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RESUMO

A manutengdo da qualidade de um alimento por um periodo prolongado requer o uso de antioxidantes.
Porém, devido a crescente preocupagao em adquirir hébitos alimentares saudaveis e ao interesse em consumir
produtos alimenticios sem aditivos sintéticos, torna-se necessdria a pesquisa de fontes de antioxidantes
naturais, como a sélvia e o alho, para minimizar a oxidag¢do lipidica. A carne de frango ¢ um alimento
altamente susceptivel a oxidagdo lipidica em funcao do elevado teor de dcidos graxos insaturados na sua
composicdo. A formagao de 6xidos de colesterol e a degradagdo de dcidos graxos, principalmente dos
poli-insaturados, somada a formac¢ao de compostos voldteis secundarios oriundos da oxidagdo lipidica,
possuem um papel de destaque entre os fatores responsaveis pela perda de qualidade e das caracteristicas
nutricionais causadas tanto pelo processamento térmico ou sob alta pressdo quanto pelas alteracoes
decorrentes do armazenamento da carne de frango. Além disso, o consumo de lipidios, principalmente de
lipidios oxidados, tem sido alvo de constante investigacao pela drea da satde em vista da alta correlacao
entre a ingestdo destes compostos e o desenvolvimento de doengas cardiovasculares e de outras doengas
cronicas nao transmissiveis.

Palavras-chave. acidos graxos, alta pressao, doencas cardiovasculares, 6xidos de colesterol, qualidade
nutricional.

ABSTRACT

Preserving food quality for long periods requires the use of antioxidants and nowadays, the trend toward
consuming foodstuff free from synthetic additives led to the research of natural sources of food preservatives,
such as sage and garlic. Chicken meat has a high content of polyunsaturated fatty acids (PUFA) being quite
prone to lipid oxidation. The cholesterol oxidation, the changes in fatty acid profile, specially the degradation
PUFA, and the formation volatile aldehydes derived from lipid oxidation could be considered as the main
factors responsible for the quality and nutritional losses during processing and storage in chicken meat.
In addition, dietary intake of oxidised lipids has been constantly investigated by the medical area due to
the high correlations between the consumption of these lipids and the development of cardiovascular and
other degenerative diseases.

Key words. fatty acids, high pressure, cardiovascular diseases, cholesterol oxides, nutritional quality.
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INTRODUCAO

A avicultura brasileira tem se destacado nos tltimos anos
pelo aumento da exporta¢ao de produtos com maior
valor agregado, ou seja, produtos embalados e prontos
para o consumo, um conceito de alimentos saudaveis com
rapido preparo e cada vez mais procurado no exterior. A
carne de frango ¢ um alimento altamente susceptivel a
oxidagao lipidica em fung¢do do elevado teor de 4dcidos
graxos insaturados na sua composi¢do. A formagdo de
6xidos de colesterol, as alteragdes na composi¢ao de
acidos graxos e a consequente formacao de compostos
voldteis provenientes da oxida¢ao lipidica possuem um
papel de destaque dentre os fatores responséveis pela
perda de qualidade e das caracteristicas nutricionais
durante o processamento e o armazenamento da carne
de frango. A adi¢ao de condimentos a carne de frango,
além de conferir as caracteristicas organolépticas
desejadas, também pode auxiliar na sua preservacao,
prevenindo ou retardando sua deterioragao durante o
processamento ou armazenamento.

Os produtos de oxidagao do colesterol formam
um grupo com mais de 80 compostos conhecidos que sao
formados a partir do colesterol durante o processamento
e armazenamento dos alimentos, podendo também ser
formados enzimaticamente'”. A formagio dos ¢xidos de
colesterol ¢ influenciada pela presenca de dcidos graxos
insaturados, teor de colesterol, atividade de dgua, presenca
de oxigénio, de radicais livres e de ions metdlicos, além
da exposicao a luz, ao calor e a irradiagdo, dentre outros
fatores"”

O colesterol é um composto presente em todos
os alimentos de origem animal e, entre esses, aqueles
que contém teores significativos deste lipidio sao fontes
potenciais de 6xidos de colesterol na dieta. Embora os
niveis seguros de ingestao de 6xidos de colesterol ainda
nao estejam estabelecidos, estes compostos podem ser
absorvidos a partir da dieta numa propor¢ao de 6 a
90%" e a exposigo cronica pode constituir um risco
a saude humana , devido aos efeitos potencialmente
aterogénicos’’, citotéxicos'” !, mutagénicos e possivelmente
carcinogénicos'”""". Estudos epidemiolégicos também
indicam a existéncia de correlacao entre a presenca de
6xidos de colesterol nos tecidos e o desenvolvimento de
doengas cronicas ndo transmissiveis como a doencga de
Alzheimer'™"” e a catarata®. Alguns ¢xidos de colesterol,
como o 7-cetocolesterol, o 7B-hidroxicolesterol, o
7a-hidroxicolesterol, o 5,6a-epoxicolesterol e o 5,63-

epoxicolesterol, atualmente estao sendo usados como
indicadores bioldgicos de danos oxidativos em pacientes
com diabetes mellitus’"”.

Os 6xidos de colesterol mais comumente encon-
trados nos alimentos sdo os derivados do anel B da cadeia
principal do colesterol, como o 5,6a-epoxicolesterol, 0 5,63
epoxicolesterol, o 7-cetocolesterol, o 73-hidroxicolesterol
e 0 7a-hidroxicolesterol e, em menores concentragoes, 0s
derivados da cadeia lateral, como o 20a-hidroxicolesterol
e o 25-hidroxicolesterol”.

Os édcidos graxos possuem uma grande variedade
de fun¢des metabdlicas importantes para todas as formas
de vida, e constituem uma fonte rica de energia e de
carbono, sendo, portanto, uma forma conveniente de
armazenamento de energia. Entretanto, aimportancia dos
dcidos graxos na nutri¢do humana vai além de seu papel
como fonte de calorias, sua estrutura e hidrofobicidade
sao cruciais para a modulacao da estrutura da membrana
celular, além de serem precursores da ativagdo de moléculas
sinalizadoras™. Além disso, os dcidos graxos provenientes
da dieta tém sido correlacionados com diversas alteracdes
metabdlicas e fisiologicas ligadas ao desenvolvimento ou
prevencao de doengas cronicas nao transmissiveis, diabetes
mellitus, entre outras™

Os dcidos graxos monoinsaturados (MUFA) e
os poli-insaturados (PUFA) estimulam a reduc¢io dos
niveis plasmaticos de LDL-colesterol; no entanto, os
dcidos graxos saturados (SFA) com menos de 18 carbonos
na cadeia causam o aumento dos niveis sanguineos de
LDL-colesterol, elevando o risco de arteriosclerose e de
doencas cardiovasculares no homem™”. Desta forma,
foram preconizados alguns guias dietéticos para a
orienta¢do sobre a composi¢ao e o consumo adequado
de 4cidos graxos na dieta humana visando & promogao
e manuten¢dao de uma vida saudédvel. A Organizagao
Mundial de Satde’'preconiza que o total de lipidios
nao deve exceder de 15 a 30% do valor caldrico total
da dieta, cuja composicao de dcidos graxos deve ser
aproximadamente de 10% de SFA, 5 a 8% de PUFA n-6 e
1 a2% de PUFA n-3. O Departamento de Satide do Reino
Unido” recomenda que as razdes entre os grupos de dcidos
graxos deveriam ser maiores que 0,4 para PUFA/SFA e
menores que 4 para PUFA n-6/PUFA n-3.

Os dcidos graxos n-6 mais consumidos na dieta
humana sao o acido araquiddnico (AA), encontrado em
carnes, e o dcido linoleico, encontrado em 6leos vegetais,
sementes e nozes, o qual pode ser convertido a AA pela
enzima dessaturase. Ja as principais fontes de dcidos graxos
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n-3 sdo os peixes, que contém os dcidos eicosapentaendico
(EPA) e docosahexaendico (DHA), além de nozes, sementes
e 6leos vegetais, que contém o dcido o.-linolénico, que pode
ser convertido a EPA e depois a DHA pela mesma enzima
dessaturase que converte o dcido linoleico a AA%. Como a
conversao dos dcidos graxos n-3 e n-6 depende da mesma
série de enzimas, ocorre uma competi¢do entre as familias
n-6 e n-3 pelas enzimas para seu metabolismo, onde o
excesso de uma familia causa um decréscimo significativo
na conversio da outra™. Os eicosanéides derivados dos
acidos graxos n-6 sdo geralmente pré-inflamatdrios
e pro-agregatérios, enquanto os derivados de n-3 sao
predominantemente anti-inflamatérios e inibidores da
agregacio de plaquetas™”

Os niveis de PUFA n-3 na dieta ocidental sao muito
baixos, a relacao da ingestdao de dcidos graxos n-6:n-3 é
estimada em 15-20:1°"”, Estes acidos graxos reduzem o
risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares™”,
além de serem necessdrios para o desenvolvimento
adequado do sistema nervoso e visual em fetos e criancas™.
Estudos epidemioldgicos ainda sugerem que o consumo
de altos teores de DHA estariam correlacionados com a
reducao do risco de doengas crénicas nao transmissiveis
como a doenca de Alzheimer™.

= Efeito do processamento e do armazenamento sobre

a oxidagao lipidica em carne de frango
A oxida¢ao dos constituintes lipidicos é uma reagao
importante que limita a vida de prateleira de varios
alimentos, sendo um dos mecanismos primérios da
deteriora¢do da qualidade em produtos alimenticios,
especialmente de carnes. As altera¢des na qualidade
podem ser percebidas pelas mudangas de sabor, de cor, de
textura, de valor nutricional e pela produgao de compostos
potencialmente téxicos. Dentre os fatores extrinsecos que
contribuem para o desenvolvimento da oxidacéo lipidica
em carnes estdo as condi¢des de processamento, como a
moagem, o tratamento térmico, a aplica¢ao de alta pressao,
aadicdo de outros ingredientes a formulag¢ao do produto,
a temperatura de armazenamento, o tipo de embalagem
e a exposicao a luz.

= Influéncia do tratamento térmico

O efeito pré-oxidante do tratamento térmico em carne de
frango tem sido descrito na literatura™* e atribuido a varios
fatores. Dentre eles estao a desnaturac¢ao proteica, que
pode causar a perda de atividade de enzimas antioxidantes
como a catalase, a glutationa peroxidase e a superéxido

desmutase; a ruptura das membranas celulares, que coloca
os 4cidos graxos insaturados e o colesterol em contato
com espécies pro-oxidantes como os radicais alcoxila e
hidroxila e a liberac¢ao de ferro pelas metaloproteinas,
principalmente pela mioglobina™ . O decréscimo no teor
de ferro-heme, e consequente aumento no teor de ferro
livre, em decorréncia do processo de cozimento varia em
fun¢ao do corte do frango, sendo de 7 % no peito, 24 % a
27 % na coxa e 43 % na asa de frango™".

A cocgdo pode aumentar significativamente a
oxida¢ao do colesterol, aumentando o contetdo total
dos oxidos de colesterol”* ™, além de também modificar
o valor nutricional em relagao ao produto original, pela
modifica¢do de seu perfil de 4cidos graxos™™™,

A Tabela 1 apresenta o efeito do tratamento
térmico e do armazenamento na oxida¢ao do colesterol
em carne de frango observado por diferentes autores.
Os resultados sao apresentados individualmente para
cada 6xido estudado; entretanto, a maioria dos trabalhos
encontrados na literatura analisa apenas os resultados
para os 6xidos de colesterol totais. Geralmente, os
principais 6xidos de colesterol encontrados em carne
de frango crua sdao os mesmos encontrados apds o
tratamento térmico e posterior armazenamento, sendo
que o 7B-hidroxicolesterol e o 5,6-B-epoxicolesterol
sdo os 6xidos que, em geral, apresentam as maiores
concentragdes no frango cru™’** No frango cozido e
apds o armazenamento, além destes dois 6xidos, hd um
aumento na concentracao do 7-cetocolesterol™” ", A
presenca de 20a-hidroxicolesterol foi verificada apenas
em cortes de coxas de frango® e o 25-hidroxicolesterol e o
colestanotriol, que sdo os 6xidos considerados com maior
potencial de toxicidade, foram encontrados na maioria das
amostras, porém, em baixas concentragéesas’”’s1’55.

Embora a composi¢ao de dcidos graxos nao
seja o parametro mais importante para detectar o
desenvolvimento da oxidacao lipidica, estes lipidios,
principalmente os poli-insaturados, podem sofrer
alteracoes decorrentes da oxidagao. O teor de lipidios
totais em cortes de peito de frango sem pele é de
aproximadamente 1,7%, sendo constituido por 36,6%
de SFA, 32,5% MUFA e 30,8% PUFA. Os dcidos graxos
saturados mais abundantes sdo o palmitico, seguido do
estearico. Entre os monoinsaturados os maiores percentuais
observados sao do dcido palmitoleico e do dcido oleico;
e os principais poli-insaturados sdo o linoleico, 0 AA e o
DHA™. O teor de lipidios totais da carne cozida é afetado
pelo método de cocgao e pode aumentar cerca de 2 a 3
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vezes em relagdo a carne crua, quando comparado em
base imida, devido a perda de dgua durante a cocgdo. A
composicao de dcidos graxos da carne de frango assado, ou
cozido ao vapor, é semelhante. Porém, quando comparada
a carne crua, nota-se uma diminui¢ao nas concentragdes
de dcidos graxos insaturados, principalmente devido a
perda de PUFA com 20 e 22 dtomos de carbono na cadeia™.
No entanto, o periodo de armazenamento e o tratamento
térmico ndo alteraram a composi¢ao de acidos graxos de
produtos processados de carne de frango” ",

A oxidagao do colesterol é altamente influenciada
pela composi¢ao de dcidos graxos, principalmente dos
acidos graxos insaturados. Os tecidos com maiores
teores de PUFA promoveriam uma maior taxa de
formacdo de radicais livres, acelerando a oxidagdo do
colesterol”*”. Em um sistema modelo, apés reduzir o
grau de insaturacao da composi¢ao dos dcidos graxos,
observou-se um prolongamento do periodo de indu¢ao
da oxidagao do colesterol. Porém, a velocidade de oxidagao
do colesterol na fase de formagao dos 6xidos de colesterol,
ap6s o periodo de indugao, nao foi afetada pela propor¢ao
de acidos graxos altamente insaturados presentes no
sistema modelo”.

Por outro lado, existem evidéncias de que os
acidos graxos insaturados, em especial os PUFA, seriam
responsaveis por exercerem um efeito protetor sobre o
colesterol frente a oxidagao, devido ao fato de se oxidarem
preferencialmente’”. Em um estudo comparativo entre
trés métodos de cocgao (assamento em forno, cozimento
em agua fervente e fritura sob imersao em 6leo de soja)
por 20 minutos o peito de frango apresentou maiores
concentragoes de xidos de colesterol total, tanto na amos-
tra crua quanto nas amostras termicamente processadas,
quando comparado com o corte de coxa de frango, com
excecao do frango assado, onde o teor total de dxidos de
colesterol foi maior na coxa"’.

Ap0s a cocgao, é necessario armazenar a carne em
temperatura baixa para minimizar a oxidacao lipidica,
porém, mesmo sob temperaturas de congelamento a oxi-
dagio lipidica é apenas retardada, mas nao eliminada®.

= Influéncia do processamento sob alta pressao

O conceito da teoria dos obstaculos foi introduzido por
Leistner” e é baseado na aplicagio de fatores preservativos
combinados, os obstidculos, com a finalidade de
garantir a seguran¢a microbioldgica, a estabilidade
quimica e a qualidade sensorial e nutricional dos
produtos alimenticios. Dentre os processos tecnoldgicos

emergentes, o uso de alta pressao hidrostdtica é uma das
técnicas mais promissoras para preservacio de alimentos”.
Geralmente, o tratamento com alta pressao resulta na
inativa¢ao de microrganismos, podendo afetar também
a cinética de reag¢oes enzimdticas, causando apenas
alteracdes imperceptiveis no sabor e odor dos alimentos.
Entretanto, também pode ocasionar efeitos negativos
como alterac¢oes de cor, de textura e de estrutura, além
de induzir a oxidagao lipidica em carnes, dependendo do
nivel de pressdo e de tempo aplicados™""****,

O efeito da alta pressao na formagdo de radicais
livres em cortes de peito e de coxa de frango foi corre-
lacionado com a estabilidade oxidativa destes musculos
e com a adi¢do de sal (cloreto de s6dio). Verificou-se que
a geracao de radicais livres ocorreu até mesmo apds o
emprego de pressdoes moderadas (200 MPa) por apenas
5 minutos, havendo aumento significativo na formagao
de radicais livres quando houve adi¢ao de sal a carne e
também em fungao da natureza oxidativa do tecido (peito
ou coxa). Os autores encontraram a méaxima formagao de
radicais livres a pressoes de 1000 MPa e 600 MPa, para
peito e coxa, respectivamente®.

Atualmente, resultados positivos tém sido obser-
vados em relacao ao uso de condimentos, de extratos
vegetais, de agentes quelantes e de clara de ovo para
controlar a oxidagao lipidica, induzida pela alta pressao,
em carne de frango. Entretanto, o efeito antioxidante
depende da magnitude da pressdo aplicada’®**e do
tratamento térmico subsequente®.

= Uso de condimentos como fontes de antioxi-
dantes: salvia (Salvia officinalis, L.) e alho
(Allium sativum, L.)
O uso de antioxidantes sintéticos para prolongar a vida
de prateleira de carnes e produtos cdrneos é comum nas
industrias de alimentos. No entanto, observa-se uma
demanda cada vez maior de produtos naturais pelos
consumidores, devido a crescente preocupagdo com a
saude. Assim, o uso de condimentos como antioxidantes
naturais tem sido objeto de estudo em pesquisas
que empregam diversas matrizes alimentares como
hamburgueres, almdéndegas, embutidos, desidratados e
cortes marinados™**"”,

Os antioxidantes podem atuar por diversos
mecanismos protegendo os lipidios alvo dos iniciadores
da oxida¢do ou interrompendo a fase de propagacao. O
principal mecanismo de agdo de compostos fendlicos,
naturalmente presentes nos condimentos em geral, é
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a inativacao de radicais livres de lipidios, diminuindo
a producao de espécies reativas e, consequentemente,
interrompendo a fase de propagacao da autoxidagdo
lipidica”.

A atividade dos antioxidantes em sistemas ali-
menticios depende nio apenas da reatividade quimica
do antioxidante, ou seja, de aprisionar ou sequestrar
radicais livres, quelar metais, entre outros, mas também
de fatores como a localizagdo fisica, a interagao com
outros componentes do alimento, além das condigoes
ambientais. Desta forma, a eficdcia de cada condimento
ou erva aromdtica varia nos diferentes tipos de alimentos,
nao sendo possivel estimar a agao antioxidante destes
compostos a partir dos resultados obtidos em outros
substratos’. Além disso, o uso dos antioxidantes naturais
deve ser compativel sensorialmente com o produto no
qual foi adicionado”.

= Salvia (Salvia officinalis, L.)

A sélvia pertence a familia Lamiaceae tendo sido exten-
sivamente estudada e reconhecida por sua capacidade
antioxidante relacionada aos seus compostos fenélicos™*’
Cuvelier et al.” identificaram os constituintes antioxidantes
da sdlvia como sendo carnosol, rosmadial, dcido
carnosinico, rosmanol e epirosmanol, previamente
encontrados em alecrim, e notadamente conhecidos por
suas propriedades antioxidantes.

A agao da salvia como antioxidante em alimentos
foi inicialmente verificada por Chipault et al.”* em
maionese, banha, massa de torta, molho para salada e
carne suina. Um controle eficaz da oxidacao lipidica
foi obtido através da adicao de 0,05% de sédlvia em
hamburgueres de carne suina’’; de um extrato etanélico
de sdlvia em carne de porco crua, pré-tratada com cloreto
de s6dio durante armazenamento sob congelament069;
de uma mistura de alecrim e sélvia frescos (0,3% + 0,3%,
p.p.) em hamburgueres de carne congelados” e do uso
de extratos puros de sélvia e de alecrim, bem como da
mistura dos dois extratos, em um sistema modelo de
carne”. Entretanto, estes extratos, quando adicionados
a quantidades iguais de vitamina E, ndo demonstraram
efeito sinergistico em comparagao a vitamina E pura. A
adicao de 0,1% de sdlvia em peito de frango foi eficaz em
minimizar e retardar a oxida¢ao dos lipidios e do colesterol
durante o processamento térmico e o armazenamento a
-18°C, sendo capaz de parcialmente contrapor os efeitos
pré-oxidantes da adi¢ao de 0,5% de sal”. Nesta mesma
concentragao, a salvia também teve ac¢ao antioxidante

em peito de frango submetido a alta pressao durante o
armazenamento a 5°C por 15 dias®.

Outra forma de aplica¢do da sélvia como antioxi-
dante nos alimentos que vem sendo estudada é através
da adigao de seu 6leo essencial. A adigao de 0,1% de dleo
essencial de salvia em uma formulagao de paté de figado
suino reduziu a degrada¢do dos PUFA e a formacio de
compostos voldteis provenientes da oxida¢do lipidica
durante o armazenamento a 4°C por 90 dias™, enquanto
3% de 6leo essencial de sdlvia adicionados a carne
homogeneizada foram eficientes no controle da oxidagao
lipidica durante a coc¢do e armazenamento a 4°C por
12 dias®.

Através do uso da espectroscopia de ressonancia
paramagnética (ESR), a formacao de radicais livres foi
utilizada para determina¢ao do mecanismo de agao
da salvia em um sistema modelo de carne de frango
submetido a alta pressdo, verificando-se que o principal
mecanismo do efeito protetor da sélvia é sua capacidade
de desativar os radicais livres na fase lipidica®.

= Alho (Allium sativum, L.)

Uma vasta gama de fung¢des biolégicas tem sido
associada ao consumo de alho, entre elas, a acdo
antimicrobiana®®’; antitrombética®™; anticancerigenasg’”;
antiaterosclerética’”; antioxidante™”*; fortalecedora
do sistema imunol6gico®*; hipolipidémica e hipogli-
cémica’” e hipotensora'”. Recentemente, Benavides
et al."” verificaram que a liberacao de H,S proveniente
de polissulfitos durante a metaboliza¢do de compostos
orgénicos derivados de alho seria a responsédvel por uma
acdo vasodilatadora cardioprotetora.

Os vegetais do género Allium, como o alho e a
cebola, sdo extensamente utilizados na culinéria brasileira
e tém como caracteristica marcante seu odor caracteristico
e sabor pungente que sao propiciados pelos compostos
organossulfurados presentes em sua composicao.

A atividade antioxidante dos vegetais do género
Allium tem sido atribuida, principalmente, a diversos
compostos sulfuricos™. Por outro lado, Ferndndez-
Lépez et al.'” avaliaram o efeito antioxidante de um
extrato hidrossoluvel de alho disponivel no mercado
através do método RANCIMAT e observaram efeito
pré-oxidante. No entanto, a atividade antioxidante do
alho depende dos compostos presentes no extrato, os
quais podem diferir em fungdo dos solventes que foram
usados na extra¢ao e também da concentragao usada
em cada estudo®**.
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Os trabalhos que avaliam os efeitos da adicao
de alho frente a oxidagao de produtos alimenticios sdao
escassos e apresentam resultados divergentes. Por um lado,
resultados positivos, indicando uma atividade antioxidante
relacionada a adigao de alho ou extratos derivados de
alho, foram verificados em carne moida adicionada de
quatro compostos organosulfurados derivados de alho
(dialil sulfito, dialil dissulfito, S-etil cisteina e N-acetil
cisteina) resultando no retardo da oxidagao lipidica e
também da oximioglobina, mostrando-se mais eficiente
do que a adigao de a-tocoferol™. Em adicao, em salsichas
de frango cruas durante o armazenamento a 3°C por 21
dias, a adicdo de alho fresco, alho desidratado e 6leo de
alho em diversas concentragdes, resultou em valores de
TBARS (substancias reativas com o 4cido tio-barbiturico)
iguais ou menores a salsichas adicionadas do antioxidante
sintético BHA (0,01%)”. Entretanto, a formulagdo
destas salsichas de frango continha outras substincias
como fosfato de sédio, glutamato monossédico, nitrato
de s6dio e outros condimentos como pimenta branca,
noz moscada, sélvia e pimenta da Jamaica e, como foi
verificado por Mariutti et al.”, a salvia ¢ capaz de conter
parcialmente o efeito pré-oxidante causado pelo alho,
permanecendo, portanto, a duvida quanto a atribuicao
do efeito antioxidante ao alho.

Em outro trabalho, a adi¢do de suco de alho em
carne de ovelha reduziu o desenvolvimento da rancidez
em comparagao a carne pura’. Por outro lado, um efeito
pré-oxidante foi observado com a adi¢ao de 1% de
alho fresco em bifes embalados a vacuo e submetidos a
irradiacio ap6s 4 semanas de armazenamento a 4°C”,
Além disso, em salsichas chinesas semidesidratadas’ e
em salsichas secas fermentadas tipo chorizo™, a adigao de
alho (tipo nao especificado) a formulag¢ao nao resultou
em diferencas significativas quando os valores de TBARS
foram comparados com as amostras preparadas com a
formulac¢do controle. A adi¢ao de 0,1% de alho em peito de
frango apresentou comportamento variavel de acordo com
ametodologia utilizada (formagao de TBARS, de hexanal,
de pentanal, de malonaldeido e de 6xidos de colesterol e
degradacao de acidos graxos e de vitamina E), sugerindo
que o alho ndo tem efeito antioxidante nesta matriz,
podendo até mesmo acelerar a oxidac¢ao lipidica durante
0 armazenamento a -18°C"”, Nesta mesma concentracio,
o alho agiu como fator pré-oxidante em peito de frango
submetido a alta pressao durante o armazenamento a 5°C
por 15 dias®.

CONCLUSAO

O tratamento térmico e a aplicagao de alta pressao sao
reconhecidamente eficientes na preservagao de alimentos,
porém, para a carne de frango, estes métodos também sao
fatores que podem desencadear ou acelerar a oxidagdo
lipidica, causando altera¢des na qualidade sensorial e
nutricional do produto, além da formagao de compostos
potencialmente prejudiciais a saide, como os 6xidos de
colesterol. O uso de condimentos pode ser considerado
uma forma eficiente para minimizar ou retardar a oxidacao
lipidica causada por estes fatores, prolongando sua vida de
prateleira e preservando suas caracteristicas.

A adigdo de salvia tem apresentado resultados
positivos nos diversos tipos de alimentos em que foi
testada, sendo capaz de reduzir os efeitos causados pelo
processamento e por outros fatores pré-oxidantes, como
a adicao de cloreto de s6dio. Os compostos responsaveis
pela agao antioxidante da salvia e seu mecanismo de a¢ao
ja sdao conhecidos.

Os estudos sobre a a¢do do alho na oxidacao
lipidica em alimentos s3o mais escassos e controversos. As
diversas condig¢oes utilizadas nos diferentes trabalhos com
a adi¢ao de alho em produtos alimenticios nao permitem
uma comparagdo direta entre estes, sugerindo que a acao
do alho seja extremamente dependente da matriz estudada,
da concentragao e forma de adi¢ao do alho, dentre outros
fatores. Os compostos sulfurados presentes no alho seriam
os responsaveis pela sua possivel agao antioxidante, porém,
o provéavel mecanismo de a¢do permanece desconhecido.
A necessidade de investigacdes mais aprofundadas sobre
o comportamento do alho frente a oxidagao lipidica, bem
como de seu mecanismo de acdo é evidente.
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RESUMO

Os dcidos graxos polinsaturados de cadeia de longa participam em diversos processos fisioldgicos e metabdlicos no
organismo humano, além de serem importantes na nutri¢do infantil. Os dcidos graxos sdo suplementados em férmulas
infantis utilizadas como substituto de leite materno. A quantificagdo dos dcidos graxos polinsaturados, em virtude da
presenga de varios sitios reativos na molécula, requer processos de extragao da gordura em condigdes brandas. No presente
trabalho foram comparadas as metodologias analiticas para determinagao de lipidios totais e dcidos graxos polinsaturados
em férmula infantil. Nessa andlise foi utilizada uma amostra de férmula infantil (NIST) e foram empregadas as metodologias
descritas nas Normas do Instituto Adolfo Lutz e pela AOAC (Association of Official Analytical Chemistry). A quantificacao
dos édcidos graxos foi realizada utilizando-se diferentes padrdes interno e fatores de corre¢io do detector de ionizagdo
em chama. Foram observadas diferencas significativas (p<0,05) entre os resultados de lipidios totais e dcidos graxos
polinsaturados obtidos por meio de diferentes métodos de extragao de gordura. As menores taxas de dispersao (%CV) de
acidos graxos polinsaturados foram obtidas pela metodologia oficial AOAC, que indica a preservagao desses componentes,
porém com menor recuperacdo dos lipidios. O uso de padrao interno do éster metilico de dcido graxo 23:0 e de fator
de corre¢ao tedrico do detector de ionizagdo em chama em rela¢do ao préprio padrao interno mostrou-se como o mais
adequado para efetuar o célculo dos dcidos graxos polinsaturados.

Palavras-chave. acidos graxos polinsaturados, formula infantil, método analitico, cromatografia gasosa, lipideos.

ABSTRACT

Long chain polyunsaturated fatty acids are involved in several physiological and metabolic processes of human organism.
Considering the fatty acids as crucial compound in the infantile nutrition, they have been supplemented in infant formula
to substitute maternal milk. For quantifying the long chain polyunsaturated fatty acids requires a fat extraction process in
mild conditions, due to the occurrence of reactive sites in their molecules. In the present work the analytical methods for
determining the polyunsaturated fatty acid and lipids in infantile formula were compared. For these purposes, a sample
of infantile formula from the National Institute of Standards and Technology was analyzed, following methodologies
described in the “Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz” and the Association of Official Analytical Chemistry (AOAC).
The polyunsaturated fatty acid contents were assessed by using distinct internal standards and correction factors for flame
ionization detector. Significant differences (p<0.05) were found among the total lipids and polyunsaturated fatty acids
results, in infantile formula analyzed on different lipid extraction methods. The lowest dispersions results (rsd %), of
polyunsaturated fatty acid were observed by the AOAC methodology. According to these data, the use of fatty acid methyl
ester 23:0 internal standard and of theoretical correction factors of flame ionization detector in relation to the internal
standard itself were the most suitable for determining the polyunsaturated fatty acid.

Key words. polyunsaturated fatty acid, infantile formula, analytical methodology, gas chromatography, lipids.
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INTRODUCAO

A partir de meados dos anos de 1950 surgiu a ideia de
alimentar criancas com o uso de férmulas infantis desde
o nascimento'. Nos dltimos anos houve uma notével
melhoria nas férmulas infantis. Atualmente ha varias
op¢des e estao sendo suplementadas para se tornarem
parecidas com a composi¢ao do leite materno humano?.

Os lipidios nas férmulas infantis sao compostos
por diferentes fontes de gordura, podendo ser de origem
animal (gordura lictea), vegetal (6leo de canola, 6leo
de milho, 6leo de coco, éleo de palma) e dcidos graxos
polinsaturados microencapsulados’. Na gordura lactea
hd predominio de acidos graxos saturados e no leite
humano hd uma maior quantidade de 4cidos graxos
insaturados quando comparado com o leite de vaca.
Havendo diferencas nas proporgoes de acidos graxos
saturados e insaturados nestas fontes de lipidicas, torna-
se importante a andlise do perfil de dcidos graxos nestes
alimentos, pois quanto maior for o tamanho da cadeia e
mais saturada, menor sua absor¢ao no organismo®.

O4cidolinoleico (18:2 m-6) e o dcidoa-linolénico
(18:3 ®-3) sao acidos graxos essenciais, pois nao podem
ser sintetizados endogenamente pelos seres humanos e
alguns animais. Além disso, sao precursores das séries
®-3 e -6, originando os dcidos graxos polinsaturados de
cadeia longa, entre eles o dcido araquiddnico (20:4 ®-6) e
0 4cido docosahexaenoico (22:6 ®-3)% O recém-nascido,
entretanto, tem um limite na capacidade de produgao
de acidos graxos polinsaturados de cadeia longa, em
particular quando a dieta é pobre em seus precursores’.
Dessa maneira, hd a necessidade da suplementacao desses
acidos graxos nas férmulas infantis?.

Acidos graxos polinsaturados atuam em diversos
processos fisioldgicos e metabdlicos, e sao importantes
na nutri¢do infantil pelo seu rapido aumento no cérebro
durante o primeiro ano de vida®’. O acido araquidénico
¢ importante precursor da “série 2” dos eicosanoides,
que sdo importantes biomediadores. Os dcidos graxos
araquidonico e docosahexaenoico sao os principais
componentes da membrana fosfolipidica das células e
sao os acidos graxos polinsaturados predominantes no
sistema nervoso central. O acido docosahexaenoico é o
acido graxo mais abundante na membrana foto receptora
da retina®.

Estudo realizado por Straarup et al. (2006)% na
Dinamarca, demonstrou que apenas quatro das 28 fér-
mulas infantis analisadas encontravam-se com niveis

superiores de acido a-linolénico preconizado pela legis-
lacao daquele pafs. Em um pequeno ndmero, especial-
mente aquelas para necessidades especiais, encontrou-se
alto contetido de 4cido linoleico e para a razao de dcido
linoleico/4cido a-linolénico obtiveram-se valores entre
17:1 e 55:1. Recentes estudos indicam que a formacgao
do acido docosahexaenoico ¢ inibida pela alta disponi-
bilidade do é4cido linoleico. A razao de acido linoleico e
acido oa-linolénico e a presenga de dcidos graxos polin-
saturados de cadeia longa em algumas formulas infantis
comercializadas na Dinamarca demonstrou que houve
uma melhora no perfil dos 4cidos graxos, entretanto o
contetdo de a-linolénico ainda é baixo e o de 4cido li-
noleico é alto comparado com a recomendagdo e com o
leite das dinamarquesas. Somente algumas das férmulas
infantis estudadas continham 4cidos graxos polinsatura-
dos de cadeia longa.

As recomendagdes de organismos internacionais
e de legislacdes locais para formula infantil baseiam-se
na composi¢ao do leite materno humano’. A legislacao
brasileira, Portaria n° 977 (1998)', preconiza valores
para gordura total e dcido linoleico, entre outros macro
e micronutrientes. A Norma Codex Alimentarius stan 72-
1981, depois de uma revisdo realizada em 2007, aceitou
as recomendacoes de um grupo da The European Society
for Pediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition
(ESPGHAN)?, 0 qual recomenda valores além dos lipidios
totais e dcido linoleico, para dcido a-linolénico, razao de
acido linoleico/a-linolénico, dcido araquidonico, dcido
docosahexaenoico, dcidos graxos trans, soma dos acidos
miristico e palmitico e dcido ertcico.

A quantificagao dos lipidios nos alimentos é
realizada, tradicionalmente, por extragdo com solventes
organicos (éter etilico, éter de petrdleo, cloroférmio e
metanol) e determinagdo gravimétrica. A habilidade de
recuperar os varios componentes dos lipidios varia com
o solvente de extracao. Solventes mais polares como
cloroférmio/metanol extraem lipidios polares, incluindo
fosfolipidios, esterdis, terpenos, graxas, hidrocarbonetos
e materiais ndo lipidicos'?. Matrizes alimentares ainda
podem ser previamente tratadas, com hidrélise em
meio bdsico para solubilizar proteinas, adicao de
acido para quebrar emulsdo ou hidrolizar lipidios de
matrizes complexas'>”’. No caso das férmulas infantis
a quantificagdo dos dcidos graxos polinsaturados,
devido a presenga de vdrios sitios reativos na molécula
(insaturagoes), deve envolver processos de extragdao
da gordura em condigdes amenas, pois, podem
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ocorrer reagoes de degradagao e/ou isomerizagao nas
insatura¢des dos dcidos graxos polinsaturados, podendo
gerar resultados discrepantes na quantificagao destes
acidos graxos'.

Estudos de comparagao de metodologias para
acidos graxos polinsaturados sao muito importantes e
de dificil execucao, pois sao realizadas diversas etapas e
em cada uma delas hd parametros que influenciam na
quantifica¢do final dos dcidos graxos. Além disso, gera
subsidios para padronizac¢ao de metodologia nos diversos
laboratérios, fato este relevante, pois, os alimentos estdo
sendo suplementados com estes acidos graxos, e sua
correta quantificagdo torna-se necessdria para uma clara
informagao ao consumidor.

O objetivo desse estudo foi comparar os métodos
de extragao de lipidios e quantificagao (fatores de
resposta do detector de ioniza¢ao de chama e padrdes
interno) dos dcidos graxos polinsaturados: acido
linoleico, 4cido a-linolénico, dcido araquiddnico e
acido docosahexaenoico em amostra de referéncia de
férmula infantil da Nacional Institute of Standard and
Tecnhological (NIST 1849/2006).

MATERIAL E METODOS

Material

Para o estudo foi utilizada uma amostra de férmula
infantil da NIST 1849/2006, que tem indicados os teores
de 4cido linoleico, dcido a.-linolénico, dcido araquiddnico
e 4cido docosahexaenoico. A amostra foi armazenada
em freezer. As andlises foram realizadas entre os anos de
2006 a 2008.

= Reagentes e padroes

Os solventes e reagentes utilizados para as etapas de
extracdo de gordura e preparagao dos ésteres metilicos
de 4cidos graxos foram de grau analitico: metanol,
cloroférmio, éter de petroéleo, éter etilico, etanol a 95%,
4cido cloridrico, hidréxido de amonio, hidréxido de
potéssio, sulfato de sédio e hidréxido de s6dio. Foram
também utilizados os seguintes solventes de grau
cromatografico: n-hexano e metanol.

Foram utilizados dois padrdes cromatograficos
de triacilglicerdis 11:0 e 13:0 e de éster metilico de dcido
graxo 13:0, 21:0 e 23:0, marca Sigma com alta pureza.

Para identificar os componentes foram utili-
zados: uma mistura com quantidades certificadas de
37 ésteres metilicos de acidos graxos, variando de 4:0 a
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24:0, marca Supelco; uma de ésteres metilicos de dcidos
graxos dos isémeros cis-trans do dcido linoleico (18:2)
e acido a-linolénico (18:3), marca Sigma; e padroes de
ésteres metilicos de dcidos graxos individuais, marca
Sigma, sendo: elaidico (18:1 9¢t); vacénico (18:1 11¢);
trans vacénico (18:1 11¢); (18:1 7c¢); (18:1 12¢); CLA
(18:2 9¢, 11t e 18:2 10t, 12¢); palmitoelaidico (16:1 9¢),
palmitico (16:0); linolelaidico (18:2 9¢, 12¢); EPA (20:5
5¢, 8¢, 11¢, 14¢, 17¢); araquiddnico (20:4 5¢, 8¢, 11¢, 14¢);
docosahexaenoico (20:6 4c, 7c, 10c, 13¢, 16¢, 19¢).

Métodos

= Determinagao de lipidios totais

A determinagao de lipidios totais foi realizada de acordo
com os métodos gravimétricos descritos por Bligh e
Dyer'*; AOAC963.15" (hidroélise dcida) e Roese Gottlieb'
(AOAC 989.05) e método de célculo pela somatéria
de 4cidos graxos como triacilglicerdis de acordo com a
AOAC 996.06¢ (hidrolise dcida).

= Preparacao dos ésteres metilicos de dcidos graxos
Trés metodologias foram comparadas para a preparagao
dos ésteres metilicos de dcidos graxos: Hartman e Lago"/,
modificado por Maiae Rodrigues-Amaya'® (catdlise mista,
basica e dcida), o qual possui reagentes menos toxicos
que o método oficial do AOAC, que utiliza trifluoreto
de boro; TUPAC" (meio bésico, KOH), sendo que este
método utiliza reagentes simples e é de rdpida execugao;
in situ®® (basico, com metéxido de sédio), metodologia
amplamente estudada por realizar em uma tnica etapa
a extra¢do de gordura e preparacao dos ésteres metilicos
de 4cidos graxos.

= Andlise dos acidos graxos por cromatografia em
fase gasosa

Os dcidos graxos foram analisados em cromatdgrafo
gasoso com detector de ioniza¢do em chama, da marca
Shimadzu e modelo 17A, com coluna capilar de silica
fundida com fase 100% bis-cianopropil polisiloxana
(SP 2560) de 100m, 0,25mm de didmetro e 0,20pm
de espessura de filme. A otimiza¢gdo das condic¢des
cromatograficas foi realizada em estudo prévio, descrito
por Aued-Pimentel. Foram empregadas as seguintes
condi¢des: temperatura do injetor e detector: 250°C;
fluxo — 1,90 mL/min; rampa de temperatura: 45 °C (1
min); 13 °C/min até 175 °C; 4 °C/min até 215 °C por 35
min; gds de arraste: hidrogénio; pressao na coluna: 175
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kPa; razao de divisao da amostra 1:15.

= Quantifica¢ao dos acidos graxos

A quantificagao dos 4cidos graxos foi realizada pela
adi¢do de padrao interno a gordura extraida das férmulas
infantis. Os padrdes utilizados foram os ésteres metilicos
de 4cidos graxos 13:0, 21:0, 23:0; e os cdlculos foram
realizados de acordo com a equagdo 1" e expressos em
g/100 g de amostra:

M, AAG,- K )AGif:AGi L

conc, . =
AG;
m.API

Onde:

M,, = massa do padrao interno adicionada a amostra;

A, ;= drea do éster metilico de dcido graxo no

cromatograma da amostra;

K, = fator de corregao de resposta de cada éster
metilico de dcido graxos no detector de ionizagao em

chama com relagao ao 16:0, 18:0 ou 23:0;

f o fator de conversdo de éster metilico de dcido

graxos para acido graxo '3
L = teor de lipidios em gramas por cem gramas de
amostra;

m = massa da amostra em gramas;

A, = drea do padrao interno do éster metilico de dcido
graxo no cromatograma da amostra.

No método de determinagao da gordura por
célculo adicionou-se o triacilglicerol 13:0 e ésteres
metilicos de 4cidos graxos 21:0 e 23:0 no comego da
extragao, os dcidos graxos foram calculados de acordo
com as equagoes 2 e 3', e a gordura total a partir da soma
dos componentes em forma de triacilglicerol, de acordo
com a equagao 4'S.

Ay My 1009 K,

AG;

MEMAGi = A @)
AGpr
Onde:
M,,,,;= massa de cada componente de éster metilico
1

de 4cido graxo;

A, = drea do pico de cada componente;

m, .= massa do padrio interno;

1,0059=fatordeconversaodopadraointernodetriacilglicerol
em éster metilico de acido graxo correspondente;

K’, .. = fator de resposta experimental do detector de

ionizacdo em chama, em relacdo ao padrdo interno;

A, ,, = drea do pico do padrao interno.

MAGZ' = MEMAGI- ‘ f;{Gi (3)
MTAG!- = MEMAGZ- : fTAGZ- (4)
M, . = massa de cada componente expressa como dcido

graxo correspondente;

f,., = fator de conversao de éster metilico de dcido graxo

em 4cido graxo'®.

M., = massa de cada componente expressa como
1

triacilglicerol correspondente ;

fT G = fator de conversao de éster metilico de dcido

graxo em triacilglicerol'.

Para a quantificagao dos dcidos utilizaram-se
fatores de resposta do detector de ionizagdo de chama
tedricos em relagao aos acidos graxos 16:0, 18:0 e 23:0,
calculados de acordo com as equagdes 5 e 6727,

M
K, = o (5)
(1) A
K, = fator de corregao da resposta para o dcido graxo

€«
1.

M, = massa molecular do éster metilico de dcido graxo

€«
1.

n, . = ndmero de 4tomos de carbono do éster metilico

Al
2%

do é4cido graxo 1"

A_= massa atémica do carbono (12,01).

K, .
K= 4 6
T (6)
PI
K, .. = fator relativo de corregao, para o éster metilico de

€«

acido graxo “1".

K,, = fator de resposta do detector de ionizagao em
chama em rela¢do ao 16:0, 18:0 ou 23:0.

K, = fator de resposta do detector de ionizagao em

chama para o acido graxo “".
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Andlise estatistica

Todas as andlises foram realizadas em triplicata e os
resultados estdo apresentados como média = desvio
padrdao. Para a comparacao dos procedimentos foi
aplicado teste de variancia (ANOVA) e teste de Tukey
(0=0,05). Foram calculados os coeficientes de variacio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ensaios obtidos para a comparagao das varidveis para
a quantificacao dos dcidos graxos foram realizados em
etapas distintas e independentes. No caso da extracdo de
lipidios as andlises foram feitas quando a amostra chegou
ao laboratério, nos anos de 2006 e 2007, e as demais
comparagdes, durante o decorrer do estudo, sendo o
ultimo estudo da metodologia in situ e consequentemente
a compara¢ao dos métodos de metilagdao, nos anos de
2007 e 2008.

= Determinagao dos lipidios ou gordura total
A Tabela 1 apresenta os valores de lipidios para a amostra
da NIST 1849/2006 pelos diferentes métodos de extracao,
entretanto esta amostra nao apresentava valor indicativo
para lipidios.
Osmétodosdeextragdodelipidiosrevelaram dife-
rengas estatisticas entre eles. Pelo método gravimétrico
por hidrélise dcida obteve-se o maior teor de lipidios.
Os métodos de Bligh e Dyer e o de Roese Gottlieb nao
apresentaram diferenca estatisticamente entre eles, bem
como os métodos de Roese Gottlieb e AOAC 996.06.
O tratamento 4cido prévio pode extrair componentes
nao lipidicos da amostra, como glicerol, carboidratos
de baixo peso molecular, aminoécidos e sais de ureia,
superestimando assim os valores'?. O método por célculo,
de acordo com a AOAC 996.06, demonstrou resultados

compardaveis aos demais métodos. Este método considera
como lipidios totais a soma dos dcidos graxos de todas
as fontes lipidicas, expressos como triacilglicerdis,
entretanto necessita de um maior nimero de padroes de
éster metilico de dcido graxo para identificagao dos picos
cromatograficos.

O método oficial para determinacio de lipidios
totais para férmula infantil segundo a AOAC ¢é o de
Roese Gottlieb. Esse método revelou valores préximos ao
descrito por Bligh e Dyer, o qual apresentou o menor teor
delipidios. Pelo método de Bligh e Dyer a relagao metanol,
cloroférmio e dgua é critica na etapa de extra¢ao'’. No
método de Roese Gottlieb é feito um tratamento prévio
com dlcalis para solubilizar a proteina e facilitar a quebra
da emulsao, em seguida ocorre a extra¢do utilizando éter
etilico e éter de petréleo’. O teor de lipidio encontrado
pelo método de Roese Gottielb pode estar relacionado
com o tempo de contato da amostra com os solventes, a
quantidade de amostra, e a capacidade destes solventes
extrairem mono, di e triacilglicerol e apenas alguns
lipidios polares'>*.

O método mais apropriado para a determinagao
de lipidios em férmula infantil é o método do Roese
Gottlieb, pois utiliza condigdes experimentias brandas
nao comprometendo as insatura¢oes dos dcidos graxos
polinsaturados, extrai apenas os componentes lipidicos
dos alimentos, ndo superestimando seus valores, além
de ser o método oficial da AOAC para este produto e
o recomendado pelo Codex Alimentarius. Entretanto,
os resultados indicaram uma menor recuperagao
da gordura pelo método oficial. Novas tecnologias
tém sido empregadas, como o microencapsulamento
dos 4cidos graxos polinsaturados de cadeia longa,
para suplementagdao das férmulas e sdo apresentadas
propostas de validacao de métodos para a determinagao

Tabela 1. Valores de lipidios para amostra da NIST 1849/2006 pelos diferentes métodos de extracdo de lipidios

. Lipidios (g/100g)
Métodos — : =
Média + Desvio padrao CV (%)
HA (AOAC 963.15) 31,53 +0,29° 0,92
HA (AOAC 996.06) 28,20 + 0,5° 1,78
Roese Gottlieb 26,71 + 0,36°¢ 1,34
Bligh Dyer 25,15 + 0,24¢ 0,95

Andlise realizada em triplicata; HA: hidrolise 4cida, CV(%): coeficiente de variacdo em porcentagem; médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

entre si de acordo com ANOVA e teste de Tukey (a=0,05).
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de lipidios e dcidos graxos, que utilizam tanto hidrdlise
dcida como enzimdtica para digerir as microcdpsulas
e extrair adequadamente os lipidios e acidos graxos
polinsaturados de cadeia longa das férmulas infantis®.

= Analise dos acidos graxos por cromatografia
em fase gasosa

Os resultados da comparacido entre os trés métodos
de preparacao de ésteres metilicos de dcidos graxos
encontram-se na Tabela 2. Para a comparagdo das
metodologias de Hartman e Lago modificada por Maia e
Rodrigues-Amaya e IUPAC, a determina¢ao da gordura
foi normalizada, isto é, extraida de acordo com Roese
Gottlieb. O padrio interno empregado para o célculo foi
o éster metilico de dcido graxo 23:0. No caso do método
in situ nao ha etapa de extragdo de gordura.

Os trés métodos revelaram resultados equi-
valentes, apenas houve diferencas estatisticas para o
acido a-linolénico. No método descrito pela TUPAC
observaram-se os maiores valores, incluindo os desvios
padrao, mais altos que os obtidos pela metodologia de
Hartman e Lago modificada por Maia e Rodrigues-
Amaya'”'s,

A metodologia da IUPAC que utiliza como
catalisador o KOH metandlico apesar de nao ser
recomendada para produtos alimenticios devido a
ocorréncia de hidrélise e formagao de dcido graxo livre*,
é rapida e tem fornecidos resultados adequados para
alguns produtosalimenticios®.No presente trabalho, para
a formula infantil, as limitacdes acima descritas podem
ter gerado desvios-padrao mais altos do que o observado
pelo método de Hartman e Lago modificado. Quanto ao
método in situ este apresentou resultados comparaveis

com o método de Hartman e Lago modificado por Maia
e Rodrigues-Amaya. Entretanto mais estudos devem ser
realizados, para otimizar esta metodologia, pois, hd a
influéncia de varidveis experimentais como a quantidade
de dgua da amostra, acidez, tomada de amostra, entre
outros, no desempenho do método®.

= Determinagao dos dcidos graxos polinsaturados

Na Tabela 3 estdo presentes os valores de dcidos graxos
para os diferentes métodos de extragao de lipidios, bem
como para os diferentes padrdes internos (PI) utilizados.
O método AOAC 963.15 foi o que apresentou os teores
mais proximos dos valores indicativos, principalmente
quando se utiliza os PIs 21:0 e 23:0, fato este explicado
pelo maior teor de lipidios. Entretanto, os valores de
desvios padrdo foram os maiores quando comparado
aos outros métodos. Este procedimento utiliza
tratamento 4cido e a quente, podendo afetar as duplas
ligagoes das moléculas de acido graxo polinsaturado de
cadeia longa e consequentemente resultar em maiores
dispersoes nos resultados'?. Entretanto, pode auxiliar na
extragao dos lipidios e dcidos graxos no caso de produtos
microencapsulados’.

Os métodos de Bligh e Dyer e Roese Gottlieb
sd0 0s que mais preservam as ligacdes caracteristicas
dos dcidos graxos polinsaturados de cadeia longa, pois
utilizam tratamentos brandos. O método por célculo
mostrou resultados satisfatérios quando comparado aos
valores indicativos e/ou outros métodos para o dcido
linoleico e acido a.-linolénico, quando o calculo foi com
PI 13:0, porém houve uma perda do acido araquiddnico
e do 4cido docosahexaenoico. O tempo de aquecimento
do método (40 min) pode ter desencadeado reacgdes

Tabela 2. Comparacdo dos teores de AG obtidos por diferentes métodos de preparacdo para ésteres metilicos de

acidos graxos na amostra de referéncia de férmula infantil da NIST

Roese Gottlieb

Método “in situ”

Pl EMAG 23:0
Hartman e Lago IUPAC Golay et al.
LA (g/100q) 5,98 + 0,032 6,1+0,1° 580,22
ALA (g/100g) 0,53+ 0,012b 0,540 + 0,008° 0,51+ 0,012
ARA (g/100g) 0,096 + 0,001? 0,100 = 0,005? 0,097 + 0,003?
DHA (g/100g) 0,0224 + 0,0003? 0,024+0,004° 0,021 + 0,002?

Média+desvio padrao (triplicata); LA: acido linoléico; ALA: acido a-linolénico; ARA: acido araquidonico; DHA: acido docosahexaendico; Pl: padrao
interno; EMAG: éster metilico de &cido graxo; médias seguidas pela mesma letra, na mesma linha, ndo diferem entre si de acordo com ANOVA e

teste de Tukey (a=0,05).
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de degradacio e/ou isomerizagdo desses dcidos graxos,
diminuindo sua quantifica¢ao.

A escolha do padriao interno é de grande
importancia para a quantificagao dos dcidos graxos. O
padrao interno deve eluir numa regiao préxima dos
acidos graxos de interesse, ser estdvel e nao co-eluir com
outros dcidos graxos®. No presente trabalho verificou-se
que o padrdo interno do éster metilico de dcido graxo
13:0 eluiu muito antes dos acidos graxos polinsaturados
e também superestimou os valores de dcido linoleico e
acido a-linolénico; o padrio interno do éster metilico de
acido graxo 21:0,nas condigdes cromatograficas descritas,
pode co-eluir com o acido linoleico conjugado (CLA),
normalmente presente em gorduras ldcteas. Portanto,
o padrao interno do éster metilico de acido graxo 23:0
revelou ser o mais apropriado para a quantificagao de
acidos graxos polinsaturados, pois possui os requisitos
citados, ou seja, elui numa regidao préxima dos dcidos
graxos de interesse, ndo co-elui com outros dcidos graxos,
éestdvel,além de apresentar resultados adequados quanto
a precisao e exatidao para quantificagao de dcidos graxos
polinsaturados de cadeia longa em alimentos*?’.

Os fatores de correcdo tedricos do detector de
ionizacdo em chama foram estudados em rela¢do ao 16:0,
18:0 € 23:0, e os resultados encontram-se na Tabela 4. Para
o estudo da influéncia desses fatores na quantificagao
dos dacidos graxos, normalizaram-se o método de
extra¢ao de gordura utilizando Roese Gottlieb, metilagdo
por Hartman e Lago modificado e cédlculo com padrao
interno do éster metilico de dcido graxo 23:0.

Houve apenas diferenca estatisticamente
significativa no uso de diferentes fatores de correcao
tedricos para o detector de ionizagdo em chama para a
quantifica¢ao de dcido linoleico e dcido a-linolénico. Os

valores em rela¢ao ao 16:0 e 18:0 foram menores que o da
referéncia, sendo o fator de corre¢do tedrico do detector
de ionizagao em chama em relagao 23:0 o mais préximo
dos valores da referéncia. Shreiner (2005)% demonstrou
que a utilizagdo de fatores de corre¢do tedricos do
detector de ionizacdo em chama sdo mais apropriados
para quantificacao de acidos graxos polinsaturados de
cadeia longa, e que podem ocorrer erros de quantificagao
do 4cido docosahexaenoico de até 22,6% em relacao a
escolha de fatores experimentais.

CONCLUSAO

O método de extracao de lipidios revelou influenciar de
maneira significativa na quantificagao final dos lipidios
totais e dcidos graxos polinsaturados nas férmulas
infantis. As menores dispersdes nos resultados dos dcidos
graxos polinsaturados foram obtidas pela extracao de
gordura pelo método oficial, ou seja, Roese Gottlieb,
entretanto, houve menor recuperagao da gordura por este
método. Com relacao as metodologias de preparacao de
ésteres metilicos de dcidos graxos a de Hartman e Lago
e a in situ apresentaram desempenho satisfatério. Quanto
a quantificacao dos acidos graxos polinsaturados em
féormula infantil recomenda-se o uso de padrdo interno
de éster metilico de dcido graxo 23:0 e fatores de resposta
tedricos do detector de ioniza¢do em chama em relagdo a
esse padrdo interno. Futuros trabalhos devem ser realizados
para estabelecer métodos adequados de extracao dos
lipidios e esterificacdo direta (in situ) para quantificacdo
dos dcidos graxos polinsaturados em férmulas infantis,
tendo em vista as tecnologias de suplementacao das
férmulas infantis e objetivando a melhoria de desempenho
e diminui¢do do tempo de analise.

Tabela 4. Comparacéo dos teores dos acidos graxos calculados com diferentes fatores teéricos de correcdo de resposta

do DIC para amostra NIST 1849

Referéncia 16:0 18:0 23:0
LA (g/100) 5,87 56=+0,1° 57=+x0,1¢° 59=+0,1°
ALA (g/100) 0,601 0,56 + 0,012 0,57+ 0,012b 0,59 + 0,01°
ARA (g/100) 0,21 0,21 +0,01° 0,22 +0,01° 0,22 +0,01°
DHA (g/100) 0,07 0,068 + 0,007° 0,070 + 0,007¢ 0,072 + 0,007¢°

Média+desvio padrao (triplicata); LA: &cido linoléico; ALA: acido a-linolénico; ARA: acido araquidonico; DHA: &cido docosahexaendico; médias
seguidas pela mesma letra, na mesma linha, nao diferem entre si de acordo com ANOVA e teste de Tukey (a=0,05). Lipidios totais por hidrdlise acida
AOAC 963.15, extracao de lipidios por Roese Gottlieb, metilacdo por Hartman e Lago e quantificacdo por padrao interno de éster metilico de 4cido

graxo 23:0.
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RESUMO

Foram investigados o perfil de d4cidos graxos, a composi¢ao centesimal, o valor calérico e o teor de colesterol
em duas espécies de peixes marinhos do Estado de Alagoas: carapeba-listrada (Eugerres plumieri Cuvier,
1830) e a cavala (Scomberomorus cavalla Cuvier, 1829), analisando-se 20 amostras de cada espécie. Elevado
teor de umidade foi observado na amostra de carapeba-listrada, assim como os maiores valores de proteinas
e cinzas, em base imida, foram detectados nesta citada espécie. Quanto aos lipideos, os valores obtidos para
as duas espécies foram iguais, em base umida. As amostras de cavala apresentaram o maior valor calérico,
bem como o teor de colesterol mais elevado em base imida. No perfil de d4cidos graxos, a cavala apresentou
percentuais mais elevados de monoinsaturado oleico (7,74%) e de poli-insaturados: linoleico (6,91%),
a-linolénico (2,90%), EPA (10,82%), e DHA (4,50%). A relagdo poli-insaturados/saturados foi mais elevada
na cavala (0,95), bem como o somatério dos teores de EPA + DHA (15,32). Na avaliacdo da qualidade
nutricional dos lipideos, as espécies estudadas mostraram os indices de n-6/n-3, hipocolesterolémicos /
hipercolesterolémicos (HH), indice de aterogenicidade (IA) e indice de trombogenicidade (IT) favoraveis
para o consumo alimentar. Considerando-se os resultados obtidos, a espécie cavala pode ser considerada
boa fonte de dcidos graxos, principalmente o dcido 6mega-3 e pelo seu valor em HH.

Palavras-chave. peixes, composi¢do centesimal, valor caldrico, colesterol, dcidos graxos.

ABSTRACT

The fatty acids profile, the proximate composition, the calorie and cholesterol contents were investigated
in two species of sea fishes from the State of Alagoas, Brazil: carapeba-listrada (Eugerres plumieri Cuvier,
1830) and cavala (Scomberomorus cavalla Cuvier, 1829). Twenty samples of each fish species were analyzed.
High moisture contents were found in carapeba-listrada samples. The highest values of protein and ash
were detected in cavala on the wet basis. The both two fish species presented the same lipid values on the
wet basis. The highest calorific value was observed in cavala samples, and also on the wet basis the highest
cholesterol contents was found in this fish specie samples. Regarding to the fatty acids profile, cavala
showed the highest percentage of monounsaturated oleic (7.74%) and polyunsaturated: linoleic (6.91%),
a-linolenic (2.90%), EPA (10.82%),and DHA (4.50%). The polyunsaturated/saturated ratio was highest in
cavala (0.95), and also in the sum total of EPA + DHA contents (15.32). In assessing the nutritional quality
of lipids, the analyzed fish species showed the rates of n-6/n-3, hypocholesterolemic/hypercholesterolemic
(HH), index of atherogenicity (IA), and index of thrombogenicity (IT) as favorable for consumption.
Considering these results, cavala can be considered a remarkable source of fatty acids, mainly of omega-3
acid, and because of its HH value.

Key words. fishes, proximate composition, caloric value, cholesterol, fatty acids.
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INTRODUCAO

Os édcidos n-3 e n-6 sao precursores dos dcidos eicosa-
noides (prostaglandinas, tromboxanas e leucotrienos) e
sdo essencialmente fornecidos pela dieta, uma vez que
nao sao sintetizados pelo organismo humano. O acido
linoleico (n-6) origina o acido araquidonico, que é o
precursor de eicosanoides tromboxanos e a prostaciclina
(I2), respectivamente promotor e inibidor da agregacao
plaquetdria’.

O écido graxo a-linolénico (n-3), precursor dos
acidos eicosapentaenoico (20:5n-3, EPA) e docosahexa-
enoico (22:6n-3, DHA), os quais além da fun¢do no
desenvolvimento e funcionamento do sistema nervoso,
fotorecep¢ao e sistema reprodutivo® sio apontados como
redutores de risco de doengas coronarianas, hipertensao
moderada, incidéncia de diabetes e prevencao de certas
arritmias cardiacas e morte suibita. Dados experimentais
e epidemioldégicos mostram uma reducdo significativa
no indice de mortalidade por doencas coronarianas,
confirmando a atividade cardioprotetoras dos dcidos
graxos EPA e DHA’.

Os peixes sao fontes ricas de dcidos graxos
poli-insaturados, principalmente os da série n-3, como
EPA. No que diz respeito ao tipo e teor de dcidos graxos
presentes nos peixes, as diferencas sao influenciadas
pelas caracteristicas genéticas, habitat, qualidade e
quantidade de alimentos disponiveis (fitoplancton e
zooplancton)®. A constata¢ao epidemioldgica de que o
consumo de peixes é capaz de reduzir riscos de doencas
coronarianas torna a carne de pescado um alimento
importante, ndo apenas como alternativa alimentar
de alto valor nutritivo, mas ainda de consumo de um
alimento funcional'.

Da costa maritima alagoana (Brasil) depende a
sobrevivéncia de muitos pescadores. Os pratos a base
de peixe e marisco ndo somente fazem parte da dieta da
populacio litoranea como também sdao muito apreciados
pelos turistas. Segundo o boletim estatistico da pesca
maritima e estuarina do Nordeste do Brasil®, a carapeba-
listrada (Eugerres plumieri Cuvier, 1830) e a cavala
(Scomberomorus cavalla Cuvier, 1829) sdo os peixes mais
abundantes da costa alagoana.

Tendo em vista a importancia alimentar e a
caréncia de informacdes sobre o valor nutritivo desses
peixes regionais, procedeu-se o estudo do perfil de dcidos
graxos, composi¢ao centesimal, valor caldrico e teor de
colesterol em filés destas espécies.

22

MATERIAL E METODOS

Material

Foram analisadas 40 amostras de filés de peixes in natura
de duas espécies de peixes mais comercializadas da Costa
Maritima/AL, segundo IBAMAS5 sendo: 20 amostras
de carapeba-listrada (Eugerres plumieri Cuvier, 1830) e
20 amostras de cavala (Scomberomorus cavalla Cuvier,
1829). Foram escolhidos peixes de aproximadamente
500g procedentes da Costa Maritima/AL e coletados nos
seguintes periodos: a carapeba-listrada em agosto de 2004
e a cavala em outubro de 2004.

As amostras pesando aproximadamente 250g
de filé, sem pele e sem espinha, foram trituradas em
processador até a formagao de massa homogénea. Assim
preparadas, foram acondicionadas em sacos plasticos
de polietilieno, identificadas e congeladas a -17°C até o
momento da realizacao das andlises. As amostras foram
conduzidas ao Laboratério de Bromatologia da Faculdade
de Nutri¢ao da Universidade Federal de Alagoas, onde as
analises foram realizadas.

= Determinacao da composicao centesimal

Apés homogeneizagdo, realizaram-se as seguintes
determinac¢des em triplicata: Umidade: determinada pela
perda de peso em estufa regulada a 105°C, segundo AOAC®.
Cinzas: obtidas por incinera¢ao de uma quantidade
conhecida da amostra, em mufla a 550°C, até obtenc¢do
de peso constante AOAC®. Proteinas: determinadas
pelo método Kjedhal, que consiste na determina¢do do
nitrogénio total. Para converter o resultado em proteina
bruta foi utilizado o fator 6,257 AOACS. Lipideos totais:
extraidos a frio pelo método de Folch et al.” utilizando
2 extragoes com cloroférmio:metanol (2:1), lavagem do
residuo (cloroférmio:metanol —2:1), adi¢ao de KC1 0,88%
em H O, separagao das fases, adigdo de metanol: H,0
(1:1), evaporagao de cloroférmio em rota-evaporador,
fracao lipidica ressuspendida em cloroférmio. Aliquotas
foram tomadas para determina¢des gravimétricas. Os
carboidratos (fracao Nifext) foram determinados por
diferenga. O valor caldrico total foi calculado a partir dos
coeficientes caldricos correspondentes para proteinas e
lipideos, respectivamente, 4 e 9kcal/g®.

= Colesterol
O teor de colesterol foi determinado através de colorimetria
conforme a adaptacdo’. Uma aliquota de 5mL do
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extrato cloroférmio foi tomada para andlise, através de
saponifica¢do, extracdao da matéria insaponificével, reacao
de cor, leitura da absorvancia em espectrofotémetro a
490nm, contra um branco. As absorvancias obtidas foram
comparadas as da curva padrao utilizada'®.

n Perfil de acidos graxos
Os lipideos totais foram esterificados segundo Hartman
e Lago''. Os ésteres metilicos foram analisados no
Laboratério de Produtos Naturais do Instituto de
Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal
de Alagoas, utilizando cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectroscopia de massas utilizando-se um
cromatégrafo modelo GC-17 A (Shimadzu, Téquio,
Japao), equipado com detector de ioniza¢do de chama,
injetor split na razdo de 1:50 e coluna capilar D-1
(30m; 0,25mm; 0,25um). O espectrometro de massas
utilizado foi Shimadzu com energia do feixe eletronico
de 70eV.

As condigoes cromatograficas foram as seguintes:
gds de arraste — hélio com fluxo de 1mL/min; a
temperatura inicial da coluna foi 150°C por 5 minutos,
com aquecimento até 240°C a uma taxa de 2°C/min; a
temperatura do injetor foi de 220°C e a do detector de
245°C. As amostras foram injetadas manualmente em
triplicata e o volume de inje¢ao foi de 1puL. O tempo
de andlise cromatogréfica foi de 70 minutos. Para a
identificagdo dos dcidos graxos foram utilizados padrdes
de ésteres metilicos de dcidos graxos puros, comparando-
se o tempo de reten¢ao dos ésteres metilicos das amostras
e dos padroes. A quantificacdo dos dcidos graxos foi feita
por normalizagao de area.

= Indice de qualidade nutricional dos lipideos

A qualidade nutricional da fragado lipidica foi avaliada
por trés indices a partir dos dados de composi¢ao
em dcidos graxos, através dos seguintes cédlculos:
Indice de Aterogenicidade (IA) = [(12:0 + (4 X
14:0) + 16:0)] / (ZAGMI + Xn-6 + >.n-3); Indice de
Trombogenicidade (IT) = (14:0 + 16:0 + 18:0) / [(0,5X
2. AGMI) + (0,5 X > n-6 + (3 X Xn-3) + (2n-3/2n-6)],
segundo Ulbricth e Southgatel2; e razao entre acidos
graxos hipocolesterolémicos e hipercolesterolémicos
(HH) = (18:1c¢is9 + 18:2n-6 + 204n-6 + 18:3n-3 +
20:5n-3 + 22:5n-3 + 22:6n-3) / (14:0 + 16:0), segundo
Santos-Silva et al.’>. Em que: AGMI = todos os dcidos
monoinsaturados.

= Andlises estatisticas

Os resultados foram analisados utilizando-se o programa
Epi-info, versao 2002. Para testar a homogeneidade da
variancia foi aplicada a anélise de varidncia (ANOVA),
sendo que para varidncias nao homogéneas foram
aplicados o teste % de Barlett e o teste de Kruskal-Wallis.
O nivel de significAncia estabelecido para todos os testes
foi p = 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, encontram-se os dados relativos a composi¢ao
centesimal dos filés de peixes carapeba-listrada e cavala.
A umidade foi o componente majoritario da por¢ao
comestivel dos peixes estudados, conforme constatado
também por Yeannes e Almandos' e Wang et al.”?, a
primeira espécie foi a que apresentou maior teor de
umidade (79,18%). Percentuais inferiores aos encontrados
nesta pesquisa foram verificados para a cavala por Pigott
e Tucker'® na por¢ao comestivel sem especificar a espécie
estudada (67,2%). Luzia!” obteve teores de umidade para a
sardinha de 73,92% durante o verao e 72,05% no inverno
e, para a corvina, 79,27% durante o verdo e 77,80% no
inverno, estando esses valores dentro da faixa referida para
espécies marinhas.

Com relagdo as proteinas, a cavala foi maior
que o da carapeba-listrada em base umida, quantidade
essa andloga a da carapeba-listrada (18,60%) e cavala
(18,70%) descrito por Franco'®. Vasconcelos' descreveu
valores de 20,48% a 23,71% nas amostras de cavala
(Scomberomus regalis) durante seis meses de pesquisa.
Deslypere'®* descreveram valores referentes a cavala
de 23,00% e 19,00%, respectivamente. Segundo Kirk e
Sawyer?', quando o método de Kjeldahl é empregado, a
composi¢ao centesimal total pode ultrapassar os 100%,
devido a multiplica¢ao do nitrogénio por 6,25, o que foi
observado por Belda e Pourchet-Campo?* e corroborado
no presente trabalho.

Os teores de lipideos encontrados, em base imida,
para ambas as espécies foram iguais a 2,5%. Segundo
Penfield e Campbell®, os peixes podem ser classificados
quanto ao teor de gordura em magros (abaixo de 5% de
gordura) ou gordos (acima de 5% de gordura). Bruschi*
observou em filés teores de lipideos mais elevados para
a sardinha (Sardinella brasiliensis; 7,7%), para o atum
(Katsuwonus pelamis; 6,84%), para a pescada foguete
(Macrodon ancylodon; 4,0%) e para a goete (5,0%);
contudo, foram detectados teores mais baixos que os
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Tabela 1. Composicdo centesimal, valor calérico e teor de colesterol dos peixes da costa maritima de Alagoas

Carapeba-listrada Cavala
Composicio (Eugerres plumieri) (Scomberomorus cavalla)

Base umida* Base seca** Base umida* Base seca**
Umidade (g/100q) 79,18 £ 2,43 - 76,52 = 1,77 -
Proteinas (g/100g) 20,86 + 1,61 101,632 + 14,93 23,67 £ 2,86 98,48° + 10,89
Lipideos (g/100g) 25+0 12,20+ 1,78 25x0 10,79° + 0,97
Cinzas (g/100q) 1,13+ 0,16 5,48° + 0,85 1,26 £ 0,13 5,332+ 0,55
Calorias (kcal/100g) 105,97 - 116,51 -

Colesterol (mg/1009g) 159,32 + 4,01

781,60° = 11,79

175,23 + 3,89 750,68+ 13,02

* Média + desvio padrao de 20 amostras analisadas em triplicata. ** Médias obtidas através de cdlculos. Numa mesma linha, os valores que
apresentarem letras minusculas sobrescritas distintas sdo significativamente diferentes (p < 0,05).

obtidos nesta pesquisa para a pescada branca (Cynoscion
gatucupa; 1,0%), para a corvina (Micropogonias furnieri
1,0%) e para a enchova (2,0%). Armstrong et al.”?,
observaram que peixes de dguas tropicais possuem teores
inferiores de lipideos quando comparados aos de regides
frias. Assim, pode-se afirmar que a carapeba-listrada e a
cavala apresentaram resultados em concordincia com a
literatura.

No que diz respeito as cinzas, a cavala apresentou
o maior percentual (1,26%), em base imida, havendo
similaridade estatistica (p < 0,05) em base seca para as
duas espécies. As amostras estiveram dentro da faixa de
1,0% a 2,0% referidas na literatura?*?. Luzia'” detectou
que todas as espécies de seu estudo apresentaram valores
de cinzas entre 1,0% e 2,0%.

O maior valor calérico foi encontrado na cavala
(116,51kcal) e 0 menor na carapeba-listrada (105,97kcal);
em nenhuma das duas espécies foi detectada a presenca
de carboidratos.

Esses resultados permitiram classificar as espécies
estudadas na categoria D (gordura < 5,0%; proteina >
20,0%)*. Portanto, sob o ponto de vista nutricional, o
valor dessas espécies é excepcional, visto que podem ser
utilizados na elabora¢ao de dietas para pacientes obesos,
diabéticos e que apresentem doengas cronicas, como
cincer e problemas cardiovasculares. Além de serem
eficazes cardioprotetores, tém apresentado bons resultados
no tratamento de pessoas com distirbios depressivos e
psiquicos.

Na Tabela 1, encontram-se os resultados das
concentragdes de colesterol detectados no presente
estudo. O menor teor em base imida foi detectado na
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carapeba-listrada (159,32mg/100g). Franco'® relata
valor de colesterol na espécie cavala similar a este estudo
(170mg/100g).

Na Tabela de Composi¢do de Alimentos da
Unicamp?® para teores de colesterol, observa-se em atum
48,0mg/100g, bacalhau 139,0mg/100g, corvina de dgua
salgada 167,0mg/100g, merluza 57,0mg/100g, pescada
65,0mg/100g e sardinha 61,0mg/100g.

Embora os filés dos peixes do habitat marinho
sejam mais ricos em colesterol que os demais, eles ainda
estdo abaixo do limite maximo recomendado®, que
sugere uma ingestao de colesterol total menor que 300mg
didrias.

A Tabela 2 apresenta a porcentagem dos acidos
graxos. Quanto aos dcidos graxos saturados, o acido
palmitico foi o que apresentou maior concentragao em
ambas as espécies analisadas, 16,75% para a carapeba-
listrada e 17,34% para a cavala. Os elevados percentuais
de 4cido palmitico encontrados neste trabalho também
foram detectados por Badolato et al.?? em filés e polpas
de peixes marinhos analisados nas diferentes estagdes do
ano, variando de 14,2% a 31,3% nos filés e 15,5% a 29,1%
na polpa. Bruschi** detectou valores superiores a 20,0%
para o dcido palmitico em todas as espécies de peixes
estudadas, com o maior teor 29,6% na sardinha e o menor
teor 16,23% na pescada foguete.

A concentragdo do écido estedrico foi maior na
cavala (10,45%), o que se constitui num aspecto positivo
sob o ponto de vista nutricional. Valores maiores que os
encontrados neste trabalho foram relatados por Luzia"’
para as seguintes espécies de peixes: sardinha, analisada no
verdo (46,82%) e no inverno (48,12%); corvina, no verao
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Tabela 2. Porcentagem dos acidos graxos presentes nos peixes procedentes de habitat marinho (Costa Maritima - AL)

Carapeba-listrada

Cavala

Tipo de acido graxo (Eugerres plumieri) (Scomberomorus cavalla)
% %

A. Saturados
Laurico (12:0) 4,02 + 1,58° 2,44 + 1,942
Miristico (14:0) 3,45+ 0,62° 1,55+ 0,752
Pentadecandico (15:0) 13,78 £ 4,93° 9,28+ 1,16°
Palmitico (16:0) 16,75 £ 5,97° 17,34 +7,02°
Margarico (17:0) 7,05 £ 1,04° 1,59 £ 0,512
Estedrico (18:0) 8,87 £ 1,66° 10,45+ 1,012
Total 53,92 42,65
B. Monoinsaturados
Palmitoleico (16:1) 3,91 + 0,83 2,90 (x 0,59)°
Heptadecenoico (17:1 n-7) 8,06+ 1,13° 5,79 = 1,37°
Oleico (18:1 n-9) 7,70 + 2,252 7,74 +1,27°
Total 19,67 16,43
C. Poli-insaturados
Linoleico (18:2 n-6) 6,72 = 1,60° 6,91+ 1,18
a-Linolénico (18:3 n-3) 543 + 1,40° 2,90 +0,92°
Araquidonico (20:4 n-6) 3,12 + 0,90° 5,38 + 1,602
Eicosapentaenodico — EPA (20:5 n-3) 3,19 £ 0,74° 10,82 + 3,142
Docosapentaendico (22:5 n-3) 3,35+ 0,36° 10,38 = 1,372
Docosahexaenoico — DHA (22:6 n-3) 2,90 + 0,80° 4,50 + 1,87°
Total 24,71 40,89
D. Relacoes
Razao Insaturados/Saturados 0,82 1,34
Razao Monoinsaturados/Saturados 0,36 0,38
Proporcao n-6:n-3 01:01.5 1:02
Somatorio EPA + DHA 6,09 15,32
Razado Hipercoleristémicos/Hipocoleristémicos* * 0,38 0,32

* Média de 10 amostras analisadas em duplicata. ** A razdo Hipercoleristémicos/Hipocoleristémicos foi calculada dividindo-se o somatério dos
4cidos 14:0 e 16:0 (hipercoleristémicos) pelo somatério dos acidos monoinsaturados e poli-insaturados (hipocoleristémicos). Numa mesma linha, os
valores com letras minusculas sobrescritas distintas sdo significativamente diferentes (p< 0,05).
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38,61% e no inverno 38,2%, e tildpia 35,47% durante o
verao e 36,39% no inverno. Ja para o curimbata os teores
foram menores, no verao 27,84% e no inverno 30,02%.

Os écidos saturados ldurico e miristico foram
detectados em pequenas concentra¢des em ambas as
espécies estudadas. Porém, vale salientar que a cavala
apresentou os menores percentuais destes dcidos graxos
2,44% e 1,55 %, respectivamente, demonstrando um
fator positivo desta espécie pois, tal dcido graxo promove
hipercolesterolemia®. Nova et al.** estudando o pargo
(Lutjanus purpureus) encontraram para o acido miristico
3,25%, percentual similar ao encontrado nesta pesquisa para
a carapeba-listrada (3,45%), porém superior ao da cavala.

O écido pentadecanoico que apareceu em segundo
lugar em concentra¢ao em ambas as espécies, foi detectado
em quantidades de 13,78 % e 9,28% para a carapeba-
listrada e a cavala, respectivamente.

Entre os dcidos graxos monoinsaturados, os
acidos heptadecenoico, oleico e palmitoleico foram os
detectados nas espécies estudadas. O dcido heptadecenoico
apresentou maior porcentagem na carapeba-listrada,
8,06% e o0 4cido oleico na cavala 7,74%.

O écido graxo oleico é utilizado no organismo
como fonte preferencial de energia metabolizdvel no
crescimento rapido’’. Teores inferiores foram citados por
Bruschi* para as espécies: sardinha (6,59%), sardinha com
musculo roxo (6,95%), pescada foguete (5,75%), pescada
branca (8,28%), corvina (0,94%), bonito-listrado (3,46%),
bonito com musculo roxo (2,68%) e teor similar ao deste
trabalho para goete (7,75%).

Quanto aos poli-insaturados, estes valores repre-
sentaram 24,71% para a carapeba-listrada e 40,89% para
a cavala, do total de dcidos graxos presentes nas amostras,
evidenciando uma vantagem da cavala em relagao a
carapeba-listrada. Teores menores foram detectados por
Luzia'” e Bruschi®, para todas as espécies estudadas.

Os niveis de dcido a-linolénico detectados em
ambos os peixes estudados foram mais elevados que os
encontrados por Romero et al.”* em conservas de pescados
no Chile. Badolato et al.* encontraram em polpas de
peixes marinhos valores, variando de 0,9% a 2,5%. Teores
menores também foram detectados por Bruschi* em todas
as espécies estudadas. O dcido a-linolénico é importante na
modula¢io do metabolismo do dcido araquiddnico, com
consequente reducdo da agregacao plaquetdria®.

Foi detectado o dcido araquidonico em ambas
as espécies estudadas, especialmente na cavala (5,38%),
reforcando as verificagoes feitas em outros trabalhos de
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que peixes de dguas tropicais contém maiores niveis de
acidos graxos insaturados da série n-6, principalmente o
acido araquidonico, do que os de dguas temperadas®. Este
dcido graxo é considerado essencial, tendo papel central no
processo inflamatério, uma vez que pode ser convertido em
eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanas
e lipoxinas) que sao importantes em uma série de sistemas
fisiol6gicos, como o renal, gastrointestinal, reprodutor e
cardiovascular, além de serem mediadores das respostas
imune e inflamatdria®.

Com relagao aos acidos graxos poli-insaturados
EPA e DHA, a cavala apresentou niveis elevados para
ambos, 10,82% para o EPA e 4,50% para o DHA em
compara¢do a carapeba-listrada. Para Luzia'’, em
relacao aos poli-insaturados, os principais dcidos
graxos encontrados na sardinha, em ambas as estagdes
pesquisadas, foram o DHA (10,06% e 11,43% para o verdo
e inverno, respectivamente), seguido do EPA (3,02% e
1,87% para o verao e inverno, respectivamente). Bruschi**
detectou teor expressivo de DHA para todas as espécies
estudadas, sendo superiores aos observados neste trabalho
(13,4% a 21,4%), enquanto para o EPA o teor de 10,9%
encontrado para a corvina foi similar ao obtido neste
trabalho para a espécie cavala (10,82%).

O somatério de EPA e DHA encontrado para as
espécies do habitat marinho foi de 15,32% e 6,09% para a
cavala e carapeba-listrada, respectivamente, observando-
se mais um fator positivo da espécie cavala sobre a
carapeba-listrada. Luzia!” encontrou para a sardinha
13,09% no verdo e 13,22% no inverno. Valores maiores
foram relatados por Badolato et al.” para todas as espécies
analisadas.

Com relagao a razao entre os dcidos graxos das
familias n-6 e n-3, a Japan Society of Lipid Nutrition
recomenda que seja de 4:1 para adultos saudaveis e de
2:1 na prevenc¢ao de doencas crénicas em idosos®. No
presente trabalho, a propor¢ao foi de 1:2 para cavala e
1:1,5 para a carapeba-listrada. Para Luzia'” essa relacao
variou significativamente entre as estacdes do ano em
sardinha, sendo encontrado no verido 2,3:1 e no inverno
3,2:1. Entretanto, Hearn et al.”® detectaram, para a mesma
espécie estudada por Luzial7, o valor de 3,7:1.

A qualidade nutricional do perfil lipidico avaliada
por diferentes indices encontra-se descrita na Tabela 3.
Alimentos que apresentam a razao de acidos graxos poli-
insaturados e saturados (P/S) abaixo de 0,45 tém sido
considerados como indesejaveis a dieta pelo Department
of Health and Social Security®® por sua potencialidade na
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Tabela 3. indices de qualidade nutricional da fracdo lipidica dos peixes procedentes de habitat marinho (Costa

Maritima - AL)

P/S
Carapeba-listrada (Eugerres plumieri) 0,46
Cavala (Scomberomorus cavalla) 0,96

n-6/n-3 HH 1A IT
0,66 1,6 0,78 0,48
0,43 2,57 0,45 0,29

P/S = Poliinsaturados/Saturados; n-6/n-3 = ¥ da série Omega6/ Y. a série Omega 3; HH = ¥ hipocolesterolémicos/ Y. hipercolesterolémicos; IA = indice

de aterogenicidade e IT = indice de trombogenicidade.

induc¢ao do aumento de colesterol sanguineo. Nos peixes
estudados esta razdo variou de 0,46 na carapeba-listrada
e 0,96 na cavala. Ramos et al.! observaram valores que
variaram de 0,13 para o pacu, 0,44 para o cachara, 0,49
para o dourado até 0,52 no pintado. No entanto, o indice
P/S avaliado isoladamente tem recebido restri¢oes, uma
vez que nao considera os efeitos metabdlicos dos dcidos
graxos monoinsaturados®.

Considerando a razdo n-6/n-3, valores abaixo
de 4,0 sugerem quantidades desejdveis a dieta para a
prevencao de riscos cardiovasculares®. A relacao n-6/n-3
encontrado neste estudo variou 0,43 na cavala e 0,66 na
carapeba-listrada, resultados que promovem as espécies
estudadas a categoria de potencialmente sauddveis. A
razao n-6/n-3 observada no presente estudo ¢ inferior a
de outras espécies de dgua doce relatadas por Moreira et
al.38 varia¢do de 1,14 a 8,79. Valores superiores também
foram descridos por Ramos et al.' (0,95; 1,14; 1,18; 3,65)
respectivamente para o pintado, dourado, cachara e o
pacu, todas as espécies da regiao pantaneira.

O célculo da razao X 4dcidos graxos hipocoles-
terolémicos/ > dcidos graxos hipercolesterolémicos,
indice (HH) relacionado mais especificamente com o
metabolismo do colesterol, resultou em valores na faixa
de 1,6 para carapeba -listrada e 2,57 para a cavala. Testi et
al.* encontraram valores entre 2,03 a 2,46 pra peixes de
agua doce ou salgada. Valores altos para essa relagao sao
desejaveis sob o ponto vista nutricional'.

O indice de aterogenicidade (IA), que relaciona os
acidos pro e antiaterogénicos na carapeba-listra e na cavala
foram respectivamente 0,78 e 0,45. Valores semelhantes
foram descritos por Ramos et al.! para quatro espécies de
agua doce variando de 0,49 no pintado e 0,86 para o pacu.
Senso et al.*° observaram valores na faixa de 0,21 a 0,29

para o peixe marinho Sparus aurata cultivado e estocado
sob congelamento. Em contraste a relagio HH, valores
mais baixos para IA sdo desejaveis.

Dentre as consideracdes para avaliacdo da
qualidade dietética de alimentos é incluida a razao n-6/n-3
menor que 10'. As duas espécies possuem conteudo
recomendado para a razdo n-6/n-3.

CONCLUSAO

A cavala foi a espécie que apresentou teores mais elevados
de proteinas, dcidos graxos saturados (estedrico), dcidos
graxos monoinsaturados (oleico e palmitoleico) e acidos
graxos poli-insaturados. Dentre estes, destacam-se os
acidos de grande importancia nutricional, como o EPA
e o0 DHA e o da familia n-6 (linoleico). Na avalia¢ao da
qualidade nutricional dos lipideos, as espécies estudadas
mostraram os indices de n-6/n-3, HH, IA e IT favoraveis
quanto ao consumo alimentar destacando a cavala pelo seu
valor em HH. As informagoes obtidas neste estudo podem
ser Uteis para os consumidores e para nutricionistas que
trabalham com o planejamento de alimentag¢do para
individuos ou grupos.
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RESUMO

A cafeina é um alcaloide pertencente a classe das metilxantinas. E a substincia psicoativa mais consumida
no mundo, sendo encontrada em diversos tipos de alimentos entre os quais a bebida do café. Em virtude
do alto consumo de café pela populagio brasileira e pelo fato da cafeina estar associada tanto a aspectos
positivos como negativos para a satide, torna-se relevante determinar a quantidade desse alcaloide na bebida
do café. Neste estudo avaliou-se a influéncia do tipo de filtro utilizado na preparagdo de bebida do café
quanto ao teor de cafeina ap6s a filtracio. Os filtrados da bebida, obtidos ap6s terem sido coados através
de cinco diferentes tipos de filtro, foram analisados por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Os teores de cafeina encontrados variaram de 58,01 £ 0,59 a 80,38 £ 1,25mg/100mL, de acordo
com os diferentes tipos de filtro empregados. Houve variagdo na capacidade de retengdo de cafeina pelo
filtro, conforme o tipo de material utilizado na produgao do filtro, e obedeceu a seguinte ordem: tecido de
flanela > papel ecoldgico = tecido de algoddo > papel comum > tecido de nylon. Em suma, a escolha do
tipo de filtro utilizado na extracdo da bebida mostrou ser importante, pois com uma mesma quantidade
de bebida ingerida é passivel de se consumir diferentes quantidades de cafeina.

Palavras-chave. café, cafeina, tipo de filtro.

ABSTRACT

Caffeine is an alkaloid compound belonging to the class of methylxanthines. It is the mostly worldwide
consumed psychoactive substance. It can be found in several kinds of food including in coffee beverage.
Due to the highly consumption of coffee drink by the Brazilian population, and on account of the fact
of the caffeine has been associated with both positive and negative aspects to the health, determining the
contents of this alkaloid in coffee beverage is relevant. In the present study the effect of the filter type on the
caffeine contents contained in coffee beverage was evaluated. After filtering the coffee beverages through five
different types of filter, the respective filtrates were analyzed by high performance liquid chromatography
(HPLC). The rates of caffeine ranged from 58.01 £ 0.59 to 80.38 + 1.25mg/100mL, depending on the each
analyzed types of filter. The caffeine-retention capacity presented by the filter was correlated with the type
of material used for manufacturing of the filter, which was in the following order: flannel tissue > ecological
paper = cotton tissue > normal regular paper > nylon tissue. Hence, choice of the type of the filter used for
filtrating coffee drink showed to be very important, considering that even drinking the same quantity of
coffee beverage it seems likely consuming different amounts of caffeine, depending on the filter type the
coffee drink was filtrated through.

Key words. coffee, caffeine, type of filter.
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INTRODUCAO

A cafeina é um alcaloide farmacologicamente ativo
pertencente ao grupo das metilxantinas?. Ela estd
presente em diversos tipos de alimentos, como
chocolates, refrigerantes, chds, bebidas energéticas e no
café, considerado a principal fonte desta substancia.
Este composto também é encontrado em diversos
medicamentos™.

O consumo mundial de cafeina é estimado em
mais de 120.000 toneladas por ano3. E considerada a
substincia psicoativa mais usada no mundo e cerca de
80% da populagdo geral faz uso desta diariamente’. Por
esse motivo o café e a cafeina vém sendo o assunto de
diversos estudos que visam averiguar os efeitos adversos
e o potencial de abuso desde o século XIX. Os resultados
destes estudos, no entanto, sio contraditérios. Acredita-
se hoje que a ingestao de cafeina possa causar tanto
efeitos negativos como positivos, que dependem de
cada organismo, da eventual existéncia de patologias
(considerando que certas patologias podem ser agravadas
pela presenca da cafeina), da dose ingerida e da frequéncia
de ingestao**”.

As estimativas das doses ingeridas de cafeina
requerem o conhecimento de suas quantidades nas
diferentes fontes (alimentos, medicamentos etc.), o que
torna dificil quantificar o seu consumo. Além disso pode
haver variabilidade no teor de cafeina das matérias-
primas utilizadas. Por exemplo, no caso do grao de café
a quantidade de cafeina serd dependente de fatores tais
como: espécie genética (ardbica ou robusta), métodos de
cultivo, condi¢des climdticas etc., o que pode variar de
ano para ano até numa mesma propriedade agricola’.

Nabebida,além da quantidade de p6, influenciam
também o tipo de produto (torrado ou instantineo,
descafeinado ou regular, em p6 ou soluvel) e o processo
utilizado no seu preparo, podendo ser coado, fervido,
expresso, entre outros. Assim, uma xicara de 180mL de
café pode conter de 20mga 150mg de cafeina dependendo
dos fatores relacionados acima®.

Por outro lado, devido ao alto consumo de café
no Brasil e no mundo e de sua importincia como fonte
de cafeina na dieta e, também, por nao existirem dados
disponiveis na literatura referentes ao teor de cafeina em
funcdo do tipo de filtro utilizado na extra¢ao da bebida
de café, este estudo teve por objetivo verificar a influéncia
do tipo de filtro no teor de cafeina da bebida.

30

MATERIAL E METODOS

Material

Foram adquiridos 4 quilos de p6 de café (pacotes de
500 gramas, todos do mesmo lote e com a mesma data
de validade) da marca de maior consumo na cidade de
Campinas/SP, segundo informagao levantada junto aos
encarregados de setor em cinco lojas de hipermercados
da cidade por meio do preenchimento de uma ficha
onde indicavam as trés marcas mais vendidas na loja
onde trabalhavam. Visando ter uma amostra tunica,
os conteidos dos pacotes foram transferidos para um
recipiente em que foram misturados, homogeneizados,
transferidos para saco pldstico, que foi vedado e
armazenado a temperatura ambiente. Também foram
adquiridos cinco tipos de filtro para posterior uso no
preparo da bebida sendo trés deles de tecido (nylon,
algodao e flanela) e dois de papel (comum e ecoldgico).

Métodos

= Preparo da bebida

O preparo da bebida foi realizado conforme metodologia
descrita por Camargo e Toledo® em que 20,0g de pé6 de
café foram transferidas para o filtro sobre o qual foram
adicionados 250g de dgua previamente aquecida a
temperatura de 92°C. A dgua foi utilizada em peso e nao
em volume com o objetivo de se evitar qualquer erro de
medida. Realizaram-se trés repeticdes para cada bebida
obedecendo a um intervalo de 15 dias entre as repeticoes.

= Determinacao do teor de cafeina na bebida

Na bebida obtida foi determinado o teor de cafeina
por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
de acordo com a metodologia descrita por Alves e
Bragagnolo’, a qual se baseia na extra¢ao dos alcaloides
em meio aquoso. Para as andlises foi utilizado um
cromatografo liquido (Shimadzu modelo 10Avp, Japao)
comdetectordearranjodediodos (Shimadzu SPD-10Avp,
Japao) ajustado a 273nm. As condi¢oes cromatograficas
foram: valvula de injecao tipo Rheodyne® com loop
de 20pL, coluna Inertsil ODS-3 (150x4,6mm, 5um)
(Chrompack), com a temperatura da coluna de 30°C,
fase movel de 4cido acético 1% e acetonitrila (90:10,
v/v) na vazao de ImL/min.

As amostras das bebidas de café preparadas
foram diluidas com fase mével e filtradas em membrana
de celulose regenerada com porosidade de 0,45pum antes
da injegdo.
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Alidentificagdo dos picos foi feita pela comparacgio
com os tempos de retenc¢do obtidos nos padroes injetados,
por co-cromatografia e comparagao dos respectivos
espectros de absorbancia. A quantifica¢ao da cafeina foi
feita por padronizacao externa, e os resultados foram
expressos como média + estimativa de desvio padrio
calculadaapartirde,nominimo,duasrepeticdesanaliticas
aleatérias e independentes. O coeficiente de variagao
(CV) foi calculado e comparado com o coeficiente
de variagdo méximo aceitdvel para a concentragdo do
analito, conforme descrito por Horwitz!?. A linearidade
de resposta do detector foi avaliada através da curva de
calibrac¢do e do seu coeficiente de correlacao.

= Avaliagdo estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente
por meio da andlise de varidncia (ANOVA) e teste de
Tukey de comparagao de médias ao nivel de 5% (p
<0,05) empregando-se o programa SAS (Statistical
Analysis System)*!.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Por se tratar de método preciso, simples e ripido a
cromatografia liquida vem sendo utilizada por vdrios
pesquisadores®* %% para determinar o teor de cafeina
em diversos tipos de alimentos, dai a razdo da sua
utiliza¢do no presente trabalho. O método utilizado para
a quantificagdo das amostras apresentou linearidade
(r?>0,98) e os coeficientes de varia¢do ficaram abaixo do
valor médximo estabelecido pela equac¢ao de Horwitz '°.

Segundo Nogueira e Trugo' a composi¢ao do
café varia dependendo das condi¢oes do processamento,
das espécies e variedades utilizadas nas misturas de
cada fabricante sendo que a quantidade de cafeina
pode ser diferente mesmo utilizando-se pé do mesmo
fabricante. Com relacao as espécies, o café Robusta
apresenta maiores teores de cafeina e dcidos clorogénicos
e menores de trigonelina do que o café Arabica. Sendo
assim, a participagdo de cada uma dessas espécies
utilizadas pelo fabricante e as condi¢oes do processo
serao determinantes da composi¢do final do café. A
diferenca nos teores de cafeina nas diferentes espécies
de café foi citada em estudo realizado por Alves, Dias e
Benassi'® que observaram valores de 1,35 a 2,25g.100g™,
para café Arébica e Conilon, respectivamente.

No presente estudo todasasvaridveis consideradas
acima foram eliminadas visto que foi utilizado p6 de café
da mesma marca, do mesmo lote e com a mesma data
de validade e 0o método para o preparo da bebida seguiu
um procedimento padrao®. Assim, a tinica varidvel neste
estudo foi o tipo de filtro utilizado na filtracdo da bebida.
Na Tabela 1 encontram-se os resultados referentes aos
teores de cafeina determinados por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) nas bebidas de café obtidas por
meio de filtracao nos diferentes tipos de filtros.

Analisando-se os dados da Tabela 1 observa-se
que os valores obtidos estdo relacionados com o tipo
de material (papel ou tecido), provavelmente devido as
diferencas de porosidade (gramatura do papel ou tipo de
trama/malha do tecido) do filtro. O tipo de filtro utilizado
na extragao da bebida teve influéncia significativa no

Tabela 1. Teor de cafeina nas bebidas de café em funcéo do tipo de filtro utilizado

Amostras

Nuamero Tipo de filtro

Papel comum
Papel ecolégico
Tecido de nylon
Tecido de algodao

u A W N —

Tecido de flanela

Cafeina
(mg/100mL) (mg/60mL)"
Média + DP "cafezinho?”
77,52 +0,74° 46,51
71,01 £0,33¢ 42,60
80,38 £ 1,25° 48,22
71,99 +0,16¢ 43,19
58,01 + 0,59¢ 34,80

d.m.s. (5%) = 1,93

Média + DP = Média de trés repeticdes analiticas + desvio padrao; d.m.s. (5%) = diferenca minima significativa relativa as médias ao nivel de erro de
5%; letras diferentes indicam que as médias diferem significativamente (p<0,05); ' valor obtido por célculo a partir de mg/100mL; 2 dose brasileira

de café equivalente a 60mL.
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teor de cafeina, inversamente proporcional a capacidade
de retengdo do filtro. Desse modo, a bebida obtida
utilizando-se filtro de nylon foi a que apresentou maior
teor de cafeina (80,38mg/100mL), seguida pelas bebidas
obtidas nos filtros de papel comum (77,52mg/100mL),
de algodao (71,99mg/100mL), de papel ecoldgico
(71,01mg/100mL) e de flanela (58,01mg/100mL) ocor-
rendo uma diferenca entre o valor maximo e minimo
igual a 22,37mg/100mL. Assim, o filtro de flanela (mais
fechado) reteve mais obtendo-se uma bebida com
menor teor de cafeina enquanto que o filtro de nylon
(mais aberto) reteve menos, produzindo uma bebida
com maior teor de cafeina. A adsor¢ao dos componentes
da bebida, principalmente da cafeina, na superficie dos
diferentes materiais dos filtros pode ser a explica¢do para
a diferenca de concentrac¢ao do alcaloide nas bebidas.
A andlise estatistica evidenciou que as amostras 1,3 e 5
diferiram entre si e também das amostras 2 e 4, as quais
ndo diferiram ao nivel de erro de 5% (p < 0,05).

Portanto, o tipo de filtro utilizado influenciou no
teor de cafeina da bebida pronta e as variagoes citadas
acima provavelmente sejam decorrentes de algum tipo
de interagdo entre filtro e cafeina nele retida, ou seja,
filtros de diferentes materiais apresentam diferentes
capacidades de reten¢do de cafeina na filtragem da
bebida do café.

Na Tabela 1 a quantidade de cafeina encontrada
também foi expressa em mg/60mL de bebida, isto porque
o cafezinho brasileiro'? corresponde a 60mL. Quando
considerada a dose de café (60mL) os teores de cafeina
encontrados variaram de 34,80 a 48,22mg, em fun¢ao
do tipo de filtro utilizado. Segundo estudo realizado
por Camargo e Toledo'?, independente do tipo de filtro
utilizado para a extragdo do café, os teores de cafeina
encontrados serao sempre menores do que os obtidos com
café expresso (59,80mg/60mL) e com café instantdneo
(44,11/60mL). O valor médio de cafeina encontrado no
café expresso é maior porque a quantidade de pé utilizada
no seu preparo é praticamente o dobro (8,6g), enquanto
que no presente estudo foi utilizado 4,8g para a mesma
quantidade de d4gua (60mL). No caso do café instantdneo
o autor nao relatou a rela¢ao da quantidade de café para
a quantidade de dgua.

No presente estudo o menor teor de cafeina
(34,80mg/60mL) foi obtido na bebida proveniente da
filtragem com filtro de tecido de flanela, portanto superior
ao resultado obtido por Camargo e Toledo' em que o
teor médio de cafeina encontrado no café filtrado foi
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de 32,50mg/60mL. Nao se sabe o tipo de filtro utilizado
por aqueles autores'’. Todavia, sabe-se que a relagdo da
quantidade de p6 para a quantidade de dgua foi a mesma
utilizada neste estudo.

A média de cafeina nas bebidas de café
obtidas utilizando-se os diferentes tipos de filtro foi
de 43,06mg/60mL, superior em 32,49% e 6,64% aos
resultados encontrados por Camargo e Toledo'? para o
café filtrado (32,50mg/60mL) e para o café preparado
por meio da fervura do pd junto com a agua antes da
filtracao  (40,38mg/60mL), respectivamente. Estes
autores'? verificaram também que nos extratos de café
obtidos a partir do p6 fervido junto com a 4gua durante
dois minutos, a quantidade de cafeina extraida foi 19 a
30% superior a obtida do café das mesmas marcas nao
fervido, apenas coado. Estes resultados indicam que
as pessoas que tém por hébito ferver o pé junto com a
agua estardao ingerindo mais cafeina para uma mesma
quantidade de café consumido. Ainda neste estudo? foi
observada uma grande variabilidade nos niveis de cafeina
(valores entre 25,80 e 50,40mg/60mL) dos extratos
de café obtidos a partir de pds de diferentes marcas.
Portanto, os resultados obtidos no presente estudo sdo
decorrentes das caracteristicas do p6 de café utilizado
nos testes, provavelmente proveniente de graos de café
com maiores teores de cafeina.

Devido ao alto consumo de café pela populagdo
brasileira e pelo fato da cafeina estar associada tanto
a aspectos positivos como negativos para a saide, a
determina¢do da quantidade média deste alcaloide na
bebida do café é importante para avaliar a contribui¢do
de cada tipo de preparo como fonte de cafeina na dieta.

Como existem resultados contraditérios quanto
a seguran¢a do consumo de cafeina, recomenda-se que
sua ingestao didria seja em doses moderadas de até
300mg/dia’. No entanto, dependendo da marca, do tipo
e da forma de preparo do café, a ingestdo didria pode
ultrapassar as recomendagoes. O consumo de uma xicara
da bebida (60mL) filtrada utilizando-se um filtro de
nylon pode resultar em uma ingestao de até 48,22mg de
cafeina, o que implica que o consumidor que tem o hébito
de tomar mais de 8 xicaras de café por dia poderd estar
potencialmente exposto aos efeitos adversos da cafeina,
pois estard ingerindo cerca de 385,76mg/dia. J4 no caso
do consumidor que utiliza filtro de flanela, com 0 mesmo
consumo didrio de café estard ingerindo aproximadamente
278,40mg/dia (8 x 34,80mg/60mL), quantidade esta
dentro do que se considera como uma ingestao segura.
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CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o tipo de filtro
utilizado na extragdo da bebida teve influéncia
significativa no teor de cafeina. A capacidade de reten¢ao
de cafeina pelos filtros obedeceu a seguinte ordem:
filtro de flanela > filtro de papel ecoldgico = filtro de
pano algodao > filtro de papel comum > filtro de nylon.
A diferenca entre o teor maximo e o teor minimo de
cafeina foi de 22,37mg/100mL (filtro de nylon e filtro
de flanela). A diferenca de porosidade entre os materiais
dos filtros pode ser a origem das diferencas observadas.
Portanto, a escolha do tipo de filtro utilizado na extragao
da bebida mostrou ser importante, pois com uma mesma
quantidade de bebida ingerida é passivel de se consumir
diferentes quantidades de cafeina. Assim, sugere-se que
para controlar a ingestdo de cafeina, a escolha do tipo
de filtro assim como o volume de café ingerido sejam
considerados.
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RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar a viabilidade de uso do amido modificado, como substituto total ou parcial da
gordura em formulagdes de hamburgueres de carne de avestruz. Foram elaboradas quatro formulac¢des, sendo
F1: contendo 5% de gordura suina; F2: com 3% de gordura suina e 2% de amido modificado; F3: com 2% de
amido modificado; e F4: com 3% de gordura vegetal e 2% de amido modificado, que apds serem adicionadas aos
hamburgueres de carne de avestruz foram submetidas as anélises fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais. As
amostras com adi¢ao de amido modificado (F2, F3 e F4) apresentaram teor reduzido de gordura, maior rendimento
e maior capacidade de reten¢do de dgua. Essas formulagdes atenderam aos padroes microbioldgicos estabelecidos
pela ANVISA, sendo, portanto préprias ao consumo. A formulagdo constituida de 3% de gordura suina e 2% de
amido modificado (F2) foi a que obteve total aceita¢io entre os provadores. Portanto, essa formulagdo (F2) pode
ser considerada como aditivo de alimento que atende as necessidades nutricionais de proteinas com teor reduzido
de gordura, além de apresentar boa aceitagdo sensorial.

Palavras-chave. amido modificado, carne de avestruz, teor reduzido de gordura.

ABSTRACT

The present study evaluated the feasibility of the use of a modified starch as an total or partial alternative of
fat contents into the formulations of ostrich meat hamburgers. Four formulations were prepared, being FI:
with 5% of swine fat; F2: with 3% of swine fat and 2% of modified starch; F3: with 2% of modified starch; F4:
containing 3% of vegetable fat and 2% of modified starch, which were added to the ostrich meat burgers, and
analyzed on the physical chemical, microbiological and sensory characteristic. The modified starch (F2, F3 and
F4) added to the products showed a reduced level of fat, highest yield and highest water retention capacity. And
the formulations showed to be in compliance with the microbiological standards established by ANVISA, being
suitable for consumption. Hence, the formulation containing 3% swine fat and 2% of modified starch (F2) was the
just one that was mostly accepted by proving personnels. Thereby, the formulation F2 included into foods might
be regarded as those presenting the protein nutritional requirements, containing reduced fat contents, besides a
good sensory acceptance.

Key words. modified starch, ostrich meat, reduced fat contents.
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INTRODUCAO

A populagao brasileira, cada vez mais, tem modificado
seus hdbitos alimentares, sendo tipicos dos paises
desenvolvidos, isto é, um maior consumo de alimentos
industrializados (refrigerantes e embutidos).

Estas mudancas observadas no padrado alimentar
repercutem na ingestao elevada de lipideos e carboidratos
simples, trazendo como consequéncia o aumento na
prevaléncia da obesidade e outras doengas crénicas nao
transmissiveis. Entretanto, a relacao entre dieta e satide
estd cada vez mais evidente, o que vem ocasionando o
aumento no numero de consumidores preocupados e
interessados em saber o que realmente estd consumindo,
dando preferéncia a alimentos mais saudaveis. Por essa
razao, a produ¢ao de alimentos com baixos teores de
gordura ¢ interessante do ponto de vista da saide do
consumidor’.

A carne é um alimento versitil, e uma das
principais fontes de proteinas com alto valor bioldgico.
E uma excelente fonte de vitaminas do complexo B e
de minerais, como o ferro e o zinco, satisfaz boa parte
das necessidades didrias destes nutrientes vitais e,
desta forma, traz excelentes contribuicdes para a saude
humana. Apesar destas qualidades, alguns pesquisadores
nao recomendam seu consumo, principalmente devido
ao elevado teor de gorduras saturadas, um fator de risco
associado a casos de doengas corondrias e ao cancer’.
Diante dessa realidade, a carne de avestruz torna-se
uma alternativa mais sauddvel, considerando seu menor
teor de gordura, elevado teor de dcidos graxos poli-
insaturados e quantidades menores de colesterol®.

Os maiores mercados consumidores de carne de
avestruz sdo os Estados Unidos e Europa’. A Suica, por
exemplo, importa 200-300 toneladas por ano de carne
de avestruz, enquanto que o consumo europeu de carnes
tradicionais (boi, porco e frango) vem diminuindo desde
1991. No Brasil, o mercado de carne de avestruz vem
crescendo devido a iniciativa de um ndmero cada vez
maior de produtores que tém direcionado suas cria¢oes
para venda de animais e para abate®. O pais ja detém
o segundo maior plantel de avestruzes do mundo,
ficando atrds apenas da Africa do Sul. Nos tltimos anos,
o plantel nacional cresceu vertiginosamente, pulando
de 120 mil aves no ano de 2003 para aproximadamente
430 mil no ano de 2007’.

A carne de avestruz, normalmente consumida
in natura, possui coloragdo mais acentuada e menos

coldgeno®, quando comparada a carne de boi, podendo
ser melhor explorada para uso na elaboracdo de produtos
carneos tais como salsichas, linguicas e hamburgueres,
entre outros.

O hamburguer ¢ um alimento popular pela
praticidade que representa atualmente. Esse produto
é fabricado a partir de carne moida, adigdao de gordura
ou ndo, ingredientes (sabores) e moldado. Possui
nutrientes que alimentam e sacia a fome rapidamente, o
que combina com o atual modo de vida dos habitantes
dos centros urbanos’. Os hambtrgueres convencionais
(bovino, frango) possuem elevado nivel de gordura (20 a
30%) e a maioria dos hamburgueres com teor reduzido
possui cerca de 10% desse componente'®.

Considerando a necessidade de oferta de
alimentos saudaveis, tem-se como objetivo nesta pes-
quisa aproveitar cortes de menor valor comercial
do musculo da coxa de avestruz na elaboragao de um
produto (hamburguer) bastante consumido na atualidade,
contendo menos teores de gordura com a substituicao da
mesma por amido modificado, bem como realizar diversas
andlises (microbioldgica, fisico-quimica e sensorial)
visando avaliar diversos parametros importantes.

MATERIAL E METODOS

Material

A carne de avestruz foi fornecida pela Cooperativa dos
Criadores de Avestruz da Paraiba (Coovestruz-PB),
localizada em Jodo Pessoa, e pela empresa Grandave
Empreendimentos Rurais Ltda., localizada na cidade de
Natal-RN/Brasil. Essa tultima possui registro no Servigo de
Inspecdo Federal. O musculo da coxa interna de avestruz,
sem 0sso, foi transportado até o Ntcleo de Pesquisa e
Produgao de Alimentos (NUPPA) em caixas isotérmicas,
sendo posteriormente mantido a temperatura de -18°C.
Os procedimentos de coleta e transporte das amostras
foram realizados de acordo com as recomendagdes
descritas por Franco e Landgraf '

O amido de mandioca modificado (National
Frigex) foi cedido pela empresa National Starch Food
Innovation, localizada em Santa Catarina. O condimento
préprio para hamburgueres, o emulsificante e o fixador
de cor, foram cedidos pela empresa KRAKI, localizada
em Santo André-SP/Brasil. Os demais ingredientes
das formula¢des (pimenta do reino, alho, cominho,
noz moscada, sal e 6leo vegetal) foram adquiridos em
estabelecimentos comerciais de Jodao Pessoa-PB/ Brasil.
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Métodos

= Elaborac¢ao dos hamburgueres
As formulagdes dos hamburgueres de avestruz estao
expressas na Tabela 1.

Os musculos da coxa de avestruz foram triturados
em moedor de carnes, com disco de 5 mm. Apds a
moagem, os ingredientes foram misturados a carne,
manualmente. Em seguida, toda a massa foi prensada
e modelada em hamburgueira manual de 11 cm de
diametro, obtendo hamburgueres com peso liquido
entre 68-73g cada, sendo o produto protegido de ambos
os lados com papel celofane. Os hamburgueres foram
acondicionados em sacos de polietileno, que continham
duas unidades por embalagem e armazenados em freezer
horizontal (Metalfrio DA420) a -5°C por 3 dias. Ap6s esse
periodo de armazenamento, amostras foram coletadas
para a realizagdo das andlises microbiolégicas, fisicas e
fisico-quimicas. Para os testes sensoriais, as amostras
foram coletadas apds sete dias de estocagem.

As formulacdes elaboradas diferiram nos
ingredientes quanto ao teor de gordura adicionado e de
amido modificado, onde: F1 — contém 5% de gordura
suina sem adicdo de amido modificado; F2 — contém

3% de gordura suina e 2% de amido modificado; F3 —
contém 2% de amido modificado sem adi¢ao de gordura
e F4 — contém 3% de gordura vegetal e 2% de amido
modificado. Os demais ingredientes permaneceram
inalterados.

= Andlises microbioldgicas

O Numero Mais Provével (NMP) de coliformes totais e
termotolerantes, a pesquisa de Salmonela, a contagem
de Clostridium sulfito redutores e de Staphylococcus
coagulase positiva foram realizados de acordo com as
técnicas descritas na Instru¢do Normativa n° 62 de 26
agosto de 2003 do Ministério da Agricultura'?.

= Analises fisico-quimicas

As determina¢des de umidade (012/IV), amido (043/
IV), residuo mineral fixo (018/1V), proteinas (036/IV) e
lipidios (032/1V) foram realizadas seguindo os métodos
descritos em “Métodos Fisico-Quimicos para Andlise de
Alimentos™".

O percentual de rendimento dos hambtirgueres
foi calculado pela diferenca entre o peso da amostra
obtido antes e apds o cozimento, de acordo com Berry*.
A capacidade de reten¢ao de dgua (CRA) foi calculada de
acordo com Troy, Desmond e Buckey".

Tabela 1. Matéria-prima e ingredientes utilizados para formulacdo dos hamburgueres de avestruz

Formulacoes

Matéria-Prima /Insumos
F1 (%) (9)

Carne desossada de avestruz 80 2000
Gordura suina 5 125
Gordura vegetal - -
Amido modificado - -
Sal refinado 0,7 17,5
Condimentos para hamburguer 2 50
MIX de condimentos* 0,6 15
Gelo em flocos 11,2 280
Fixador de cor 0,25 6,25
Krakoline estabilizante 0,25 6,25
Total 100 2500

F2 (%) (9)

F3 (%) (9) F4 (%) (9)

80 2000 80 2000 80 2000
3 75 = = = =

- - - - 3 75

2 50 2 50 2 50
0,7 17,5 0,7 17,5 0,7 17,5
2 50 2 50 2 50
0,6 15 0,6 15 0,6 15
11,2 280 14,2 355 11,2 280
0,25 6,25 0,25 6,25 0,25 6,25
0,25 6,25 0,25 6,25 0,25 6,25
100 2500 100 2500 100 2500

*Composicao do MIX (15g) = Pimenta do reino (0,1%); Alho (0,2%); Cominho (0,2%); Noz Moscada (0,1%).

F1 = contem 5% de gordura suina sem adicao de amido modificado; F2 = contem 3% de gordura suina e 2% de amido modificado; F3 = contém
2% de amido modificado sem adicéo de gordura e F4 = contém 3% de gordura vegetal e 2% de amido modificado.
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= Avaliacao sensorial

Todas as amostras foram avaliadas sete dias ap6s a
producdo, em cabines individuais, sendo servidas em
pratos plasticos, devidamente codificados (trés digitos),
acompanhadas de um copo de dgua mineral e Y de
pao de forma, para limpeza das papilas gustativas. Os
hamburgueres foram cozidos em chapa aquecidaa 150°C
por eletricidade, por aproximadamente 10 minutos,
sendo virados a cada 2 minutos até alcancarem uma
temperatura interna de 71°C, monitorada através de
termOmetro digital tipo espeto em ago inoxiddvel com
escala de -50°C a +300°C (Modelo Itte-350).

As quatro formulagdes de hambtrgueres de
avestruz foram submetidas ao teste de aceita¢do, sendo
avaliados os seguintes atributos: cor, aroma, maciez,
sabor e avaliagao geral, utilizando escala heddnica de
nove pontos com notas de 1: desgostei muitissimo até
9: gostei muitissimo, segundo metodologia citada por
Anzaldta-Moralez'. O critério adotado para a aceitacao
dos hamburgueres foi a obten¢ao de escores médios >
6,0 (equivalente ao termo hedonico gostei ligeiramente).
Para o teste de inten¢do de compra foi utilizada uma
escala estruturada em cinco pontos, onde os julgadores
atribuiram notas de 1 (jamais compraria o produto)
até 5 (compraria o produto). As quatro formulacdes
também foram comparadas quanto a preferéncia,
sendo solicitado que colocassem as amostras em ordem
crescente de sua preferéncia. De acordo com os resultados
obtidos, foi selecionada uma tnica formulagao dentre
as quatro testadas. Esses testes foram conduzidos com

50 provadores ndo treinados, escolhidos por serem
potenciais consumidos de hambtrgueres, compostos
por alunos de graduacao, docentes e funciondrios da
Universidade Federal da Paraiba.

= Andlise estatistica

Os resultados das andlises fisico-quimicas e do teste
sensorial de aceitacdo foram submetidos aos calculos de
média, desvio padrdo e Andlise de Varidncia (ANOVA),
sendo posteriormente aplicado teste de Tukey, ao nivel
de 5% de significancia, na compara¢do das médias,
utilizando-se o programa estatistico “R”".

Os resultados do teste de ordenac¢ao preferéncia
foram analisados com base no teste de soma de ordens de
Friedman, utilizando-se a tabela de Newel e MacFarlane's,
a qual indica a diferenca critica entre os totais de
ordenagao, ao nivel de significincia de 5%, de acordo
com o numero de tratamentos testados e o nimero de
julgamentos obtidos. No teste de intencdo de compra foi
verificada a frequéncia das notas, usando um histograma
de colunas®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacao microbiolégica
Os resultados obtidos nas andlises microbioldgicas dos
hamburgueres de avestruz estao descritos na Tabela

2. De acordo com esses resultados, os hamburgueres
formulados com carne de avestruz estao dentro dos

Tabela 2. Resultados das analises microbiolégicas dos hamburgueres de avestruz adicionados de amido modificado

. o . Staphylococcus Clostridium sulfito
~ Coliformes a 45°C Pesquisa de o o
Formulacoes (NMP/g) Salmonella coagulase positiva  redutor a 46°C/g

9 (UFC/g) (UFC/g)

F1 4,2 x 102 Ausente 4,5x10? Ausente

F2 3,9 x 10? Ausente 4,1 x10? Ausente

F3 2,2 x10? Ausente 4,3 x10? Ausente

F4 2,1 x10? Ausente 4,2 x 10? Ausente

Padroes microbiolégicos 5x10° Auséncia/25 g 5x10° 3x10°

Nota: Determinaces preconizadas pela RDC n° 12 de 02 janeiro de 2001

(NMP) — Nimero Mais Provavel;
(UFC) — Unidades Formadoras de Coldnias;

F1 = contem 5% de gordura suina sem adicao de amido modificado; F2 = contem 3% de gordura suina e 2% de amido modificado; F3 = contem
2% de amido modificado sem adicdo de gordura e F4 = contem 3% de gordura vegetal e 2% de amido modificado.
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padroes aceitdveis para consumo humano, de acordo
com a Resolu¢do RDC n. 12 da Agéncia Nacional da
Vigilancia Sanitaria®, podendo ser empregados na
andlise sensorial.

Como se pode observar na Tabela 2, em
nenhuma das amostras foi verificada a presenca de
Salmonella e de Clostridium sulfito redutor a 46°C/g. A
contagem de Staphylococcus coagulase positiva variou
de 4,1x10? a 4,5x10* UFC/g. Todas as amostras estavam
com contagens abaixo do maximo estabelecido pela
legislacao vigente.

= Avaliagao fisico-quimica

O resultado da andlise da composi¢ao fisico-quimica
do hambtrguer de avestruz adicionado de amido
modificado estd descrita na Tabela 3.

Dos resultados obtidos pode-se observar
que o teor de umidade dos hambtrgueres de carne
de avestruz analisados nao apresentaram diferenca
significativa (p>0,05) entre si. Resultados préximos
foram encontrados por Ferndndez-Lépez et al.®, para
hamburgueres de avestruz (F1- 68,67%; F2- 69,11% e F3-
64,45%). Seabra et al.?!, quando avaliaram hamburgueres
de carne de carneiro com substitutos de gordura (fécula
de mandioca e farinha de aveia) verificaram teores de
umidade préximos dos obtidos nesta pesquisa.

O regulamento técnico de identidade e qualidade
de hamburguer® estabelecido pela legislagao brasileira
vigente exige teor minimo de 15% para proteinas e
méximo de 23% para lipidios. Com relagao a esses
padroes, todas as amostras de hamburguer estavam de
acordo. Nao houve diferenca entre as amostras (p>0,05)

em relacdo ao teor de proteinas, que variou de 19,93 a
20,39% (Tabela 3). Ferndndez-Lépez et al.® encontraram
teores de proteinas proximos aos valores encontrados
nessa pesquisa para hamburgueres de avestruz.

Quando outras fontes de proteinas foram usadas
(proteina de soja) o teor de proteinas também ficou em
torno de 20%?. Para os lipidios, foi verificada diferenga
entre as amostras (p<0,05), sendo esta esperada,
especialmente no hamburguer da formula¢do (F3) ndo
foi adicionado gordura.

A Portaria n°. 27 de 13 de janeiro de 1998** define
como “reduzidoemgordura”oprodutoqueapresentauma
redu¢do minima de 25% de gordura quando comparado
ao produto convencional. Nos teores de lipidios
encontrados observa-se que houve diferenca significativa
(p<0,05) entre as amostras, o que ja era esperado visto
que os percentuais de gordura adicionados sao diferentes
para cada formulag¢do, principalmente em relacio a
formulac¢ao F3 onde niao houve a adi¢ao de gordura. Para
os hamburgueres formulados nesta pesquisa, poder-se-ia
classificar (F1 com 6,93% de lipidios, F2 com 6,61%, F3
com 3,69% e F4 com 6,17%) como tendo teor reduzido
de gordura, ja que apresentaram reducao entre 70 e 85%,
em relacao aos produtos convencionais formulados com
carne bovina, que possuem cerca de 20% de gordura
antes do cozimento®*.

Como pode ser observado, os teores de amido
das amostras analisadas tiveram diferenca significativa
(p<0,05) entre si. Na formulagdao F1, o amido modi-
ficado nao foi adicionado, ficando seu valor bem abaixo
do observado nas outras formulacdes (F2, F3 e F4),
que receberam a adi¢do desse ingrediente. Pedroso

Tabela 3. Resultados das analises fisico-quimicas do hamburguer de avestruz adicionado de amido modificado

Formulacoes

Variavel = = =
Umidade (g/100g) 69,13 £ 0,122 65,03 £ 0,142 68,97 + 0,152 69,13 + 0,49°
Proteinas (g/100g) 20,39 £ 0,382 19,93 + 0,702 20,29 + 0,222 20,15 + 0,482
Lipidios (g/100g) 6,93 + 0,06° 6,61 +0,12° 3,69 £ 0,10¢ 6,17 £ 0,02¢
Amido (g/100g) 0,51 + 0,06¢ 2,02 £ 0,042 2,12 £0,01° 2,03 £ 0,02?
Cinzas (g/100g) 1,97 £ 0,02° 1,98 £ 0,012 1,98 £ 0.02? 1,96 £ 0,012

Letras diferentes na mesma linha diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
F1 = contem 5% de gordura suina sem adicao de amido modificado; F2 = contem 3% de gordura suina e 2% de amido modificado; F3 = contém
2% de amido modificado sem adicdo de gordura e F4 = contém 3% de gordura vegetal e 2% de amido modificado.

38



Salvino EM, SilvaJA,Nébrega ES, Nascimento JC, Costa MJC, Maciel JE. Caracterizagao microbioldgica, fisico-quimica e sensorial de hamburgueres
de carne de avestruz (Struthio camellus), elaborados com substituto de gordura. Rev Inst Adolfo Lutz, Sao Paulo, 68(1):34-41, 2009.

e Demiate”, ao avaliarem presunto cozido de peru
também detectaram amido na formulacao controle,
que ndo recebeu adi¢do, enquanto que nas formulagdes
adicionadas de 2% de amido, os resultados obtidos foram
menores do que o acrescido, contrariamente aos obtidos
nessa pesquisa.

Com relagdo ao teor de cinzas, ndo foi verificada
diferenca significativa (p>0,05) entre as amostras, sendo
os resultados obtidos préximos dos encontrados por
Ferndndez-Lépez et al.® , que variaram entre 1,86 e 1,95
nas amostras de hamburgueres de avestruz.

A formulacdo sem adi¢gdo de amido modificado
(F1),apresentouomenorrendimento(72,74%),enquanto
que as formulacoes adicionadas desse ingrediente (F2,
F3 e F4) apresentaram rendimentos maiores, que foi
de 79,63%, 85,86% e 80,94% , respectivamente. Esse
ganho no rendimento pode ser explicado pela maior
capacidade de reten¢ao de dgua (CRA) dos hamburgueres
adicionados de amido. Seabra et al.*! encontraram valores
menores de rendimento na coc¢ao para as formulacoes
de hamburgueres de carne ovina, adicionadas de amido
de mandioca e farinha de aveia (72,77% e 75,92%,
respectivamente). Swan, Esguerra, Farouk® encontraram
77,1% de CRA em hambtrgueres feitos de carne ovina
com 20% de gordura na sua formulagao.

Observou-se também menor valor de encolhi-
mento na coc¢do na formulagdo sem adigao de amido
modificado e com teor maior de gordura (F1). Berry™
verificou que quanto menor o teor de gordura em
hamburgueres bovinos, maior foi o encolhimento,
corroborando com a presente pesquisa, onde os hambur-
gueres com menor teor de gordura apresentaram maior
encolhimento. Seabra et al.?' observaram percentuais de
encolhimento de 15,47% e 15,45%, respectivamente, em
formulag¢des adicionadas de fécula de mandioca e farinha
de aveia.

= Avaliacao sensorial

Na Tabela 4, encontram-se os valores das médias
e desvios-padriao referentes a aceitabilidade dos
produtos. Os resultados foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

A cor foi o unico atributo que nio apresentou
diferenca significativa entre as amostras avaliadas em
relagdo a aceitagdo. Quanto ao aroma, a amostra com
3% de gordura vegetal e 2% de amido modificado (F4)
foi a que obteve os maiores valores, tendo se diferenciado
das demais amostras. Nos atributos maciez e sabor
essa formulagdao obteve a menor pontuagdo, indicando
sua baixa aceitacdo. A formulacio F3 foi bem aceita,
entretanto no atributo maciez, nao apresentou diferenca
significativa (p>0,05) quando comparada a formulagdo
F4, que apresentou o pior resultado neste atributo.
Portanto, a formulagdo F2 pode ser considerada a
formula¢ao mais aceita, uma vez que obteve as melhores
notas atribuidas neste teste.

Na aceitagdo global das amostras, de acordo
com as médias obtidas no teste de aceitagdo (Tabela
4), é possivel considerar que as amostras F1, F2 e F3,
independentemente da reducao de gordura e da adi¢ao
de amido de mandioca modificado, foram bem aceitas
pelos provadores. No entanto, a formulacao F2 foi a que
obteve a melhor nota, corroborando assim com a boa
aceita¢ao quanto aos atributos.

Romanelli et al.® obtiveram nota 4,84 para o
hambtrguer de jacaré, quando avaliaram sua aceita¢ao
global,estando abaixo do encontrado nesta pesquisa. Daigle
etal.* realizaram andlise sensorial em produtos elaborados
com carne de peru pdlida, flicida e exudada (PSE) e
hidrocoloides como carragena, coldgeno e proteina de soja,
nao sendo detectada diferenca significativa (p<0,05) entre
todos os tratamentos. Eles utilizaram escala hedonica de

Tabela 4. Resultados do teste de aceitacdo dos hamburgueres formulados nesta pesquisa

Atributos F1 F2 F3 F4
Cor 6,14 = 1,63° 6,70 = 1,497 6,44 + 1,59° 6,06 + 1,982
Aroma 6,70 = 1,37° 6,66 = 1,59° 6,42 + 1,81° 576 +2,11°
Maciez 554 +1,73° 6,56 = 1,88° 6,30 = 1,912 5,48 + 2,44
Sabor 6,40 + 1,832 6,50 + 1,832 6,00 = 2,07 540+2,11°
Aceitacdo global 6,24 + 1,62° 6,72 +1,53° 6,18 £ 1,932 524 £2,21°

Letras diferentes na mesma linha diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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9 pontos, obtendo escores médios variando entre 6 e 7
(gostou ligeiramente e gostou moderadamente).

Sampaio et al’’, ao avaliarem salsichas com
substitutos de gordura (amido de mandioca, carragena,
farelo de trigo e micro particulas de proteinas de soro
de leite), ndo verificaram no teste de aceita¢ao sensorial
diferenca significativa entre estas amostras e a amostra-
controle, enquanto que a amostra com proteinas de
soro de leite apresentou aceitabilidade abaixo de 50%.
Seabra et al.”, ao realizarem pesquisa com hamburgueres
substituindo a gordura por amido de mandioca e farinha
de aveia, ndo constataram diferenca significativa entre
as amostras, tanto para aceitacdo global do produto
quanto para atitude de compra. Esse resultado sugere
que a redugao de gordura dos produtos nao foi detectada
pelos consumidores, independente da utilizagao dos
substituintes. Lyons et al.’* afirmaram que a adi¢ao de
amido desidratado de mandioca teve um efeito positivo
nos parametros sensoriais e fisicos de salsichas com baixo
teor de gordura.

Na Figura 1, observamos os resultados do teste
de inten¢do de compra aplicado as quatro formulagdes
de hamburgueres avaliadas nesta pesquisa. A formula¢ao
F4 foi a que obteve maior percentual da nota 1, referente
a jamais compraria, indicando a baixa aceitagdo desta
formulagao. A formulagao F2 obteve o melhor percentual
de inteng¢ao de compra, confirmando mais uma vez a boa
aceitagdo do produto pelos consumidores.

No teste de ordenacao preferéncia, a formulagao
F4 obteve a menor preferéncia. Esse resultado estd de
acordo com o obtido no teste de aceitagdo. A formulagao
F2 foi preferida, quando comparada as formulagdes F1
e F4, ndo tendo sido verificada diferenca significativa
(p<0,05) entre esta e F3, quanto a preferéncia.

40 - mFl mF2 @F3 OF4

304

20 A

Intencao de compras (%)

0-

1 2 3 4 5
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Figura 1. Frequéncia da intencao de compra das quatro formulacoes avaliadas

40

CONCLUSAO

Os hamburgueres elaborados nesta pesquisa estavam
aptos para consumo sob o aspecto microbioldgico
e podem ser classificados como alimentos com teor
de gordura reduzido, quando comparados com o
hamburguer bovino comercial. De todas as formulagoes
testadas de carne de avestruz, trés tiveram boa aceitagdao
pelos provadores. O hamburguer formulado com 3%
de gordura suina e 2% de amido modificado (F2) foi
considerada a formula¢dao mais aceita por apresentar
os melhores valores atribuidos na andlise sensorial. A
adicao do amido modificado é uma alternativa para a
reducdo de custos na industrializacdo do hambtrguer
de avestruz, sem prejudicar seus parametros sensoriais,
além de permitir uma redu¢do da gordura do produto
final. Os hambtrgueres formulados apresentaram cor,
sabor e aroma caracteristicos do produto e atenderam
as necessidades nutricionais de proteinas e lipidios,
conforme exige a legislagao brasileira. Além disso,
este trabalho demonstrou que cortes de menor valor
comercial do musculo da coxa de avestruz podem ser
utilizados na elaborag¢do do hamburguer, sendo aceitos
em substitui¢do a carne bovina ou de partes mais nobres
do avestruz.
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RESUMO

Com o objetivo de avaliar o contetido fendlico e as atividades antioxidantes e antifingicas de multimisturas
enriquecidas com Spirulina platensis, foram formuladas quatro multimisturas com farelo de arroz ou trigo, duas
contendo Spirulina platensis e duas com sementes de girassol. Os compostos fenélicos foram estimados pela
técnica de Folin-Ciocalteau. A atividade antioxidante foi avaliada por meio de inibi¢do do radical livre DPPH
e a atividade antifungica foi analisada por meio de ensaio de inibigdo do halo de crescimento de Aspergillus
orizae. O conteido de compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante nas multimisturas contendo farelo
de arroz foram em média 0,6 vezes superiores aos encontrados nas multimisturas contendo farelo de trigo. As
multimisturas formuladas com 1% da microalga nao apresentaram diferenca significativa (a=0,05) quanto ao
contetdo fendlico, quando comparadas as multimisturas padrdo. A multimistura contendo farelo de arroz e
Spirulina platensis apresentou maior atividade antioxidante, em compara¢ao a multimistura padrao com o mesmo
farelo, ao contrério do observado nas multimisturas contendo farelo de trigo, o que indica que a associagao do
farelo de arroz com a microalga é mais eficiente do que a formulagao com farelo de trigo quanto a protecdo
contra processos oxidantes. Quanto a atividade antiftingica, as multimisturas com farelo de trigo apresentaram
28% de inibicdo, comparado a 21% das multimisturas contendo farelo de arroz.

Palavras-chave. farelos, microalga, compostos fenélicos, antioxidantes, atividade antiftingica.

ABSTRACT

With the objective to evaluate the phenolic contents, and the antioxidant and antifungal activities of multimixtures
formulated with Spirulina platensis, four multimixtures were prepared with rice bran or wheat bran, being two
containing the Spirulina platensis, and sunflower seeds were added into other two formulations. The phenolic
contents were estimated by Folin-Ciocalteau technique; antioxidant activity was evaluated through free radical
DPPH inhibition test, and the ability to inhibit fungus by means of Aspergillus orizae growth halo inhibition assay.
The total phenolic contents and antioxidant activity in rice bran-containing multimixtures were on average 0.6
times higher ; than those showed by wheat bran-containing multimixtures. The multimixtures formulated with
1% of microalgae showed no significant difference (a0 = 0.05) as for phenolic contents, when compared with the
standard multimixture. The multimixture containing rice bran and Spirulina platensis showed higher antioxidant
activity in comparison to to the standard multimistura, unlike the result observed in wheat bran-containing
multimixtures, which indicates that the combination of rice bran with microalgae is more effective than with wheat
bran for preserving from oxidative processes. Regarding to antifungal activity, the multimixtures with wheat bran
demonstrated, on average, 28% of inhibition, when compared to 21% of bran rice- based multimixtures.

Key words. bran, microalgae, phenolic compounds, antioxidants, antifungal activity.
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INTRODUCAO

A presenca de compostos fendlicos em diferentes fontes
vegetais e microbianas tem sido amplamente explorada
na dltima década. Além do seu potencial funcional,
decorrente de compostos antioxidantes presentes
em sua composicdo, a perspectiva de atuarem como
conservadores naturais também vém norteando o
interesse da comunidade cientifica®>**.

Os antioxidantes agem de varias maneiras,
incluindo complexacdo com ions metalicos, sequestro de
radiais livres e decomposicao de perdxidos. Muitas vezes,
varios mecanismos e mecanismos sinergisticos estao
envolvidos®. O consumo de alimentos contendo uma
significativa quantidade destes compostos pode ajudar o
corpo humano a reduzir os danos oxidativos relacionados
ao envelhecimento e doengas como arteriosclerose,
diabetes, tlcera e cancer®”®°.

A inddstria de alimentos estd buscando o uso
de agentes naturais antimicrobianos e antioxidantes,
isolados de plantas, fungos e algas marinhas, para
substituir os aditivos sintéticos em alimentos!®, uma vez
que estes trazem efeitos prejudiciais a satde''.

Dentre as fontes naturais que vém sendo citadas
pelo efeito funcional, associadas a capacidade de prevenir
processos oxidativos, encontra-se a Spirulina platensis' .
Esta foi estudada por Colla, Furlong e Costa'*, apontando
que as condi¢oes de cultivo afetam positivamente os teores
de compostos fendlicos presentes na microalga. Outra
fonte de compostos antioxidantes é o farelo de arroz, que
além desta propriedade demonstrou a capacidade de inibir
o crescimento de Aspergillus flavus'.

A peroxidagdo lipidica e a contamina¢ao micro-
biana sao as duas principais causas da deteriora¢ao de ali-
mentos durante seu processamento e armazenamento'’.
O uso de compostos fendlicos em alimentos susceptiveis
a estes processos pode ser promissor especialmente
pelo fato de serem conservadores e por aumentarem o
aporte de funcionais. Este é o caso das multimisturas,
alimentos formulados a base de cereais, para enriquecer
a alimenta¢do habitual em minerais e vitaminas e/ou
auxiliar no balanceamento da dieta habitual*>*c.

A multimistura tem sido distribuida para a
popula¢ao de baixa renda no Brasil desde 1985 por
organiza¢des nao-governamentais, com o proposito
de combater a desnutri¢ao infantil'”'®. Esta mistura
faz parte da proposta de alimentagao alternativa e é
preparada a partir de ingredientes de baixo custo e facil

acesso, geralmente farinhas e farelos de cereais, sementes,
p6s de folhas verdes e de casca de ovos". No entanto, o
uso deste suplemento no combate a desnutri¢io tem
gerado opinides controversas entre as entidades que a
difundem e a comunidade cientifica, além de nao ter o
seu uso indicado pelo Instituto Nacional de Alimentagado
e Nutri¢ao e pelo Conselho Federal de Nutricionistas®.

Empregar Spirulina platensis associada a farelos
de cereais pode ser uma forma de melhorar este alimen-
to, criticado no meio académico pela falta de comprova-
¢do cientifica de seus efeitos, auséncia de controle sanita-
rio, conservagao limitada, possivel ocorréncia de toxinas
e de fatores antinutricionais®>*»2*»24, Estas considerac¢des
nortearam o presente trabalho que teve por objetivo de-
terminar o conteido de fendis totais, a atividade antio-
xidante e antifingica em multimisturas adicionadas de
Spirulina platensis, comparativamente a outra sem adi-
¢30 da microalga.

MATERIAL E METODOS

Material

As matérias-primas empregadas no preparo das
multimisturas foram: farelo de trigo, farelo de arroz
integral, farinha de milho, folha de mandioca desidratada
em po, semente de girassol, casca de ovo e a microalga
Spirulina platensis. As matérias-primas foram adquiridas
no comércio local da cidade do Rio Grande/RS, com
excecao da microalga, que foi fornecida pelo Laboratério
de Engenharia Bioquimica da FURG.

Métodos

» Preparo da multimistura

A semente de girassol, a Spirulina platensis e a casca de ovo
foram moidas em moinho de facas multiuso TECNAL a
150 rpm durante 180 segundos. Todos os ingredientes
foram peneirados e as fragdes passantes na malha com
abertura de 0,56 mm foram utilizadas no preparo das
multimisturas, através de homogeneizacio manual. As
amostras foram mantidas em frascos de vidro, a tempe-
ratura ambiente (16 a 22°C) e ao abrigo da luz. As mul-
timisturas foram avaliadas quanto ao seu contetido de
compostos fendlicos, atividade antioxidante e antifin-
gica, sendo que as duas primeiras determinagdes foram
repetidas ao final de 14 e 28 dias de armazenamento, para
verificar a possivel degradacao dos compostos e conse-
quente alteragdo da atividade antioxidante. Na Tabela 1
estao descritos os percentuais dos ingredientes das quatro
formula¢des de multimisturas utilizadas neste trabalho.
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Tabela 1. Formulacdo das multimisturas estudadas

Matéria-Prima MMA1 (%) MMT1 (%) MMA (%) MMT (%)
Farelo de Trigo - 70 - 70
Farelo de Arroz 70 - 70 -
Farinha de Milho 19 19 19 19
Folha de Mandioca 5 5 5 5
Spirulina platensis 1 - -
Semente de Girassol - - 1 1
Casca de ovo 5 5 5 5

MMA1: Multimistura contendo farelo de arroz e 1% de Spirulina platensis.
MMT1: Multimistura contendo farelo de trigo e 1% de Spirulina platensis.

MMA: Multimistura contendo farelo de arroz e 1% de semente de girassol.

MMT: Multimistura contendo farelo de trigo e 1% de semente de girassol.

= Extra¢ao dos compostos denélicos

A extragdao dos compostos fendlicos das multimisturas
foi realizada a frio com élcool metilico na proporgao
de 1:4 massa seca-solvente, sob agitacao horizontal a 80
rpm, durante 3 horas, a temperatura de 40°C, seguida
de particio com hexano, clarificagdo com hidréxido
de bdrio 0,1M e sulfato de zinco 5%. O precipitado foi
separado por centrifugacao e filtragao, obtendo-se assim
um extrato metanolico clarificado®.

= Quantifica¢cao dos compostos fenélicos

O contetdo de fenois totais presente no extrato metanélico
clarificado foi quantificado através do método espectro-
fotométrico de Folin-Ciocalteau utilizando o comprimento
de onda de 660 nm, empregando-se uma curva analitica de
tirosina que variava entre 10 a 50 pg/mL”.

= Determina¢ao da atividade antioxidante

Para a determinacgao da atividade antioxidante, foram
retiradas aliquotas de 0,1 mL do extrato metandlico
clarificado e adicionadas a tubos de ensaio, completando
o volume a 1,0 mL com metanol. Na sequéncia, 3,0 mL
de solugdo de 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) em
metanol (200pug/mL) foram adicionados aos tubos e estes
foram agitados. Os tubos permaneceram em repouso ao
abrigo daluz, sendo que ao final de 15, 30,45 e 60 minutos
as absorbancias foram determinadas em comprimento
de onda de 515 nm. A capacidade de sequestrar o radical
foi expressa como percentual de inibi¢ao dos radicais
livres, conforme mostrado na Equagao 1°.

% inibi¢ao = (Abs controle — Abs amostra) / Abs controle (1)
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= Determinacao da atividade antifiingica

Os extratos empregados para a determinagdo da
atividade antifungica foram obtidos por extragdao
com dlcool metilico na propor¢do de 1:4 massa seca-
solvente, sob agita¢ao horizontal a 80 rpm, durante trés
horas, atemperatura de 40°C, seguido de evaporacao do
solvente em rotaevaporador. O residuo foi dissolvido
em dagua destilada, com posterior clarificagio com
hidréxido de bario 0,1M e sulfato de zinco 5%, obtendo-
se um extrato aquoso clarificado. A quantificacdo
do teor de fendis totais presente no extrato aquoso
clarificado foi realizada conforme a metodologia ja
citada anteriormente®.

O fungo filamentoso utilizado no estudo foi
cedido pelo Laboratério de Microbiologia da Escola de
Quimica e Alimentos da FURG, mantido em édgar batata
dextrose a 4 °C. A suspensdo de esporos foi obtida pela
propagacao em meio dgar batata dextrose, incubagao
por 10 dias a 30 °C, extragao dos esporos do meio com
solugao 0,2% de agar puro estéril, filtragao e contagem
de esporos em cAmara de Neubauer.

Para a determinacao da atividade antifingica,
foram preparadas placas de petri contendo dgar batata
dextrose e o extrato aquoso clarificado obtido das multi-
misturas (200 mg/mL) e da Spirulina platensis (100 mg/
mL) em concentra¢des conhecidas. Como controle,
foram preparadas placas contendo meio de cultura e dgua
estéril no mesmo volume adicionado do extrato aquoso
clarificado. Foram inoculados 5 pL de uma suspensdo
contendo esporos de Aspergillus oryzae (7x107 esporos/
mL) no centro da placa. As placas foram incubadas a
30 °C, durante 7 dias. A inibi¢ao foi avaliada pela obser
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vagdo visual do crescimento do micélio, comparada com
placas controle’.

= Analise estatistica

Todas as determinacoes foram realizadas em triplicata e
os resultados obtidos nos experimentos foram analisados
estatisticamente através de ANOVA e Teste de Tukey, ao
nivel de 5% de significAncia, com auxilio do programa
STATISTIC®, versao 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

= Fenois totais e atividade antioxidante

Na Tabela 2 estdo os resultados das determinagdes
dos compostos fendlicos totais durante o periodo de
armazenamento. E possivel verificar que, ao longo de 28
dias, os teores decresceram progressivamente. A andlise
de variincia indicou diferenca estatistica significativa,
ao nivel de 95% de confianca, entre as multimisturas
que continham farelo de arroz na sua formulagao, nos
trés periodos avaliados no estudo. Nas multimisturas
que continham farelo de trigo, apenas a formulada
com 1% de Spirulina platensis apresentou diferenca
estatistica significativa ap6s 14 dias de armazenamento.
Os resultados indicaram que o acréscimo de 1% de
Spirulina nao causou diferenca significativa nos niveis
de compostos fendlicos totais, o que pode ter aportado
concentragoes insuficientes para prevenir danos
oxidativos e pela atividade de 4gua do meio nao propiciar
a difusao eficiente do antioxidante. O contetido de
compostos fendlicos totais nas multimisturas contendo
farelo de arroz foi, em média, 0,6 vezes superior ao
conteido das multimisturas contendo farelo de trigo.

A atividade antioxidante de um determinado
extrato pode estar relacionada com o contetdo
de compostos fendlicos totais conforme tem sido
demonstrado em vdarios estudos e no caso de Colla,
Furlong e Costa'* e Estrada, Bescds e Villar Del Fresno*
esta relacao ficou demonstrada.

Os resultados encontrados para a porcentagem de
inibi¢ao deradicaislivresem uma concentragao de 3,7 mg/
mLde compostos fenélicos totais nas multimisturas estao
apresentados na Tabela 3. Os extratos de multimisturas
com farelo de arroz, que continham maior concentragao
de compostos fendlicos totais, apresentaram também
maior percentual de inibigao de radicais livres.

Em relacao a Spirulina platensis, observou-se
que a multimistura contendo farelo de arroz adicionada
da microalga apresentou maior atividade antioxidante,
comparada a multimistura padrio com o mesmo
farelo. O mesmo comportamento ndo foi observado
nas multimisturas contendo farelo de trigo, indicando
que a associa¢do do farelo de arroz com a microalga
¢ mais efetiva do que com farelo de trigo em termos
de prote¢do contra processos oxidativos na etapa de
formacao de radicais livres, possivelmente pelo efeito
sinergistico dos compostos antioxidantes do farelo
com os fendis da microalga. Um efeito semelhante foi
encontrado por Altunkaya, Becker, Gokmen e Skibsted?,
que determinaram a atividade antioxidante do extrato
de alface (Lactuca sativa) e a agdo sinergistica com
antioxidantes fendlicos adicionados ao extrato.

Da mesma forma que observado para o contetido
de compostos fendlicos, o percentual de inibicdo de
radicais livres foi diminuindo durante o armazenamento,
indicando o consumo dos antioxidantes ao longo do

Tabela 2. Contetido fendlico total determinado durante 28 dias de armazenamento

[1pg /g de amostra (bs)

Multimistura

0 dia* 14 dias* 28 dias* ks
MMAT 868¢ 833P 746¢ 982¢
MMA 8707 833P 746¢ 980¢
MMT1 5522 491k 482° 425¢
MMT 5212 5132 509° 446°
Spirulina platensis - - - 858

Letras iguais na mesma linha indicam que nao ha diferenca significativa pelo teste de Tukey (a<0,05); bs: base seca; *determinagdo no extrato

metandlico clarificado; **determinacao no extrato aquoso clarificado.
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Tabela 3. Variacdo da inibicdo dos radicais livres DPPH (%) em extratos de multimistura durante 28 dias de
armazenamento

MMA1 MMA MMT1 MMT
0 14 28 0 14 28 0 14 28 0 14 28
dia dias dias dia dias dias dia dias dias dia dias dias
15 min.  63,8° 62,2*° 60,0° 59,1* 554> 543> 40,9° 33,4> 29,2¢ 41,77 36,9° 36,6°
30 min. 73,57 71,78  66,2° 64,9* 585> 59,2° 443* 37,1° 30,9° 44,2¢ 40,3° 38,8
45 min.  79,5° 78,3 70,1° 68,5 66,2° 64,1¢ 47,9° 38,8 31,1¢ 455 42,6° 42,1°
60 min. 82,00  80,2° 69,4 70,5 6867 657° 482® 40,3> 34,1¢ 48,2° 43,8 44,3°

Letras iguais na mesma linha (para cada multimistura) indicam que ndo ha diferenca significativa pelo teste de Tukey (a<0,05).

tempo, para estabiliza¢do dos radicais livres. A exemplo
da multimistura com farelo de trigo e 1% de Spirulina
platensis (MMT1) que no tempo zero apresentou uma
inibicao especifica de 1,5%/min/mg e ao final de 28
dias apresentou inibi¢ao de 1,2%/min/mg. O mesmo
comportamento foi verificado nas demais multimisturas
quando se estimou a inibi¢do especifica.

= Atividade antiftingica

H4 muitos indicios que compostos fendlicos
apresentam comprovada a¢do antifiingica e esta pode
ocorrer, entre outros mecanismos, pela inativacio de
sistemas enzimdticos dos microrganismos envolvidos
na produgdo de energia e na sintese de componentes
estruturais'.

Pela Tabela 2 pode ser observado que nas
multimisturas contendo farelo de arroz o contetido
fendlico determinado no extrato aquoso clarificado
foi, em média, o dobro do presente nas multimisturas
contendo farelo de trigo. Na microalga Spirulina platensis,
os valores de concentragao de compostos fenélicos foram
préoximos ao total das multimisturas formuladas com
farelo de arroz.

O teste de atividade antifingica avaliado pela
inibicdo do halo de crescimento do Aspergillus orizae
permitiu verificar quais os extratos mais efetivos e
estimar os niveis de fenois totais para a manifestagao do
efeito. A Tabela 4 mostra os resultados do crescimento
das coldnias em presenca dos extratos fendlicos medidos
no 3°, 5° e 7° dia de incubagdo. Em presenca dos extratos
fendlicos, houve tendéncia a diminui¢ao da velocidade
de crescimento fungico. Fato que nao foi observado nas
multimisturas onde o ndmero de UFC variou entre 4,8 a
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9,9x10*ufc/gao longo do armazenamento. Possivelmente
este potencial inibidor dos compostos fendlicos possa
nao ter sido eficiente nas condi¢oes de atividade de dgua
da formula¢ao (em média 8,6% de umidade).

A partir dos didmetros médios das colonias dos
extratos e do controle, foi possivel determinar o efeito
inibitério dos extratos fendlicos das multimisturas e da
microalga Spirulina platensis nas diferentes concentragdes
estudadas, durante o periodo de incubagdo, conforme
mostra a Figura 1.

Pode ser verificado que a inibi¢do fdngica
nem sempre estd relacionada com a concentragao dos
compostos fendlicos nos extratos, como, por exemplo,
no caso das multimisturas formuladas com farelo
de trigo e da microalga Spirulina platensis, onde em
concentragoes menores de fendis (28 e 29 pgfendis/mL
agar), a inibi¢do fungica foi de 3,1.10° cm/pgfendis/dia
e 2,9.10”° cm/pgfendis/dia, respectivamente. Enquanto
as multimisturas com farelo de arroz, que continham
maior concentra¢do de compostos fendlicos (84 pg /
mL d4gar), atingiram apenas 1,5.10° cm/pg/dia de
inibigao. Tal caracteristica sugere a necessidade de
se identificar os compostos fenodlicos existentes nos
extratos, considerando que alguns possuem atividades
antimicrobianas maiores ou menores em consequéncia
de sua estrutura quimica’.

O menor crescimento fungico verificado nos
extratos de multimisturas formuladas com farelo
de trigo, também pode ser atribuido a presenca de
inibidores de a-amilase, que atuam na defesa de plantas
contra predadores e microrganismos e que estdo
presentes nesta matéria-prima, como mencionam Grossi
de Sa e Chrispeels®. No meio elaborado com 9 pg de
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Tabela 4. Diametros médios de crescimento do Aspergillus oryzae em presenca dos extratos fenélicos

Extrato Volume de Concentracao

extrato (mL) (ng/mL agar)
MMA1 10 65
MMA1 15 84
MMA 10 65
MMA 15 84
MMT1 10 28
MMT1 15 36
MMT 10 30
MMT 15 38
Spirulina platensis 5 9
Spirulina platensis 10 29
Spirulina platensis 15 37
Controle -

Diametro da colénia (cm)

3° dia 5° dia 7° dia

1,629 2,6° 3,5%4d

1,52 2,4° 3,18
1,70 ¢ 2,6° 3,424

1,52 2,4b.d 3,2%¢
1,629 2,6° 3,4p.d
1,5%¢ 2,30¢ 2,80¢
1,70 ¢ 2,7 3,30 d
1,5 2,3b 3,00:¢
1,89 2,8¢ 3,9c
1,8%9 2,8 3 Ake
1,6°¢ 2,40 3,00¢
1,8%9 2,9¢ 4,0¢

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa pelo teste de Tukey (a.<0,05).

3°dia 5° dia 7° dia

I vvAT @1 MmMA=~ 1 mMmT*
MMAT1** R mmT1 =] MvT [ Spirulina*
= mmar MMT1** BE= Spirulina* 2 Spirulina***

Figura 1. Efeito inibitério dos extratos fendlicos no crescimento
fungico durante o periodo de incubacao, para diferentes volumes
de extratos adicionados: *10mL, **15mL, ***5 mL.

extrato fendlico de Spirulina platensis por mL de agar,
correspondente ao teor de 1% desta na multimistura,
nao houve efeito inibitério do fungo até o 3° dia de
incubag¢ao, mas entre o 5° e 7° dias a inibi¢ao foi de
aproximadamente 3%. Quando o meio continha 37
ng /mL dgar ocorreu inibicdo de 11, 17 e 25% nos 3°,
5° e 7° dias de incubacdo, respectivamente. Isto sugere
que, para o efeito inibidor da microalga sobre a vida
util de multimisturas, no que se refere a inibi¢do
fingica, sao necessdrios aproximadamente 4% da

microalga na formulagdo, valor este que precisaria ser
estudado quanto aos seus outros efeitos bioldgicos e os
niveis recomendados pela legislacao para emprego de
microrganismos em formula¢ao alimenticias.

CONCLUSAO

As multimisturas a base de farelo de arroz apresentaram
contetido de compostos fenélicos totais em torno de 0,6
vezes superior aos das multimisturas a base de farelo
de trigo e a microalga Spirulina platensis apresentou
conteudo similar ao das multimisturas contendo farelo
de arroz (858 pg/g). O acréscimo de 1% de Spirulina nao
ocasionou diferenca significativa no teor de compostos
fendlicos das multimisturas.

Os extratos das multimisturas formuladas com
farelo de arroz apresentaram percentual de inibi¢ao de
radicais livres 0,6 vezes superior aos das multimisturas
formuladas com farelo de trigo. Além disso, a
multimistura contendo farelo de arroz adicionada da
microalga apresentou maior atividade antioxidante,
comparada a multimistura padrdo com o mesmo
farelo. Efeito que nao foi observado nas multimisturas
contendo farelo de trigo, indicando que a associagdo
do farelo de arroz com a microalga é mais efetiva do
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que com farelo de trigo em termos de protecdo contra
processos oxidativos.

Ainibigao fungicanaofoidiretamenterelacionada

com niveis de compostos fendlicos presente nos extratos,
pois nas multimisturas a base de farelo de trigo e com a
microalga Spirulina platensis foram verificadas atividades
antifingicas superiores as obtidas nas multimisturas
a base de farelo de arroz, que continham as maiores
concentra¢dao dos compostos fendlicos.
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RESUMO

Alguns micro-organismos causadores de infec¢des e veiculados por alimentos industrializados sdo
removidos dos mesmos por tratamento térmico ou acidifica¢do, enquanto outros sdo de dificil eliminagdo
e requerem o uso de conservantes. Assim, acidificou-se meio de cultura TSA (Tripticase-Soja-Agar) com
acido citrico (pH 3,5 e 5) e acrescentou-se a0 mesmo quantidades especificas de metabissulfito de sédio
(MBS), benzoato de sédio (BS) e sorbato de potdssio (SP). Apds inoculagdo com suspensdes aquosas (100
uL = 10* células) de Escherichia coli, Bacillus cereus, Salmonella Enteritidis e S. Typhimurium, e incubago
por 24-72 h, mensurou-se o nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) nos cultivos, visando obter
a concentragdo minima de cada conservante capaz de inibir (CIM) os isolados estudados in vitro e fornecer
subsidios para sua utiliza¢do industrial em quantidades apropriadas. B. cereus foi o isolado mais suscetivel a
MBS, BS e SP (respectivamente 75, 275 e 750 mg.L!), seguido por E. coli (respectivamente 75, 350 e 1000
mg.L-1). Osisolados de Salmonella foram os mais resistentes, sendo seu crescimento completamente inibido
por 1000 mg BS.L, mas apenas reduzido por 1250 mg SP.L"'. MBS inibiu totalmente S. Typhimurium a
75mg.L"! e S. Enteritidis a 200 mg.L ™.

Palavras-chave. metabissulfito de sédio, benzoato de s6dio, sorbato de potdssio, Salmonella, Escherichia
coli, Bacillus cereus.

ABSTRACT

Some microorganisms that cause infections are served by processed foods, being removed from them by
heat treatment or acidification, while others are difficult to remove and require the use of preservatives.
Thus, in the culture medium TSA (trypticase-soya-agar, acidified with citric acid (pH 3.5 and 5.0), it was
added specific quantities of sodium metabisulphite (MBS), sodium benzoate (SB) and potassium sorbate
(PS). After inoculation with aqueous suspensions (100 uL = 10* cells) from Escherichia coli, Bacillus cereus,
Salmonella Enteritidis and S. Typhimurium, and incubation for 24-72 h, the number of colony-forming
units (CFU) in the cultures was measured to obtain the minimum concentration of each preservative
capable of inhibiting (MIC) in vitro the studied isolates, and provide subsidies for their industrial use in
appropriate quantities. B. cereus was the isolate more susceptible to MBS, BS and PS (respectively 75, 275
and 750 mg.L"), followed by E. coli (respectively 75, 350 and 1000 mg.L-1). Isolates of Salmonella were the
most resistant, and their growth were completely inhibited by 1000 mg BS.L"!, but only reduced by 1250
mg PS.L'. MBS completely inhibited S. Typhimurium to 75 mg.L" and S. Enteritidis to 200 mg.L".

Key words. sodium benzoate, potassium sorbate, sodium metabisulphite, Salmonella, Escherichia coli,
Bacillus cereus.
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INTRODUCAO

O preparo ou armazenamento inadequado de alimentos
pode levar consumidores a apresentarem desde pequenos
desconfortos intestinais até doengas graves, devido
a contamina¢dao por micro-organismos patogénicos.
Para a inddstria, o problema é agravado, ja que muitas
vezes isso resulta em grandes perdas financeiras', por
comprometer seriamente a imagem do produto, e
possiveis exportacdes™?.

Asbactérias patogénicas causam disttirbios nao s6
pela sua capacidade invasiva, mas também pela producdo
de toxinas™. Algumas delas sdo facilmente removidas
por tratamento térmico, outras sao termorresistentes,
como cianobactérias, tiobacilos, bacilos e clostridios,
que apresentam temperatura de crescimento em torno
de 45°C, podendo a maxima ultrapassar os 70°C, sendo
de dificil eliminagao’.

Niao se pode ter certeza que alimentos dcidos
estejam livres de bactérias patogénicas, uma vez que
algumas linhagens podem sobreviver em pH 2,5 por 2 h
ou mais™®. Na dltima década, varias surtos causados por
Escherichia coli O157:H7, Salmonella, Cryptosporidium
e virus Norwalk foram associados ao consumo de suco
de fruta nao pasteurizado ®”*°. Mas sucos pasteurizados
também sdao alvo de bactérias dcidotermoédfilas, como
Alicyclobacillus acitoterrestris'™.

Em estudos realizados por Tha et al.’ no Estado
de Sao Paulo, verificou-se a presenca de coliformes a
45°C em suco de laranja pasteurizado. Sugai et al.!!
também constataram que, em decorréncia do tempo
de armazenamento, o ntumero de células de bactérias
mesofilicas e de fungos filamentosos ou leveduriformes
aumentou em amostras de suco de laranja. J4 no
caso de leite tratado por temperatura extremamente
elevada (UHT - ultra-high temperature), também foi
demonstrada a contamina¢do por diferentes bactérias,
inclusive Bacillus cereus'.

Assim, em alguns alimentos, como sucos, geleias,
bolos, queijos, carnes, o uso de conservantes tem sido uma
boa solugdo para inviabilizar a multiplicagao bacteriana,
seja agindo diretamente sobre elas ou potencializando o
efeito de algum antibiético. A enterocina EJ97 produzida
por Enterococcus faecalis E]97, por exemplo, tem efeito
bactericida contra cepas INRA P53-2 de B. macroides/B.
maroccanus isoladas de puré vegetal deteriorado. Essa
atividade é menor em pH 5,0 e muito baixa em pH 9,0,
mas potencializada por nitrito de sédio, benzoato de
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sodio (BS), lactato de sddio e tri-polifosfato de sddio*.
Alguns desses aditivos, contudo, sio mais eficientes
contra fungos, sendo pouco indicados para o controle
bacteriano. Dentre as bactérias sensiveis estdo os
coliformes, as salmonelas, Staphylococcus aureus e Vibrio
parahaemolyticus®.

Banks e Board* e Wibowo et al.’ relataram que
baixas concentra¢oes de diéxido de enxofre (SO,),
variando de 100 a 200 mg.L", tém efeito bacteriostatico
contra Acetobacter spp. e bactérias produtoras de dcido
latico em pH écido, enquanto concentra¢des maiores
desse produto tém efeito bactericida. O crescimento
de salmonelas e outras enterobactérias foi inibido em
molho inglés* quando utilizou-se 600 mg.L" de SO, e o
de bactérias laticas foi inibido por concentragdes de 1-10
mg.L"' desse mesmo produto em derivados de frutas’
com pH < 3,5.

Salienta-se que quando usados em quantidades
excessivas, os conservantes podem ocasionar riscos a
satide humana, variando desde pequenas intolerancias
até casos de urticdria, asma, renites, ou mesmo de choque
anaﬁléthOS 14,15, 16,17, 18, 19.

A fim de fornecer subsidios para minimizar o
uso de quantidades inadequadas de conservantes pela
indtstria de alimentos e, portanto, a ingestdo impropria
dos mesmos pela populacio, determinou-se neste estudo
a concentragao minima de metabisulfito de s6dio (MBS),
benzoato de sédio (BS) e sorbato de potdssio (SP)
necessaria para inibir (CIM) in vitro o crescimento de
Escherichia coli, Bacillus cereus, Salmonella Enteritidis, S.
Typhimurium.

MATERIAL E METODOS

As andlises fisico-quimicas e microbioldgicas foram
realizadas no Laboratério de Bioquimica do Parasitismo
e Microbiologia Ambiental, Instituto de Quimica e
Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL).

= Micro-organismos

As cepas de Salmonella Typhimurium, S. Enteritidis,
Bacillus cereus e Escherichia coli foram isoladas de alimentos
e gentilmente cedidas pela Prof2 Dr2 Maria Cristina Delgado
da Silva, do Lab. de Microbiologia de Alimentos, Faculdade
de Nutrigao /UFAL. Esse material foi reinoculado em meio
Agar Nutriente (AN) Oxo0id®, previamente esterilizado,
solidificado e inclinado em tubos, e apds 48 h de incubagao
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a 30 + 2 °C no abrigo de luz, o mesmo foi armazenado a
6 + 2 °C para posterior utilizacdo.

A medida que os experimentos foram realizados,
as culturas mantidas sob refrigeragao foram ativadas.
Para isso, foram primeiramente repicadas no mesmo
tipo de meio contido em placas de Petri esterilizadas, e
incubadas por 24 h a 30 + 2 °C no escuro.

= Meio com conservante

Em frascos Erlenmeyer (500 mL), depositou-se a quantia
do meio TSA (Tripticase-Soja-Agar) indicada pelo
fabricante (Oxo0id®) para o preparo de 250 mL de meio,
e acrescentou-se apenas 240 mL de dgua destilada estéril
fervente, submetendo-se o material a aquecimento sob
agita¢do para a completa homogeneizagao.

Em seguida, tais meios foram autoclavados
(120°C, 1 atm, 20 min) e, apds resfriamento até 45 +
20C, mensurou-se o pH dos mesmos, ajustando-se este
com 4cido citrico, para 3,5 e 5,0. Adicionou-se aos meios,
entdo, em condigoes assépticas, 10 mL de solugao aquosa
de conservante, filtrada através de seringa acoplada a
membrana Sartorius (6= 47 mm; 0,22 pm), e completou-
se assim o volume de cada um para 250 mL. Tal solugao
foi preparada dissolvendo-se o conservante em agua
destilada.

Os conservantes e respectivas concentragdes finais
nos meios com dois diferentes pHs foram os seguintes: a)
MBS: 0, 10, 50, 75, 100, 200 e 300 mg.L}; b) BS: 0, 250,
275, 300, 350, 400, 500, 750 e 1000 mg.L*; c) SP: 0, 250,
500, 750, 1000 e 1250 mg.L"'. Ap6s homogeneizagao do
conservante no meio, o mesmo foi vertido em placas de
Petri esterilizadas e aguardou-se sua solidificagao para
posterior inocula¢do (item anterior), e avaliagio do
efeito antimicrobiano conforme método descrito por
Tosi et al.?* As concentra¢does méaximas testadas referem-
se aquelas utilizadas na industria e preconizadas na
legislagdo.

Os experimentos seguiram delineamentos total-
mente casualisados, com trés réplicas por tratamento
(micro-organismo X pH X cada concentragio de
conservante), totalizando 168 placas para cada ensaio
do MBS, 216 placas para o ensaio do BS e 144 placas
para o ensaio com SP, sendo cada um desses testes
repetido em trés ocasides. Os dados foram submetidos
a Anilise de Variancia através do teste F, e as médias
dos tratamentos independentes comparadas através
do teste de Tukey ao nivel de significancia de 5% de
probabilidade (p< 0,05). O programa utilizado para o

processamento e andlise estatistica foi o SAS (Statistical
Analysis System), versdao 9.1.%

= Inoculagio e ensaios no meio com conservante
Culturas ativadas dos isolados em meio TSA (24 h) foram
lavadas com 10 mL de dgua estéril, e cada suspensao de
células foi recuperada individualmente em tubo estéril.
Uma aliquota de 1 mL de cada suspensdo bacteriana foi
adicionada a 9 mL de dgua estéril e novas diluigoes foram
efetuadas (10 ou 107), procedendo-se a contagem das
células com auxilio de Camara de Neubauer. A partir
dessas contagens, efetuou-se uma dilui¢ao final de
cada suspensao dos micro-organismos para 10° células.
mL’, coletando-se das mesmas 100 pL (10* células)
para inoculacdo nas placas contendo TSA (pH 3,5 e
5,0) com conservante. Esse indculo foi homogeneizado
sobre a superficie do meio com auxilio de uma al¢a de
Drigalski, e as culturas foram incubadas a 30 £ 2° C por
24,48 e 72 h, no abrigo da luz. O controle de cada ensaio
correspondeuaomeio TSA (pH 3,5 e 5,0) sem conservante
(concentragao 0 mg.L"), também inoculado.

A cadaintervalo de tempo, efetuou-se a contagem
de unidades formadoras de colénia (UFC) das culturas.
Quando esse numero ultrapassou 270 colonias, foi
descrito como abundante (Ab).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ha virios relatos de sobrevivéncia de bactérias em pH
acido, principalmente para E. coli 7 e Salmonella sp. em
suco de maga (pH 3,0 - 4,0)%, porém, este ultimo nao
tem sido bem descrito em meio de cultura. No presente
estudo, entretanto, nao foi observado desenvolvimento de
qualquer dos isolados em meio com pH 3,5, contendo este
ou ndo conservante, mesmo apds 30 dias de incubacio.

Com relagdo aos meios onde o pH foi corrigido
para 5,0, os resultados constam nas Tabelas 1-4.

No caso de E. coli (Tabela 1), B. cereus (Tabela 2)
e S. Typhimurium (Tabela 3), verificou-se que o MBS foi
o conservante que apresentou a menor CIM (75 mg.L"),
mesmo ap6s 72 h de incubagdo. S. Enteritidis (Tabela 4),
entretanto, foi mais tolerante a tal produto, requerendo pelo
menos 200 mg.L! do mesmo para ser totalmente inibida.

Brenan et al.?> demonstraram que a CIM de MBS
frente a uma cepa Gram negativa de Pseudomonadaceae
presente em cogumelos fatiados para conserva foi de
2000 mg.L* in vitro, isto é, quase 27 vezes maior do que
a requerida para inibir o isolado de E. coli aqui estudado.
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Banks e Board?, em estudos envolvendo a preserva¢ao de
salsichas, demonstraram que as bactérias mais sensiveis a
MBS foram oito sorovares de Salmonella, inibidos em con-
centragoes de 15-109 mg.L", seguidos por E. coli, inibida
por concentragdes de 50-195 mg.L", Citrobacter freundii
(65-136 mg.L"), Yersinia enterocolitica (67-98 mg.L"),
Enterobacter agglomerans (83-142 mg.L™"), Serratia mar-
cescens (190-241 mg.L™") e Hafnia alvei (200-241 mg.L*).
Em estudos de Frank e Patel®, constatou-se que concen-
tragoes de 512 e 1024 mg.L"' de MBS exibem atividade
bactericida respectivamente contra isolados planctoni-
cos das bactérias Gram positivas Staphylococcus aureus/
S. lugdunensis e S. epidermidis. A concentracdo de 720

mg.L"! desse conservante inibiu o crescimento celular
dessas trés espécies em biofilme em formagao, porém,
biofilmes ja estabelecidos de S. aureus/ S. lugdunensis,
tratados com MBS por 24 h, sofreram apenas uma redu-
¢ao de 1,5 log na contagem de células vidveis. A partir
desses resultados com espécies de Staphylococcus in vitro,
os autores sugeriram o uso de MBS como uma estraté-
gia para inibir a colonizagao estafilocécica de cateteres,
prevenindo as infec¢des relacionadas ao uso desses. As
acOes mais provaveis para inibi¢do por sulfitos incluem
o rompimento da membrana plasmatica, a inativagao da
replicacdao do édcido desoxiribonucléico e da sintese ou
acdo de proteinas/enzimas citoplasmadticas ou ligadas a

Tabela 1. Contagem de Escherichia coli (Unidades Formadoras de Coldnias mL") ap6s 24, 48 e 72 h de incubacao
(30 £ 2 °C, escuro) em meio TSA (pH 5,0) acrescido de diferentes concentracdes de conservantes

CONSERVANTES *

Numero de UFC.mL"

o Tempo
24 h 48 h 72 h
CONTROLE Ab**a Ab**e Ab**a
MBS- 10 170,55 + 46,40° 2593,33 + 102,50° Ab**e
MBS- 50 70,00 + 30,80 « 275,66 + 85,90° 342,20 + 79,80¢
MBS- 75 of of 0°
MBS- 100 of of 0°
MBS- 200 of of 0°
MBS- 300 of of 0°
BS- 250 190,00 + 48,90° Ab**e Ab**a
BS- 275 53,33 + 28,70¢ 718,90 + 108,20¢ 1056,70 + 89,30°
BS- 300 7,80 + 6,66° 84,40 + 28,30° 107,80 + 74,10¢
BS- 350 of of 0°
BS- 400 of of 0°
BS- 500 o o 0°
BS- 750 o o 0e
BS- 1000 o' o' 0°
SP- - 250 201,11 £ 56,66° Ab**a Ab**a
SP- 500 153,33 £ 39,70 Ab**e Ab**a
SP- 750 91,11 £ 26,20 802,20 + 60,80° 1094,40 = 102,00°
SP- 1000 o o' 0°
SP- 1250 of of 0°

* MBS= Metabissulfito de sédio; BS= Benzoato de sodio; SP= Sorbato de potassio; ** Ab= n° de colénias em TmL > 2700 (abundante). Valores
seguidos de letras distintas dentro de uma mesma coluna apresentam diferencas significativas entre si ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05),

pelo teste de Tukey.
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membrana, ou, ainda, a reagdo com componentes indivi-
duais do metabolismo dos micro-organismos.

Por outro lado, a menor concentracao de BS
eficaz contra a bactéria Gram negativa E. coli (Tabela 1)
foide 350 mg.L", enquanto que o isolado Gram positivo
de B. cereus (Tabela 2) foi inibido por concentracdes de
BS superiores a 250 mg L', No caso do SP, foi necessaria
uma concentra¢ao minima de 1000 mg.L"' do mesmo
para inibi¢do do crescimento da cepa de E. coli (Tabela
1), enquanto que nem mesmo uma concentragao de
1250 mg.L! desse produto foi suficiente para inibi¢ao
do crescimento dos isolados de Salmonella (Tabelas
3 e 4). O crescimento in vitro de B. cereus (Tabela 2),

entretanto, foi inibido por concentracao de SP superior

a 500 mg.L.
Ostergaard* verificou que as bactérias Gram
negativas  Porphyromonas gingivalis e Treponema

socranskii, isoladas de placas dentais, s6 foram inibidas in
vitro por BS quando se utilizou cerca de 3000 mg. L do
mesmo. O mesmo autor verificou que nenhuma bactéria
Gram positiva dessas placas foi inibida por BS (CIM >
15000 mg.L").

Karabay e Sahin® verificaram que 36 isolados de
S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) e 29 isolados
de S. aureus sensiveis a esse antibidtico (MSSA), todos
clinicamente relevantes, foram inibidos in vitro por

Tabela 2. Contagem de Bacillus cereus (Unidades Formadoras de Col6nias mL") apds 24, 48 e 72 h de incubacao
(30 £ 2 °C, escuro) em meio TSA (pH 5,0) acrescido de diferentes concentracdes de conservantes

CONSERVANTES *

Numero de UFC.mL"

Tempo

(mg.L") 24h 48 h 72h
CONTROLE Ab**a Ab**a Ab**a
MBS- 10 128,90 + 27,10° Ab**a Ab* *a
MBS- 50 37,70 = 8,30¢ 2474,40 + 103,80° 515,50 + 70,60°
MBS- 75 0F 0¢ OF
MBS- 100 0e 0e 0e
MBS- 200 0e 0e 0e
MBS- 300 0e 0e 0e
BS- 250 0e 21,10 + 7,809 44,44 + 15,80¢
BS- 275 0e 0e 0e
BS- 300 0F oF OF
BS- 350 0e 0e 0e
BS- 400 0e 0¢ 0e
BS- 500 0¢ 0 Oe
BS- 750 0¢ 0¢ 0e
BS- 1000 0¢ 0¢ 0e
SP- 250 20,00 = 7,10¢ 73,33 = 31,66¢ 73,33 = 33,20¢
SP- 500 0e 7,80 + 6,66¢ 10,00 + 8,70¢
SP- 750 0e 0¢ 0e
SP- 1000 0¢ 0¢ Oe
SP- 1250 0¢ 0¢ (0N

* MBS= Metabissulfito de sddio; BS= Benzoato de sédio; SP= Sorbato de potassio; ** Ab= n° de colénias em 1mL > 2700 (abundante). Valores
seguidos de letras distintas dentro de uma mesma coluna apresentam diferencas significativas entre si ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05),

pelo teste de Tukey.
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Tabela 3. Contagem de Salmonella Typhimurium (Unidades Formadoras de Colonias mL™") apoés 24, 48 e 72 h de
incubacéo (30 + 2 °C, escuro) em meio TSA (pH 5,0) acrescido de diferentes concentracdes de conservantes

CONSERVANTES *

Numero de UFC.mL"!

Tempo
(mg.L")

24 h 48 h 72 h
CONTROLE Ap**a Ab**a Ab**a
MBS- 10 70,00 + 30,80¢ Ab**a Ab**a
MBS- 50 35,60 = 20,10¢ 343,33 + 62,66¢ 1456,70 + 97,50¢
MBS- 75 0f of 09
MBS- 100 of of 09
MBS- 200 of of 09
MBS- 300 of of 09
BS- 250 Ab**a Ab**a Ab* *a
BS- 275 Ab**a Ab**a Ab**a
BS- 300 Ab**a Ab**a Ab* *a
BS- 350 Ab**a Ab**a Ab**a
BS- 400 Ab**a Ab**a Ab**a
BS- 500 342,20 + 35,70P 2273,30 £ 106,20° Ab**a
BS- 750 47,80 = 19,20% 106,70 = 42,70¢ 1898,90 + 99,20¢
BS- 1000 of of 09
SP- 250 Ab**a Ab**a Ab**a
SP- 500 Ab**a Ab**a Ab**a
SP- 750 182,20 + 37,30°¢ 1767,80 + 82,90¢ 2326,60 + 142,90°
SP- 1000 57,80 £ 27,80 % 473,30 = 65,70¢ 817,80 = 61,20¢
SP- 1250 of 74,40 + 15,80¢ 95,60 + 31,70f

* MBS= Metabissulfito de sddio; BS= Benzoato de sodio; SP= Sorbato de potéssio; ** Ab= n° de colénias em 1mL > 2700 (abundante). Valores
seguidos de letras distintas dentro de uma mesma coluna apresentam diferencas significativas entre si ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05),

pelo teste de Tukey.

BS a uma concentra¢ao minima de 32 mg.L'. Karabay
et al.”* também verificaram o efeito do BS contra
Enterococcus faecalis e E. faecium, constatando que 90%
das células foram inibidas in vitro por concentracdes
respectivamente de 64 mg.L"! e 32 mg.L?, enquanto a
morte de 90% dessas populagdes exigiu o dobro dessas
concentragoes de BS.

Por outro lado, ja foi demonstrado que outras
espécies de bactérias Gram positivas, inclusive Bacillus,
sdo capazes de degradar o BS*»*%, assim como algumas
bactérias laticas em fermentacdo de azeitona preta
apresentam inclusive crescimento estimulado na presenca
de concentragdes de pelo menos 500 mg.L! de SP%.
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Crawford?, analisando bactérias esporuladas em
amostras de solo, verificou que das 12 cepas de Bacillus
examinadas, 9 eram B. brevis, duas eram B. sphaericus
e uma correspondia a B. megaterium, sendo que todas
degradavam m-hidroxibenzoato através da mesma via
(Figura 1). Essa degradagao comega com a hidroxilagao
da molécula a 2,5-di-hidroxibenzoato (gentisato),
o qual é oxidado pela gentisato 1,2-dioxigenase,
gerando maleil-piruvato. Este é hidrolizado sem prévia
isomerizacao cis, cis a cis, trans, rendendo piruvato e
acido maléico. Da mesma forma, a cepa termofilica
de B. stearothermophilus PKI1 utiliza benzoato,
3-hidroxibenzoato e gentisato como tunica fonte de
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Tabela 4. Contagem de Salmonella Enteritidis (Unidades Formadoras de Colénias mL") apds 24, 48 e 72 h de incubacao
(30 £ 2 °C, escuro) em meio TSA (pH 5,0) acrescido de diferentes concentracdes de conservantes

CONSERVANTES *

Numero de UFC.mL"!

Tempo
(mg.L")
24 h 48 h 72 h
CONTROLE Ap**a Ab**a Ab**a
MBS- 10 273,33 = 31,66° Ab**a Ab**a
MBS- 50 187,80 + 38,00¢ Ab**a Ab* *a
MBS- 75 108,90 + 29,30¢ Ab**a Ab**a
MBS- 100 23,30 + 11,70 848,90 + 53,00¢ 1268,90 + 80,10°
MBS- 200 on 09 of
MBS- 300 on 09 0of
BS- 250 Ab**a Ab**a Ab* *a
BS- 275 Ab**a Ab**a Ab**a
BS- 300 Ab**a Ab**a Ab* *a
BS- 350 Ab**a Ab**a Ab**a
BS- 400 Ab**a Ab**a Ab**a
BS- 500 211,10 = 49,10 2573,30 + 88,80° Ab**a
BS- 750 0 73,30 + 13,30¢ 241,10 + 49,10¢
BS- 1000 on 09 0of
SP- 250 Ab**a Ab**a Ab**a
SP- 500 Ab**a Ab**a Ab**a
SP- 750 168,90 + 28,90¢ 2654,40 + 95,40° Ab**a
SP- 1000 30,00 =+ 13,30 571,10 = 69,00¢ 1057,80 + 71,60¢
SP- 1250 12,20 £ 9,709 21,10 = 7,80 24,40 = 11,30¢

* MBS= Metabissulfito de sddio; BS= Benzoato de sodio; SP= Sorbato de potéssio; ** Ab= n° de colénias em 1mL > 2700 (abundante). Valores
seguidos de letras distintas dentro de uma mesma coluna apresentam diferencas significativas entre si ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05),

pelo teste de Tukey.

carbono e energia, embora nio seja capaz de degradar
2- e 4-hidroxibenzoato, 2,3- e 3,4-di-hidroxibenzoato
e catecol. A degradacio do benzoato ocorre via
benzoil-coenzima A (benzoil-CoA) e gentisato, sendo
que a enzima induzivel benzoil-CoA ligase converte
benzoato (mas nao o 3-hidroxibenzoato) ao tioester
(coenzima-A). A gentisato 1,2-dioxigenase desse micro-
organismo é extremamente dependente da adigdo de
Fe?*, sendo inibida na auséncia deste ou na presenca de
agentes quelantes de metais, justificando a importancia
do Fe?* para a catdlise em questao®.

O benzoato, portanto, é utilizado para inibir
a oxida¢do do piruvato em nivel do acetato (Acetil-

Coa), fazendo com que Bacillus sp. se utilize da via
fermentativa produzindo 4cido latico, diminuindo sua
eficiéncia energética e velocidade de reproduc¢do. No
presente estudo, o crescimento de B. cereus diminuiu de
acordo com o aumento da concentra¢ao de benzoato até
ser totalmente inibido.

A concentragao de conservante necessaria para
inibir totalmente o crescimento das espécies bacterianas
estudadas foi inferior a utilizada por algumas industrias
dealimentos que, em geral, utilizam a quantidade méxima
permitida pela legislacio vigente’***** sem realizar
ensaios que minimizem a concentragdo de aditivos
inseridos em seus produtos. Conforme essa legislacao,
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Figura 1. Degradacdo de gentisato (2,5-di-hidroxibenzoato). A) via de degradacdo do m-hidroxibenzoato por espécies de
Bacillus, de acordo com Crawford27. B) via de degradacao do gentisato, conforme descrito originalmente por Lack30

os valores maximos de MBS variam até 600 mg.L’,
dependendo do alimento em que deve ser adicionado.
Jé o SP tem seu limite méximo fixado em 2000 mg.L",
enquanto o BS chega a atingir 3000 mg.L"', como no
caso de leite de coco pasteurizado. Wind e Restaino®
mostraram que o SP em concentracdes de 3000
mg.L! permitiu o crescimento de Zygosaccharomyces
bailii em maioneses. Concentracdes mais elevadas
de conservantes nio podem ser aplicadas, devido a
limitacoes legais e alteragdes do sabor do produto.
Tais estudos indicam que a utiliza¢ao de ingredientes
de elevada qualidade em termos microbioldgicos e o
fabrico consoante as normas de boas praticas de higiene
sdo critérios fundamentais para evitar a proliferacao de
leveduras de contaminagao.

E importante atentar para esse fato, visando re-
duzir os riscos a satide humana, nio somente no senti-
do de prevenir a presenca de bactérias patogénicas, mas
também de evitar possiveis casos de alergias, dentre ou-
tros males causados pelo uso excessivo de conservantes
pela industria de alimentos. Para tanto, seria ideal o es-
tabelecimento de procedimentos de rotina para testar,
em seus laboratdrios de controle de qualidade, concen-
tracdes menores do que as maximas estabelecidas pela
legisla¢ao, contra micro-organismos indicadores (coli-
formes e outros mais especificos para cada alimento).
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CONCLUSAO

Verificou-se que, para os micro-organismos aqui
estudados, o metabissulfito de s6dio apresentou uma
maior eficiéncia em termos de inibi¢ao de crescimento,
em menores concentracdes que os demais conservantes
testados in vitro, e em menores concentragdes do que o
comumente utilizado pelas inddstrias. Dentre os micro-
organismos testados, o isolado de Bacillus cereus foi o
mais suscetivel aos conservantes estudados, apresentando
menores taxas de desenvolvimento.
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RESUMO

No presente trabalho foram avaliados a a¢ao antioxidante do extrato de sementes de limao adicionado
ao 6leo de soja, submetido a termoxidagdo, e o seu efeito sinergistico com o antioxidante sintético terc-
butilhidroquinona (TBHQ). Desta forma, foram preparados os seguintes tratamentos: Controle, TBHQ
(50 mg.kg!), ESL (2.400 mg.kg"' Extrato de Sementes de Limao), Mistura 1 (ESL + 50 mg.kg' TBHQ) e
Mistura 2 (ESL + 25 mg.kg! TBHQ), que foram incubados a 180°C durante 20 horas. As amostras foram
coletadas nos intervalos de tempo de 0, 5, 10, 15 e 20 horas e analisadas quanto ao indice de per6xidos e
dienos conjugados. Os resultados obtidos das determinagdes analiticas foram estatisticamente estudadas pela
andlise de variancia e teste de Tukey a 5% de nivel de significincia, em esquema fatorial, no delineamento
inteiramente randomico. Verificou-se que o ESL e as Misturas 1 e 2 apresentaram capacidade de retardar
a oxidagdo lipidica, quando adicionados ao 6leo de soja. Entretanto, as Misturas 1 e 2 apresentaram um
maior poder antioxidante, o que comprova o efeito sinergistico dos antioxidantes em estudo.

Palavras-chave. extrato de sementes de liméo, indice de peréxidos, dienos conjugados, termoxidacéo.

ABSTRACT

The present study evaluated the antioxidant activity of lemon seed extract added to soybean oil, submitted
to thermoxidation, and its synergistic effect with synthetic antioxidant tertiary-butylhydroquinone (TBHQ).
For carrying out the proposed investigation, the following treatments were prepared: Control, TBHQ (50
mg.kg!), LSE (2.400 mg.kg"' Lemon Seed Extract), Mixture 1 (LSE + 50 mg.kg" TBHQ), and Mixture 2 (LSE
+ 25 mg.kg' TBHQ). These preparations were incubated at 80°C for 20 hours, and samples were collected
at time intervals of 0, 5, 10, 15, and 20 hours which were analyzed in regarding to peroxide indices and
conjugated dienes. The obtained results from the analytical determinations were statistically analyzed as for
variance analysis and Tukey test at 5% significance level, at factorial scheme, using completely randomized
experimental delineation. The LSE, Mixtures 1 and 2 presented the ability in delaying the lipid oxidation,
when added to the soybean oil. However, Mixtures 1 and 2 presented a highest antioxidant ability, and
thus proved the synergistic effect of these investigated antioxidants.

Key words. lemon seeds extract, peroxide index, conjugated dienes, thermoxidation.
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INTRODUCAO

A soja é um produto agricola de grande interesse mundial
gracas a versatilidade de aplicagao de seus produtos na
alimenta¢ao humana e animal e ao seu valor econdémico
nos mercados nacional e internacional'.

O Brasil é responsdvel por cerca de 28% da
produgdo mundial de soja, com a safra de 2006 estimada
ao redor de 57 milhoes de toneladas. O pais é o segundo
maior produtor e exportador mundial de soja em grao,
farelo e dleo de soja’.

O 6leo de soja, um dos mais sauddveis em seu
segmento, contém em sua composi¢do o maior teor de
acidos graxos poli-insaturados, sendo mais abundantes
os 4cidos linoleico e linolénico, que sdo essenciais ao
organismo e, como nao sao sintetizados pelo corpo
humano, devem ser ingeridos através dos alimentos®.

O retardo ou a preven¢ao da oxidagao lipidica,
uma das principais causas de deteriora¢do no processo
de aquecimento de dleos vegetais, pode ser realizado
pela adi¢do de antioxidantes, que mantém a qualidade
do alimento®. No entanto, o emprego de antioxidantes
sintéticos na industria de alimentos tem sido alvo de
questionamentos quanto a sua inocuidade. Sendo
assim, pesquisas sdo realizadas em busca de compostos
naturais que apresentem esta propriedade funcional,
podendo atuar como alternativa para prevenir a
deterioragao oxidativa de alimentos e diminuir o uso
dos antioxidantes sintéticos.

O TBHQ ¢ considerado o melhor antioxidante
sintético para 6leos sob temperaturas elevadas, pois resiste
ao aquecimento. Estudos toxicolégicos tém demonstrado
a possibilidade desse antioxidante apresentar efeito
carcinogénico em experimentos com animais’. Por esse
motivo, o uso de antioxidantes sintéticos é restringido
em varios paises, visto que existe a possibilidade de terem
efeitos indesejaveis para a saide humana®.

O TBHQ nio é permitido no Canadd e na
Comunidade Econémica Européia’. No Brasil, o uso de
antioxidantes é controlado pelo Ministério da Satide que
limita 200 mg.kg™' para BHA e TBHQ e 100 mg.kg™ para
BHT como concentragdes méaximas permitidas®.

Por vérias décadas os pesquisadores tém
demonstrado um grande interesse em identificar e isolar
antioxidantes naturais, devido a rejeicdo de aditivos
sintéticos em alimentos’. Dentre as indmeras fontes de
antioxidantes naturais estao incluidos cereais’, sementes e
casca de frutas citricas'’, cogumelos'!, ervas e especiarias'?
e plantas medicinais®.

O limao é uma fruta citrica rica em vitaminas,
principalmente vitamina C, fibras e potdssio'. E
extensamente cultivado em pomares e viveiros, pois
induz a maturagao precoce das frutas, proporcionando
melhores pregos no inicio da safra. E utilizado para a
fabricaciao de sucos naturais e concentrado, além de ser
tecnologicamente usado como flavorizante em alimentos,
devido ao 6leo essencial presente em sua casca.

O Brasil se destaca como o segundo maior
produtor de frutos citricos e o maior exportador de sucos
citricos. A produgdo brasileira de limdo esta localizada
no Estado de Sdo Paulo, sendo o primeiro produtor
destes frutos, representando 81,3% da produgdo,
seguido pelo Rio de Janeiro e Bahia com 3,9 e 2,7%,
respectivamente's.

Grande parte do residuo sélido das sementes de
limao é uma fonte inexplorada de 6leo que pode alcangar
55% de rendimento’. Este 6leo pode ser aproveitado pela
industria alimenticia, farmacéutica e de cosméticos. As
frutas citricas sao conhecidas por conterem antioxidantes
naturais na polpa, nas sementes e na casca'’.

Tendo em vista os indicios de problemas que
podem ser provocados pelo consumo de antioxidantes
sintéticos, varios estudos tém sido conduzidos com a
finalidade de substitui-los por antioxidantes naturais ou
fazer associac¢des entre eles, com o intuito de diminuir
sua quantidade nos alimentos'®. Além disso, estudos
epidemioldgicos sugerem que antioxidantes naturais
podem ser benéficos ao organismo humano, prevenindo
doengas’, porém faz-se necessirio submeter estes
antioxidantes a testes toxicoldgicos.

Considerando o elevado consumo de alimentos
fritos, o interesse em reduzir as alteragdes que ocorrem
no 6leo durante o processo de aquecimento e o estimulo
a substitui¢do ou diminui¢ao do uso de antioxidantes
sintéticos, torna-se necessario estudar aacdo antioxidante
do extrato de sementes de limdo adicionado ao 6leo de
soja sob termoxi¢ao e também o seu efeito sinergistico
com o antioxidante sintético TBHQ, atualmente
utilizado pelas industrias de alimentos com a finalidade
de retardar as alteragdes oxidativas.

MATERIAL E METODOS

= Sementes de limao

As frutas maduras, variedade galego, foram provenientes
de uma planta¢ao na regiao de Itajobi/SP, colhidas em
Janeiro de 2007. Os limdes foram cortados pela metade e
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as sementes retiradas manualmente e, em seguida, lavadas
ligeiramente com dgua destilada para remover restos de
polpas e acgucares soluveis provenientes das frutas. As
sementes foram secas em estufa, com circulagdo de ar
forgada, a 45°C por 24 horas para redugao do teor de
umidade abaixo de 10%. Depois, foram armazenadas
em recipientes pldsticos, vedados com tampas de rosca e
devidamente rotulados, para andlises posteriores.

= Oleo de soja

Paraarealizagdao do experimento foi utilizado 6leo de soja
refinado, sem adi¢ao de antioxidantes sintéticos (TBHQ
e acido citrico). Utilizaram-se embalagens contendo 900
mL de 6leo de soja, processado pela empresa Cargill
Agricola S/A, Uberlandia-MG.

= Antioxidantes

O antioxidante sintético utilizado foi o terc-
butilhidroquinona (TBHQ), apresentado na forma em
po, fornecido pela empresa Danisco S/A.

O extrato metandlico de sementes de limao
foi obtido de acordo com a metodologia descrita por
Pereira'®. As sementes de limao desidratadas e trituradas
(10 g) foram mantidas sob agitacio permanente
com metanol (100 mL) a temperatura ambiente
(25 + 2°C), durante seis horas e, em seguida, a mistura
foi centrifugada a 3.000 rpm, por dez minutos. Apés
a transferéncia do sobrenadante, o precipitado foi
novamente submetido ao processo de extracdo nas
mesmas condigoes anteriormente explicitadas, e os
sobrenadantes resultantes da extracao foram combinados.
Em seguida, procedeu-se a remocgao do solvente utilizado
para a obten¢ao do extrato metandlico, sob pressao
reduzida a 40°C. O extrato seco foi pesado e ressuspenso
em metanol, obtendo-se solu¢do-estoque contendo um
grama de extrato metanélico para cada dez gramas de
solvente metanol (1:10), utilizada para aplicacido direta
no 6leo de soja.

= Ensaio experimental

Foram submetidos a termoxidagdo os seguintes
tratamentos, conduzidos com duas repeti¢oes: i) 6leo
de soja sem adi¢ao de antioxidantes sintéticos e acido
citrico (Controle), ii) 6leo de soja com adi¢dao de 2.400
mg.kg! de extrato de sementes de limao (ESL), iii) éleo
de soja com adi¢ao de 50 mg.kg' de TBHQ (TBHQ),
iv) 6leo de soja com adi¢do da mistura de antioxidantes,
ou seja, 2.400 mg.kg" de extrato de sementes de limao e
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50 mg.kg"' de TBHQ (Mistura 1) e v) 6leo de soja com
adi¢ao da mistura de antioxidantes, ou seja, 2.400 mg.kg™!
de extrato de sementes de limao e 25 mg.kg"' de TBHQ
(Mistura 2).

Os tratamentos foram realizados em chapa
aquecida, utilizando-se béqueres de 50 mL contendo 30
mL de amostra com rela¢do superficie/volume 0,4 cm™.
A temperatura foi monitorada a 180 + 5°C.

O experimento foi conduzido de modo
descontinuo, sendo realizadas 10 horas de aquecimento
por dia, cujas amostras foram tomadas nos periodos de
tempo 0, 5, 10, 15 e 20 horas. As amostras, nos diferentes
intervalos de tempo, foram recolhidas em frasco &mbar,
inertizadas com nitrogénio gasoso e armazenadas a
temperatura de aproximadamente -18°C até o momento
das andlises.

= Métodos

Com o objetivo de determinar as alteragoes oxidativas
primdrias, utilizaram-se anélises de per6xidos e dienos
conjugados para a avaliagao das amostras obtidas durante
a termoxidacao.

= Indice de peréxidos

Denomina-se indice de perdxidos a quantidade de
oxigénio ativo, calculada em miliequivalentes, contida
em um quilograma de 6leo, medida a partir do iodo
liberado do iodeto de potdssio pelos peréxidos presentes
no 6leo. Esse indice foi determinado segundo a norma da
AOCS Cd 8-53".

= Dienos conjugados

Este método determina dienos conjugados presentes na
matéria graxa, expressos como porcentagem de dcidos
diendicos conjugados, ap6s leitura da absorbancia a 233
nm. A determina¢do de dienos conjugados foi efetuada
de acordo com o método oficial AOCS Ti la-64".

= Delineamento experimental
Para as amostras submetidas a termoxida¢ao foram
considerados o0s seguintes fatores: Tratamentos
(Controle, ESL, TBHQ, Mistura 1 e Mistura 2) e Tempos
de aquecimento (0, 5, 10, 15 e 20 horas).

Os resultados obtidos para indice de peréxidos
e dienos conjugados, em duas repeti¢des, foram subme-
tidos a andlise de variancia para determinar a influéncia
dos fatores sobre a alteracao das amostras de dleos sub-
metidos a termoxidagdo. O experimento foi realizado em
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esquema fatorial 5 x 5, no delineamento inteiramente
casualizado®. A andlise de variancia e o teste de Tukey
para as médias a 5% foram obtidos por meio do pro-
grama ESTAT — Sistema para Andlises Estatisticas, ver-
sdao 2.0%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

= Indice de peré6xidos
A Tabela 1 apresenta as médias de indice de perdxidos
e dienos conjugados para a interagdo tratamentos X
tempos de aquecimento. Observa-se que houve um
acréscimo no indice de peréxidos para os tratamentos até
o tempo de 20 horas de termoxidagao, havendo diferenca
significativa entre os tempos de aquecimento.

Nota-se que no tempo inicial o ESL apresentou
maior agdo protetora ao 6leo, seguido da Mistura 2 e
TBHQ. De 5 até 15 horas de aquecimento, os teores de
perdxidos dos tratamentos ESL, Mistura 1 e Mistura 2
nao diferiram significativamente, apresentando-se mais
eficientes na prote¢dao do 6leo, com relacdo a formagao
de peréxidos.

Os tratamentos ESL, TBHQ, Misturas 1 e 2
reduziram a formacio de perdxidos em 47%, 34% e
36%, respectivamente, as 15 horas a 180°C. Verifica-se
que a adigao do extrato metandlico de sementes de limao
ao 6leo de soja foi tao eficiente quantoas misturas de
antioxidantes, contra a formacao de peréxidos.

No final do processo os tratamentos estudados
nao diferiram estatisticamente do controle. Os
perdxidos, por serem instdveis, sao rapidamente
formados e quebrados em compostos menores. Apds
20 horas de aquecimento, encontram-se dentro da
margem permitida pelas normas que regulamentam a
adequacao de dleo de soja refinado para consumo no
Brasil, a Portaria 482/99-ANVISA, que estabelece o
limite mdximo de 10 meq.kg" de 6leo*.

Andreo® verificou que o TBHQ apresentou
maior a¢do protetora ao dleo, seguido do extrato natural
de gengibre e da mistura de extrato com TBHQ. Porém,
estes tratamentos tiveram uma rdpida perda da agdo
antioxidante a 180°C, mas o TBHQ foi o primeiro a
perder sua eficiéncia contra a formagao de peréxidos no
6leo termoxidado.

Tabela 1. Médias de indice de peréxidos e dienos conjugados para a interacdo tratamentos x tempos de

aquecimento

Tempos de aquecimento (horas)

Tratamentos
0 5 10 15 20

indice de peréxidos (meq.kg™)

Controle 1,95¢A 5 AR 7,674 8,87bA 10,0534
ESL 1,65¢8 2,7549¢ 3,67 4,66°¢ 10,054
TBHQ 1,85¢48 3,92 4,75 5,8508 10,084
Mistura 1 1,90¢A 2,059 3,61¢ 5,69b¢ 10,1924
Mistura 2 1,76+ 2,904¢ 3,37« 5,66°¢ 10,112~
Dienos conjugados (%)

Controle 0,28 0), 75 1,674 2,19bA 3 02
ESL 0,27 0,619 1,524 1,848 2,49
TBHQ 0,24¢A 0,6598 1,684 2,240A 2,934
Mistura 1 0,265 0,527 1,05 1,545¢ 2,24
Mistura 2 0,24 0,49% 1,79 1,52b¢ 2,19:¢

Controle: 6leo de soja; ESL: extrato de sementes de limdo (2.400 mg.kg™"); TBHQ: terc-butilhidroquinona (50 mg.kg™); Mistura 1: ESL (2.400 mg.kg™")

+ TBHQ (50 mg.kg™"); Mistura 2: ESL (2.400 mg.kg™) + TBHQ (25 mg.kg™).

a, b... (linha) - médias seguidas de mesma letra mintscula nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
A, B... (coluna) - médias seguidas de mesma letra maitscula ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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= Dienos conjugados

O acompanhamento dos espectros de absor¢ao na faixa
do ultravioleta das amostras de 6leo fornecem uma
boa indicagao das alteragoes que ocorrem durante o
processo oxidativo. Por serem instdveis, os perdéxidos
sdo rapidamente formados e quebrados em compostos
menores, porém, os dienos conjugados que se formam
concomitantemente permanecem no 6leo aquecido®.

De acordo com a Tabela 1, observa-se que houve
um acréscimo nos valores de dienos conjugados para
todos os tratamentos, com o aumento do tempo de
aquecimento.

Verifica-se que no inicio (0 hora) nao houve
diferenca de dienos conjugados nos tratamentos
utilizados. Esta diferenca comecou a ser detectada
estatisticamente apenas a partir de 5 horas. Observa-se no
tempo de aquecimento de 10 horas, que os tratamentos
ESL e TBHQ néo foram eficientes contra a formagdo de
dienos conjugados, pois ndo diferiram do controle.

Os tratamentos ESL, Mistura 1 e Mistura 2
demonstraram desempenhos estatisticamente dife-
rentes ao controle a ao TBHQ somente a partir de
15 horas de termoxidagdao. No final do processo, a
atividade antioxidante das Misturas 1 e 2, destacaram-
se, apresentando menores niveis de dienos conjugados
que o ESL. O TBHQ nao diferiu do controle em todos os
tempos de aquecimento.

Ao final do processo, as Misturas 1 e 2 foram
capazes de reduzir em 26 e 27%, respectivamente, a
formagao de dienos conjugados e o ESL reduziu em
apenas 17% a formacao destes compostos.

Ramalho e Jorge* encontraram valores de dienos
conjugados semelhantes aos determinados no presente
trabalho, para o éleo de soja termoxidado a 180°C. Os
valores de dienos conjugados para o 6leo de soja no
tempo inicial e apds 10 horas de aquecimento, foram de
0,26 e 1,61%, respectivamente.

CONCLUSAO

A capacidade antioxidante das Misturas 1 (ESL + 50
mg.kg' TBHQ) e 2 (ESL + 25 mg.kg' TBHQ), superou o
ESL e o TBHQ, adicionados ao 6leo de soja na dosagem
de 50 mg.kg™. Portanto, o efeito sinergistico foi constatado
entre os antioxidantes testados durante a termoxidacao.
O tratamento Mistura 2 pode ser sugerido como
uma prética tecnologicamente vidvel para reduzir a
degradacao oxidativa de 6leos e gorduras, pois a ac¢ao
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antioxidante dos tratamentos testados neste estudo foi:
Mistura 1 = Mistura 2> ESL > TBHQ > Controle.
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RESUMO

Com o objetivo de avaliar a qualidade dos chds de camomila (Matricaria recutita), comercializadas
na cidade de Umuarama-Parand, essas amostras foram analisadas quanto a autenticidade do produto,
caracteristicas organolépticas, pureza, teor de umidade e cinzas totais, rotulagem e peso médio, em relagdo
aos correspondentes dados indicados no rétulo da embalagem. A presente analise mostrou a presenca de
taxas de impurezas acima de 5% em 85,7% das amostras de chd em forma de capitulos florais integros e em
100% das amostras comercializadas na forma de sachet. O elevado teor de matéria organica estranha altera
as caracteristicas organolépticas do chd. Quanto aos descritivos nos rétulos da embalagem dos produtos
verificou-se a falta de informagdes, o qual indica a ndo conformidade com a legisla¢ao vigente. Os dados do
presente trabalho mostram que a maioria dos produtos comercializados no se encontrava em concordancia
com alegislacao vigente. Torna-se, portanto, necessdria maior assiduidade na agdo fiscalizadora dos produtos
alimenticios comercializados pela Vigilancia Sanitéria.

Palavras-chave. Matricaria recutita, ASTERACEAE, controle de qualidade, camomila.

ABSTRACT

The quality of chamomile (Matricaria recutita) tea marketed in the Umuarama City, Pr was assessed. The
product authenticity, organoleptic characteristics, purity, humidity, total ashes contents, products labeling,
and medium weight of collected samples were analyzed. In 85,7% of the samples in dehydrated whole flowers
form and in 100% of the samples in the tea bags form presented >5% of impurities. The occurrence of
high contents of foreign organic matter changes the organoleptic characteristics of tea samples. Analyzing
the description on the product labels, the lack of information was revealed, indicating non-conformity with
the current legislation. According to the obtained results, it might deduce that the majority of analyzed
products were not in accordance with Brazilian Drug Regulation. Thus, diligent efforts to carry out actions
from sanitary surveillance are needed.

Key words. Matricaria recutita L., ASTERACEAE, quality control, chamomile.
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INTRODUCAO

Matricaria recutita L. pertence a familia ASTERACEAE e
trata-se de uma herbécea anual, conhecida popularmente
como camomila-vulgar, camomila-alema e maganilha.
Apresentam capitulos florais constituidos de receptdculo
com flores tubulosas amarelas rodeadas de flores liguladas
brancas, com odor aromético agradavel e sabor levemente
amargo™”. A camomila tem indica¢do terapéutica como
antiespasmddico e antiinflamatério, podendo ser utilizado
na forma de infusao, na quantidade de 2 a 6 g, 3 vezes ao
dia uso tépico, na forma de tintura a 5 % especificada na
RDC n° 48/043 e RE n° 89/04%, sendo esta uma das plantas
mais utilizadas em remédios naturais.

A atividade anti-inflamatéria da M. recutita
foi comprovada experimentalmente em animais de
laboratério e, posteriormente, em testes clinicos, res-
paldando o seu extenso uso popular. A atividade anti-
inflamatéria da planta estd relacionada a presenca de
Sleo essencial constituido de matricina e alfa-bisabolol,
enquanto a elevada concentracao de flavonoides é
responsavel pela atividade espasmolitica®.

Em diversos paises, o consumo de plantas
medicinais vem crescendo consideravelmente. Essa
tendéncia pode ser explicada por diferentes fatores, como
o alto custo dos medicamentos industrializados, os efeitos
indesejdveis dos medicamentos sintéticos e o préprio
modismo”®?.

Apesar da expansio desse setor farmacéutico, os
parametros de qualidade, eficicia e seguranca nao vém
sendo acompanhados adequadamente® '° e somente em
1995 foi elaborada uma legislacao especifica, através da
Portaria 6/MS/SNVS!", a qual foi discutida amplamente,
através de sucessivas consultas publicas, resultando na RDC
17/2000 que foi substituida posteriormente pela RDC 48/04
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitédria (Anvisa)* '

Embora existam pardmetros especificos para
que se comercializem plantas medicinais com qualidade,
0 nao cumprimento da legislacao vigente é conhecido
no Brasil e em algumas pesquisas ja realizadas. Numa
pesquisa realizada com camomila, melissa e menta,
100% das amostras apresentaram elevado percentual
de elementos estranhos ou baixa concentragdo de 6leo
volatil">. Em amostras de fitoterapicos comercializadas
em Curitiba, 48,3% se mostraram insatisfatorios’. Na
andlise de amostras de fitoterdpicos comercializadas em
Recife-PE, foi observado que todas as amostras de boldo,
pata de vaca e Ginko, estavam irregulares®.

Diante desta realidade, o presente estudo objetivou
verificar a qualidade dos produtos contendo camomila,
comercializada na cidade de Umuarama, regiao noroeste
do Estado do Parana.

MATERIAL E METODOS

= Material analisado

Foram realizadas andlises de 19 amostras de camomila,
obtidas em supermercados e farmdcias na cidade de
Umuarama - Pr. Dentre as 19 amostras analisadas, 12
estavam na forma de sachés e 7 na forma de capitulos
florais integros.

Cada amostra foi analisada seguindo os padroes
da Farmacopeia Brasileira?, normas segundo a ANVISA
e comparag¢dao com amostra padrao coletado no inverno
de 2004 e 2005 no Horto de Plantas Medicinais campus
2 da UNIPAR — Umuarama - Pr, e também comparagdo
com a exsicata de Matricaria recutita L. sob o n° 2061,
depositada no Herbédrio Educacional da Universidade
Paranaense (HEUP).

= Estudo de identidade

Para as amostras de M. recutita com capitulos florais
integros, foram feitas andlises macroscopicas, cortando
o capitulo floral ao meio, enquanto que as amostras na
apresenta¢do em sachés foram feitas andlises com auxilio
de lupa estereoscdpica. As flores tubulosas também foram
observadas com auxilio de lupa esteroscépica. Nas anélises
buscou-se identificar estruturas morfoldgicas descritas na
Farmacopeia Brasileira>. As amostras foram comparadas
com padroes auténticos de M. recutita.

= Analises organolépticas

As amostras adquiridas no comércio de Umuarama,
PR, foram submetidas a andlises organolépticas no que
se refere a cor e odor, sendo estas comparadas com as
amostras auténticas de M. recutita do Horto Medicinal
coletadas nos anos de 2004 e 2005.

Verificacao da presenca de materiais estranhos

As amostras obtidas na forma de sachés foram separadas
por quarteamento, conforme descrito na Farmacopeia
Brasileira® e separadas com auxilio de lupa esteroscépica.
As amostras obtidas na forma de capitulos florais integros
foram submetidas ao quarteamento e separadas a olho
nu seguido de pesagens, sendo os resultados expressos
em porcentagem.
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= Determinagao de cinzas totais

O método utilizado foi o gravimétrico, descrito na
Farmacopeia Brasileira®. Os testes foram realizados em
triplicata, pesando aproximadamente 1,5 g, levadas a
mufla em temperatura de 450°C por cinco horas, em
seguida foram levadas a estufa em temperatura de 105°C
por uma hora e ao dessecador até temperatura ambiente,
calculando-se a porcentagem de cinzas totais.

= Determinacao de umidade

Foi utilizado o método gravimétrico, descrito na Farma-
copeia Brasileira?. As amostras analisadas em triplicata,
pesando aproximadamente 2,0 g, levadas a estufa em
temperatura de 105°C por cinco horas e ao dessecador
até temperatura ambiente. A operagao foi repetida até que
pesagens sucessivas nao diferissem entre si por mais de
5 mg. Os resultados foram expressos em porcentagem.

= Analises das rotulagens

A rotulagem foi avaliada de acordo com Resolugao —
RDC n° 259, de 20 de setembro de 2002 da Anvisa'
e Farmacopeia Brasileira?, através da elaboragao de
uma planilha de verificagao da rotulagem, incluindo
os seguintes dados: Nome do Fabricante; Logomarca
da Empresa; Endereco Completo; CNPJ; Sigla e Ne de
Registro no M.S.; Lote; Fabrica¢do; Validade; Presenca da
Frase “Industria Brasileira” no Painel Frontal; Categoria
do Produto (conteido); Nomenclatura Botanica; Tabela
Nutricional; Prote¢ao da Luz; “Informagao Referente ao
Gluaten”; Peso Indicado no Painel Frontal; Designacao
“Cha de Camomila”; Instru¢oes de Preparo; Indicagdo
Medicamentosa e/ou Terapéutica; Idioma Portugués; Frase
“Isento de Registro” e Armazenamento de Um Ano'> %2,

= Andlise do peso correspondente a embalagem

As amostras em triplicata foram pesadas, calculando-
se a média e o desvio padrao. O resultado obtido foi
comparado com o indicado na embalagem, verificando
se estava dentro dos 9 % permitido pela Lei n° 9933, de
20 de dezembro de 1999 e Portaria Inmetro n° 96, de 07
de abril de 2000".

RESULTADOS E DISCUSSAO
= Estudo de identidade
Todas as amostras analisadas na presente pesquisa

apresentaram caracteristicas correspondentes a amostra
padrdo de Matricaria recutita, e também caracteristicas
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descritas na Farmacopeia Brasileira?, como flores amarelas
tubulosas e flores liguladas brancas. As amostras analisadas
a olho nu foram 100% aprovadas por apresentarem
receptaculo floral oco, sendo esta uma caracteristica que
pode diferenciar a camomila, de outras espécies da familia
Asteraceae’.

Resultados semelhantes foram reportados em
uma pesquisa da qualidade de amostras de chas de plantas
medicinais, realizada em Belo Horizonte/MG, onde
todas as amostras analisadas de camomila mostraram-se
auténticas".

= Anélises organolépticas

Na anadlise sensorial, 75% das amostras na forma de
sachés, e 42,9% das amostras na forma de capitulos
florais integros foram reprovadas. Tal reprovacao se deu,
principalmente, pelas amostras nao apresentarem cor e
odor caracteristicos.

Esse alto indice de reprovacao pode ser resultado
da manipulagdo inadequada da planta, ou ainda pela
presenca de matéria organica estranha nas amostras
avaliadas (Tabelas 1 e 2).

A colheita da planta em hordrio impréprio, o
sol e a temperatura nao controlada na secagem, podem
diminuir a quantidade de 6leo essencial, levando, assim,
aa perda da propriedade medicinal que a M. recutita
possui’.

No caso da camomila, a presenca de elementos
organicos estranhos, principalmente caule, pedtinculo e
outras partes da planta, conferem a planta, caracteristicas
organolépticas alteradas, o que ficou evidenciado nos
testes realizados’.

Nao se descarta ainda a hipdtese de alteragdes
com relagdo ao armazenamento que, quando feito de
maneira inadequada, pode aumentar a carga fiingica
e acelerar a sua deterioragdao. A conservagao da planta
apds a embalagem é de suma importancia. Necessita estar
em local com temperatura ambiente, recipientes bem
fechados, protegidas da luz e dos insetos, por um periodo
ndo superior a um ano, porém o alto teor de reprovagao se
dé devido a grande quantidade de impurezas, dentre essas:
pedras, insetos e, na sua maioria, pedinculos e caules'.

= Verificagao da presenca de materiais estranhos

A Farmacopeia Brasileira® permite no maximo 5% de
materiais estranhos, contendo pedinculos de capitulos
florais ou de corpos estranhos. No entanto, foi encontrada
uma variagao de impurezas de 3,92% a 28% para capitulos
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Tabela 1. Caracteristicas organolépticas (cor e odor) e impurezas em amostras de camomila (sachés) comercializadas
na cidade de Umuarama - PR

Amostras Cor Odor Impurezas (%)
A C C 6,17
B NC NC 95,42
C NC NC 92,56
D NC NC 83,53
E NC NC 82,41
F NC NC 65,59
G NC NC 92,28
H NC NC 95,37
| C C 32,10
J C C 73,40
K NC NC 45,38
L NC NC 17,67
% rep. e NC 75,00 75,00 100,00

Legendas: C = Caracteristico.

NC = Nao caracteristico.

Tabela 2. Caracteristicas organolépticas (cor e odor) e impurezas em amostras de camomila (capitulos florais integros)

comercializadas na cidade de Umuarama - PR

Amostras
M

w o O ©vw O =Z

% rep. e NC

Cor
NC
C
C
NC
C
NC
C
42,86

Odor Impurezas (%)

NC 8,98

C 19,25

C 3,92

NC 7,96

C 16,30

NC 16,02

C 28,00
42,86 85,71

Legendas: C = Caracteristico.
NC = N&o caracteristico.

florais integros e 6,17% a 95,42% para amostras na forma
de sachés (Tabelas 1 e 2). O indice de reprovacao dos
capitulos florais integros foi de 85,71% e para amostras
com apresentaciao em sachés a reprovacido foi de 100 %.

Os indices superiores ao permitido de matéria
estranha podem ser resultados de manejo, limpeza e
separac¢ao inadequados, sendo um problema frequente nos

produtos a base de plantas medicinais comercializados no
Brasil. A presenga de um alto teor de elemento estranho
compromete a qualidade da droga, interferindo na sua
eficdcia e pondo em risco a satide do consumidor'*1°.

A adulteragao das plantas medicinais é um
método fraudulento e, como atualmente a grande parte da
populacio é “encorajada” a consumir plantas medicinais,
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por serem naturais e ditas seguras, acabam se deparando
com efeitos adversos, como reagdes alérgicas e até um
choque anafilatico®>*..

Considerando as propriedades anti-inflamatérias
e antiespasmodicas da camomila, a adi¢ao de mais de 5%
de materiais estranhos poderia diminuir a sua eficdcia.
Mesmo considerando que a camomila é tratada como
produto alimenticio na RDC n° 23, de 15 de marco de
2000%, e com isso, o seu controle de qualidade nao se
torna mais tao rigoroso. No caso, se fosse tratado como
um fitoterdpico. A auséncia de legislagdao regulatéria
em produtos alimenticios permitem abusos como os
encontrados neste trabalho, onde em algumas amostras,
o teor de matéria orgénica estranha superou os 90%.

= Determinagao de cinzas totais

Todas as amostras apresentaram teores de cinzas totais
dentro do limite permitido de 14% pela Farmacopeia
Brasileira (2000), demonstrando estar em conformidade
com os valores estabelecidos, conforme consta nas Tabelas 3
e4.Valores acima do padrao poderiam indicar contamina¢ao
por materiais inorganicos, como areia e pedras®?*.

= Determinacao de umidade

Apenas uma das amostras analisada na forma de capitulos
florais integros foi reprovada (Tabela 4) por possuir valor
de umidade acima de 14%. Teores elevados de umidade

podem favorecer a prolifera¢io de microorganismos,
deteriora¢do do material e intoxicagdo ao consumidor
devido a provavel presenca de fungos e bactérias'. Todas as
amostras analisadas na forma de sachés foram aprovadas.

Nenhuma amostra apresentou valor abaixo de 8%
de umidade, o que poderia indicar a dessecacao excessiva
e perda do dleo essencial por método inadequado de
secagem.

= Analises das rotulagens

No Brasil, a Anvisa é o 6rgao responsével pela regulacao
da rotulagem de alimentos e estabelece quais sao as
informagoes que um rétulo deve conter. De acordo com a
Anvisa os rétulos sao elementos essenciais de informacao
entre produto e consumidores, sendo assim é importante
que as informagdes sejam claras para poderem ser
utilizadas para informar o consumidor?®.

Também o Cddigo de Defesa do Consumidor
(CDC), que é regulamentado pela Lei n°8078/90, protege
o consumidor da a¢do da publicidade enganosa ou
abusiva®.

Os dados obtidos constam na Tabela 5,apresentados
como irregularidades em percentual, em que foram
encontrados nos produtos avaliados.

Alguns itens sdo considerados imprescindiveis pela
Resolu¢ao — RDC n° 259/02", porém a obrigatoriedade de
itens nos rétulos dos chds de camomila parece ainda gerar

Tabela 3. Cinzas totais, teores de umidade e erro padrao da média em amostras de camomila (sachés) comercializadas

na cidade de Umuarama - PR

Amostras Cinzas totais (%) EPM (%)
A 7,47 0,09
B 5,84 0,01
C 8,85 0,04
D 5,77 0,09
E 6,60 0,04
F 6,12 0,10
G 6,04 0,05
H 7,16 0,12
I 6,28 0,38
J 8,88 0,13
K 7,53 0,08
L 8,89 0,11

Teor de umidade (%) EPM (%)
8,85 0,07
9,00 0,08
8,68 0,07
9,98 0,22
8,77 0,43
9,02 0,24
9,19 0,06
10,33 0,12

9,98 0,28
12,45 0,19
10,07 0,41
10,08 0,28

* EPM = Erro Padrao da Média (n = 3)
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Tabela 4. Cinzas totais, teores de umidade e erro padrao da média em amostras de camomila (capitulos florais integros)

comercializadas na cidade de Umuarama - PR

Amostras Cinzas totais (%)
M 9,11
N 7,92
O 8,44
P 8,58
Q 9,99
R 8,63
S 8,76

EPM (%)
0,04
0,06
0,13
0,02
0,07
0,02
0,22

Teor de umidade (%) EPM (%)

15,79 0,31

9,09 0,24

8,10 0,23
11,57 0,54
12,48 0,70
10,70 1,01
12,84 0,27

* EPM = Erro Padrdo da Média (n = 3)

Tabela 5. Analise dos componentes de rotulagens de chas de camomila comercializados na cidade de Umuarama - PR

Dados analisados

Nome do fabricante

Logomarca da empresa

Endereco completo

CNPJ

Sigla e n° de registro no M.S.
Lote

Fabricacao

Validade

“IndUstria brasileira” (painel frontal)
Categoria do produto (contetdo)
Nomenclatura botanica

Tabela nutricional

Protecdo da luz

“Informacao referente ao gluten”
Peso

Designacao (“Cha de camomila”)
Instrucdes de preparo

Indicacdo medicamentosa e/ou terapéutica

Idioma portugués
Frase “Isento de registro”
Armazenamento de 1 ano

Irregularidades (%)
5,26
5,26
10,53
10,53
10,53
26,32
68,42

5,26
47,37
42,11
47,37
26,32
26,32
57,89

5,26
36,84
31,58
10,53
10,53
21,05
66,67

muitas dividas, pois 42,11 % dos produtos avaliados nao
apresentaram em sua embalagem a categoria do produto,
como sendo capitulos florais de camomila; 31,58% néo
apresentaram as instrucdes de preparo, sendo estes itens

obrigatdrios.

A data de fabricagao, segundo a Resolugao — RDC
ne 259/02'* nao ¢ item obrigatdrio. Assim, foi possivel
avaliar somente 31,6% das amostras, quanto ao prazo de
validade de 1 (um) ano a partir de sua colheita, exigido
pela Farmacopeia Brasileira®. A nao exigéncia da mesma,
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torna mais dificil o acompanhamento da manutencéao das
qualidades dos produtos que garantiriam a comercializa¢ao
de produtos de melhor qualidade.

Ainda na vigéncia da Portaria n° 519/98% havia
meios de coibir fraudes e garantir o controle de qualidade
dos chds, porém, com o inicio da vigéncia da Resolu¢ao n°
23/00** passou-se a considerar a camomila como alimento.
Desta forma, os critérios de controle de qualidade nao sao
tao rigorosos.

Posteriomente, entram em vigéncia a RDC
n° 267/05* e a RDC n° 219/06* que regulamentam
critérios para alimentos e bebidas de origem vegetal.
Nelas, sdo definidas as espécies vegetais e suas respectivas
partes, entretanto nao estabelecem parametros técnicos
mais precisos da matéria prima vegetal destinados aos
chids. Desta forma, criam-se lacunas que possibilitam a
utilizacdo de matérias-primas de baixa qualidade, ja que
nao existem parametros legais bem definidos.

Quanto ao registro, a RDC n° 278/05%, no anexo
I, trata os chds como produtos dispensados de registros,
porém na mesma Resolu¢do no seu anexo II, quando
existe na embalagem qualquer citacao de propriedades
funcionais e ou de saide em sua embalagem, o registro
torna-se necessario.

Analisando as amostras, quanto a presenca de registro
no Ministério da Satde, as amostras C e E apresentaram
registro, porém as amostras A e J, apesar de conterem
indica¢do terapéutica no rétulo, ndo possuiam registro.

A presenca da nomenclatura botanica, assim como
a ortografia correta foram encontradas em apenas 53,6%
das amostras analisadas.

Quando tratadas como alimentos, a Lei n°
10.674, de 16 de maio de 2003*', obriga que os produtos
alimenticios comercializados informem sobre a presenca
de gluten, como medida preventiva e de controle da
doenga celiaca. Pode-se verificar que 57,89% das amostras

Tabela 6. Peso médio (n = 3) e erro padrdao da média das embalagens de camomila comercializadas na cidade de

Umuarama - PR

Amostras Peso da embalagem
A 1,09
1,09
1,09
109
109
109
1,09
1,09
1,09
ND
1,09
1,09
10,0 g
40,0 g
20,0g
7,09
50g
ND
S 5049

o O v o zZ2< A —— T O mTmQTNw

Média EPM
1,05 0,02
1,12 0,01
0,91 0,01
1,02 0,02
1,14 0,04
1,06 0,05
0,98 0,00
1,27 0,04
1,18 0,00
0,97 0,03
1,05 0,05

10,13 0,46
42,10 0,50
20,00 0,02
61,00 1,26
5,60 0,18
6,73 0,11

* ND = ndo determinado.
* EPM = erro padrao da média.
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nao traziam a informacao referente ao gliten, infringindo
a legislagao vigente.

Apesar da ndo obrigatoriedade da tabela nutri-
cional em chds***, somente 26,32% das amostras nao
traziam a tabela nutricional. A tabela nutricional é ape-
nas informativa, nao garantindo o consumo seguro e
saudédvel com capacidade de garantir direito a alimentacao
adequada.

= Analise do peso médio correspondente a embalagem
Todas as amostras analisadas com relacao ao peso real
foram aprovadas, conforme demonstrado na Tabela 6,
estando em conformidade com a Lei n° 9933/99 e Portaria
INMETRO n° 96/00. A legislacao permite uma tolerancia
de variagdes de até 9% do peso total'” 8.

CONCLUSAO

Os resultados revelaram que os chds de camomila néo se
encontravam adequados em todos os testes realizados,
apresentando elevado teor de matéria organica estranha,
tornando a cor e odor nao caracteristicos. Os parametros
de avaliagao da rotulagem mostraram-se irregulares para
alguns itens analisados. Portanto, torna-se necessdria uma
maior assiduidade da fiscaliza¢ao da Vigilancia Sanitaria
no que diz respeito ao controle de qualidade e rotulagem,
pois a auséncia da qualidade é um fato preocupante, uma
vez que a camomila ¢é utilizada com fins medicinais pela
populagao.
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ABSTRACT

Hygiene conditions of the self-service restaurants located at the central region of Maringa city, Parand, were evaluated by
surveying the microbiological quality of the food provided for customers. Thirty-four mixed-food preparations samples
were collected from the self-service counters of 18 restaurants, which serve 100 or more meals/day. In order to evaluate on
the Good Practices procedures observance, a checklist was administered to five restaurants, just to those considered critical
and presenting microbiological standards above the limits allowed by the Resolution N° 12/2001-Brazilian Ministry of
Health. One of the eighteen investigated restaurants received training on Good Practices procedures, which was evaluated
by means of the checklist before and nine months after training. The microbiological analyses showed eight food samples
contaminated with coliforms at 45°C, and one sample with coagulase-positive staphylococci. No contamination by
Salmonellas sp. was found in all of the analyzed samples. Based on the number of non-conformities found in the checklist
items those considered as crucial for safe food preparation, all of five restaurants were classified as critical. One restaurant,
which was trained on the Good Practices procedure, received non-conformity ranking of 60.9% and 50.9% before and after
the training, respectively, and these data indicated that little progress had been made. Education programs implementation

both food handlers and consumers is a strategy for reducing the occurrence of food-borne diseases.

Key words. food microbiology, food contamination, restaurants, food quality.

RESUMO

No presente estudo foi realizada a avaliagdo das condi¢des higiénico-sanitdrias quanto a qualidade microbiolégica em
restaurantes self-service da regido central de Maringd, Parand. Foram coletadas amostras de alimentos de prepara¢des
mistas de restaurantes que servem cem ou mais refeicdes/dia. Trinta e quatro amostras de alimentos foram coletadas
nas areas de distribui¢ao de dezoito restaurantes para andlise microbiolégica. Foi aplicado um check-Iist para avaliar o
cumprimento de Boas Praticas em cinco restaurantes, que foram considerados criticos e que apresentaram resultados
de padroes microbiolégicos acima dos permitidos pela Resolu¢ao n° 12/2001 do Ministério da Satide. Um dos dezoito
restaurantes pesquisados recebeu treinamento em Boas Priticas, e a avaliagdo foi efetuada pela aplicagao do check-list antes
da orientag¢do e nove meses apds o treinamento. As analises microbioldgicas mostraram contaminagao por coliforme a 45°C
em oito amostras de alimento e uma amostra contaminada por estafilococos coagulase positiva. Em nenhuma amostra foi
detectada Salmonella sp. Baseando-se no nimero de Nao conformidades apresentado em relagdo aos itens considerados
como imprescindiveis para a produgao de alimentos seguros, todos restaurantes foram classificados criticos. Um restaurante
apresentou resultados de 60,9% e 50,9% de Nao Conformidades, respectivamente antes e apds o treinamento de Boas
Priéticas, indicando que houve pouco avan¢o quanto a melhoria de qualidade dos servigos realizados. A implementacao
de programas educativos para consumidores e manipuladores é relevante como estratégia para reduzir a ocorréncia de

doencas transmitidas por alimentos.

Palavras-chave. microbiologia dos alimentos, contaminagao de alimentos, restaurantes, qualidade dos alimentos.
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INTRODUCTION

There have been many changes in the population’s eating
habits in recent decades', caused by diverse reasons. The
success and continued growth of self-service restaurants
are due to their practicality and quick service, as well as the
appeal of homemade meals at lower prices, achieved by the
reduction of services offered at the customer’s table.

This change in people’s eating habits has lead to
concerns about preventing foodborne diseases'. In Brazil,
very few occurrences of foodborne diseases are observed
by the health services, although they are supposed to be
higher due to a lack of knowledge about basic sanitation,
alack of basic hygiene in the production of food, and even
due to the deficiency of disease notification systems?.

According to epidemiological information
from the Secretaria de Satide do Estado do Paran4, the
most frequent foodborne diseases agents are bacteria
such as Salmonella sp, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Shigella sp, Bacillus cereus and Clostridium sp.
Among the foods most frequently involved are those
of mixed preparation (which include raw materials of
both vegetable and animal origin, such as mayonnaise
and pancakes, etc.) at 42% and those of animal origin
at 34.7% of cases’.

The foodborne diseases are one of the main
problems of public health worldwide' and there is a global
concern with strategies for their control and for ensuring
that safe food products reach the consumer*. According to
Antunes’, the handling procedures of the foods and the
health of the food handlers themselves are of fundamental
importance in the epidemiology of foodborne diseases,
which can be controlled by the adoption of Good Practices
by food-producing establishments.

According to the Resolution n° 216/2004 (govt.
edict), published by the Ministério da Saude, the Good
Practices (GP) are obligatory procedures for food
services in order to guarantee hygienic conditions in food
preparation’.

To implement the GP, the first step is to administer
a checklist (questionnaire) to evaluate Conformities and
Non-Conformities in all the food production stages. Based
on the result of the initial evaluation, a Plan of Action is
created according to the Non-Conformities found, and
then the correct procedures are established. The most
critical items for controlling risks to the consumers’
health should be prioritized®. According to Tomich et
al.’, the checklist has been used in food production and
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retail establishments for evaluating the use of GP and as
a basis for visiting health and safety inspectors, as well as
for verification by the establishment itself.

The microbiological analysis of food is fundamental
to the evaluation of hygienic conditions and the use of GP
in restaurants. The microbial determinations enable the
evaluation of the product with regard to the application
of hygienic practices throughout the whole process
of production, from manufacture and display up to
consumption®.

In the light of this, this work aimed to verify the
hygiene conditions in commercial self-service restaurants
by evaluating the microbial quality of the mixed-preparation
foods they serve, and to offer GP training to a restaurant in
which a high rate of non-conformity was observed.

MATERIAL AND METHODS

= Sample

Out of the 72 restaurants located in the city center of
Maringa, Parand State, Brazil, registered in 2003 by the
Secretaria de Saide Municipal for the coordination of the
Sanitary Vigilance program, a sample of 18 self-service
commercial restaurants, which served over 100 meals/day,
were studied.

= Sample Collection

For the microbiological analysis, samples of boiled, baked,
roasted and fried food, all from mixed preparations,
i.e. foods that include raw materials of both animal
and vegetable origin (e.g. mayonnaise, meat pies,
pancakes, etc), according to the definitions described
in the foodborne diseases outbreak tables of the Parand
Secretaria de Satide do Estado do Parand® were analyzed.
The samples were collected by technicians from the
Vigilancia Sanitaria Municipal program in April 2004
and July 2005. Thirty-four samples of 200g of food were
collected, and, depending on the menus of the respective
restaurants, between one and three samples being taken
from each restaurant.

The collections occurred at the self-service
counters of the restaurants, at least one hour before the
buffets were opened to the public. The samples were stored
in sterilized plastic packs, which were labeled and carried in
isothermal containers, accompanied by reports identifying
the restaurant, date, time and method of collection. The
samples were kept under refrigeration between 0 and 4° C
up to the time of the microbiological analysis.
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= Microbiological Analysis

Based on Resolution n° 12/2001 of the Ministério da
Satde, which is responsible for establishing the sanitary
microbiological standards for food’, the microbial
contaminators with the highest prevalence rates in mixed-
preparation foods are: Coliforms at 45°C, Staphylococcus
coagulasis positive and Salmonella sp. Rates of Coliforms,
at45°C, over the permitted limits, indicate the absence of,
or faults in, Good Practices of Hygiene. The presence of
Salmonella sp. is considered a public health problem and
is not tolerated by Brazilian legislation.

Food analyses were performed by the Most
Probable Number (MPN) method for the quantification
of Coliforms at 45°C, Staphylococcus coagulasis positive
counting and Salmonella sp research. The research
was carried out according to American Public Health
Association methodology, described in the Compendium
of Methods for the Microbiological Examination of
Foods'.

= Checklist

A checklist, based on the Safe Food Program (PAS),
was created to evaluate the hygiene conditions of the
restaurants that had contaminated samples, and was
used between 2001 and 2004 for the implementation
of GP°. The checklist was simplified to group similar
questions and to eliminate items not required by
legislation for self-service restaurants, which related
to table service, and other items that did not apply
to the individual establishments studied. Sixty-four
critical items and thirty-eight non-critical items from
the original model were maintained, producing a total
of 112 items. According to Tomich et al.?, the critical
items are those regarded as essential for protection
against foodborne diseases, and which need immediate
correction when it is found that they are not followed.
When an establishment has Non-Conformities in the
critical items, it is regarded as a critical problem in the
production of their food®.

The possible answers in the checklist were: “In
Conformity” (C), when the restaurant followed the
observed criterion; “Non-Conformity” (NC), when the
restaurant did not follow the observed criterion; and
“Not-Applicable” (NA), when the item was not applicable
to the place or sector evaluated®. The restaurants were
classified as ‘critical’ when they had one or more Non-
conformity for items regarded as critical for the safe
production of food.

= The Good Practices Training Program

The training program lasted about 3 months. All
the workers, including the manager, took part in the
training.

The program lasted for a total of 15 hours, and
its content was based on the Cartilha do Manipulador de
Alimentos (Food Producers’ Guide) by PAS". The main
topics covered were: a) the safe preparation of food, b)
physical, chemical and biological food risks, ¢) personal
hygiene, d) personal work conduct, e) the physical
structure and layout of the production and service areas
and equipment and environmental hygiene, f) water
quality, g) disease control, h) choosing suppliers and the
purchasing of goods, j) safety criteria in the production
stages and the maintenance and display of food, and h)
the importance of team work.

= Statistical Methods

The qualitative analysis of the microbiological and
checklist results was carried out through the use of tables
and graphs. Analysis of variance (ANOVA) and Tukey
tests, with a 5% level of significance, were used to evaluate
the differences among the restaurants with regard to Non-
Conformities. The software package Statistica 6.0/2001
(Stat Soft, Inc. Tulsa, OK, EUA) was used.

RESULTS

The results obtained from the microbiological analyses
were evaluated according to Resolution n° 12/2001 °,
whose established standards for ready-made savory
products to be consumed with or without stuffing,
mixed salads, ready-made mixed-meat dishes, cereal
and flour are: 10%/g for Coliforms at 45°C, 10°/g for
Staphylococcus coagulasis positive and a total absence
for Salmonella sp.

Table 1 shows results from the microbiological
analyses of the 34 samples collected in the 18
establishments. Contamination by Coliforms at 45 °C
was over the limits permitted by law in 8 samples (23.5%)
and contamination by Staphylococcus coagulasis positive
was over the limits in one sample (2.9%). Contamination
by Salmonella sp. was not found in any of the samples.
Restaurants 14 and 15 showed contaminated results
in more than one sample. From the 18 restaurants
researched, six (33.3%) showed positive contamination
results and 12 (66.6%) did not show any contamination
in the samples analyzed.
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Table 1. Microbiological analyses results of 34 samples of mixed-food preparations collected in 18 self-service restaurants
in the city center of Maringd, Parana State, during 2004 and 2005

SAMPLE 1 SAMPLE 2 SAMPLE 3
Restaurant  Coliforms Staph. coag. Coliforms Staph. coag. Coliforms Staph. coag.
Code at 45°C posit. at 45°C posit. at 45°C posit.
(MPN/g) (CFU/g) (MPN/g) (CFU/g) (MPN/g) (CFU/g)
1 <3 <102
2 4 <10? <3 <10?
3 <3 <102 <3 <102
4 <3 <10? <3 <10?
5 <3 <102 4.6x10? <102
6 <3 <10? >2.4x103 <10?
7 <3 <102 9.3x10? <102
8 <3 <10? <3 <10?
9 <3 <102 <3 <102
10 9 <102 <3 <102
11 <3 <102 1.1 x 103 1.5x 102
12 <3 <102 <3 6.5 x 102
13 <3 <102 <3 <102
14 <3 <10? >2.4x103 <10? >2.4x103 <10?
15 >2.4x103 <102 1.5x102 <102
16 <3 <10? <3 <10?
17 >2.4x103 1.4x103
18 <3 <10?

Standards established by RDC No. 12/2001: Coliforms at 45°C = 10%g, Staphilococus coagulasis positive =10%/g.

The mixed preparations which were contaminated
by Coliforms at 45°C were: lasagna bolognese, chicken
salad, vegetable salad, beef pancake, chicken pancake,
chicken pizza, ham and cheese spaghetti and rondelli.
From them, the most critically contaminated mixed
preparation was the chicken pancake from Restaurant 17,
which was contaminated by Coliforms at 45°C and also
Staphylococcus coagulasis positive.

In order to administer the checklist in the
restaurants with contaminated samples, the intervention of
the Vigilania Sanitaria Municipal program was necessary.
When the owners of these establishments were informed
about the microbiological analysis results, they were also
informed about the need to assess the hygiene conditions
of their restaurants. However, Restaurant 17 was not
evaluated by the checklist because the establishment was
closed down during the research period.

76

Table 2 shows the results of the checklists
administered to the five remaining restaurants whose
samples did not pass the microbiological standards
established by the Resolution n° 12/2001. The following
critical-item Non-Conformities were found: a) premises
and layout — most of the restaurants (80%) did not have
basins for washing hands, neutral toilet soap, aseptic
products, paper towels and trash cans with pedals; b)
hygiene — non-observation of the disinfection stages
of food preparation was encountered in 80% of the
restaurants; ¢) handling (manipulation) — 60% of the
restaurants had staff with incomplete uniforms, 80% had
inadequate procedures for personal and hand hygiene,
inadequate work practices were observed in 60%, and
none of the restaurants provided an achievement program
for the food handlers; d) supplier and raw material quality
control — 40% of the restaurants with contaminated
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samples did not qualify the supplier as to product quality
and 80% did not inspect the products on reception; e)
storage —only one of the establishments had thermometers
in their refrigeration equipment, and checked the expiry
dates of the products; f) production (pre-preparation
stages, food preparation and display) — it was observed
that none of the restaurants used thermometers to control
food temperature, and only one controlled raw-material
exposure time at room temperature and the ready-made
product exposure time on the self-service counter; g) the
utilization of leftovers and the use of a Manual of Good

Practices — 40% of the restaurants monitored the use of
leftovers. However, none of them collected menu samples
or possessed a Manual of Good Practices.

For the issue of pre-preparation of food, Restaurant
5 followed all the GP criteria. In the final preparation stage
and during the display of the ready-made products, the
rate of Non-Conformity also was the lowest.

Restaurant 15, which had two samples contaminated
by Coliforms at 45°C, was the establishment that
showed the greatest rate of Non-Conformity (64.3%).
In Restaurant 5, despite having the lowest rate of

Table 3. Non-Conformity results for critical items in the restaurants that had contaminated samples

Number of Non-Conforming critical items

Total
number
Aspects evaluated of critical  postaurant
items 5b
evaluated

Layout and installations 19 21 ﬁ %)
Equip/ furniture/ ' 0
appliances (0%)

) 1
Hygiene 4 (25%)
Food handler 11 © 11%>

. 0
Supply/ raw materials 2 (0%)
(o)
Storage 9 (Og/ )
(o)

) 0
Pre-preparation 4 (0%)
Preparation 4 (251%)

. 0
Self-service counter 6 (0%)
0
Use of leftovers 2 (0%)
Collection of samples 1 (1 Og)%)
Use of GP manual 1 (102)%)
9
Total 64 (14.1%)

Restaurant Restaurant Restaurant Restaurant
62k 112 142 152
11 12 8 11

(57.9%) (63.2%) (42.1%) (57.9%)
0 0 0 0
(0%) (0%) (0%) (0%)
1 3 3 3
(25%) (75%) (75%) (75%)
6 9 6 9
(54.5%) (81.8%) (54.5%) (81.8%)
1 2 1 2
(50%) (100%) (50%) (100%)
5 8 6 6
(55.6%) (88.9%) (66.7%) (66.7%)
3 2 2 2
(75%) (50%) (50%) (50%)
3 3 3 3
(75%) (75%) (75%) (75%)
3 6 6 6
(50%) (100%) (100%) (100%)
0 1 1 1
(0%) (100%) (100%) (100%)
1 1 1 1
(100%) (100%) (100%) (100%)
1 1 1 1
(100%) (100%) (100%) (100%)
35 49 39 47
(54.7%) (76.6%) (60.9%) (73.4%)

Different letters in the same line indicate statistically significant differences among the restaurants (p < 0.05).
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Non-Conformity (10.7%), one of the samples was
found to be contaminated by Coliforms at 45°C. With
the aim of confirming these descriptive data, an ANOVA
was performed on the Non-Conformities data presented
in Table 2. A significant result (p= 0.0424) was obtained
in the F-Snedecor test, and the differences among the
restaurants were revealed by Tukey tests, whose results
are identified by letters in the table.

None of the five restaurants evaluated by the
checklist showed 100% Conformity for the 64 critical items.
Restaurant 5, which had the lowest Non-Conformity rate
of the five restaurants for critical items, did not conform
to nine (14.1%) of these items. Restaurant 11, which had
the highest rate of Non-Conformity, did not conform to
49 (76.6%) of the 64 items. High Non-Conformity rates
were observed for the critical items relating to cleaning,
food handlers and storage criteria (Table 3). A significant
result (p=0.0006) was found when an ANOVA was applied
to this data for the F-Snedecor test. Again, the differences
among the restaurants are identified by letters in the table.

From the 18 restaurants studied, only Restaurant
3 allowed GP training, although none of its samples
were found to be contaminated. Corrective actions were
recommended for the Non-Conformities reported by
the checklist. A quality control team with a supervisor
and monitors was also recommended to ensure the
continuation of the requirements of the safety criteria
established by the GP.

Nine months after the training, a second inspection
was carried out and the checklist was again administered,
finding that the quality control team had not been installed;
food handlers had been replaced by new employees who had
not received GP training and that the recommendations
suggested by the action plan had not been carried out.

Table 4 shows the Non-Conformity results obtained
by the checklist before and after the GP training in
Restaurant 3. According to the table, the Non-Conformity
rate for critical items (57.8%) obtained by the first
checklist classified Restaurant 3 as being critical, and the
results of the second checklist (50%) maintained the same
classification. The results were submitted to an analysis of
variance (ANOVA), regarding the results of the checklists
as the cause of the variation. A non-statistically significant
result (p=0.6190) was obtained for the F-Snedecor test,
confirming the lack of a significant improvement between
the first and second administrations of the checklist.

There was a fall in the Non-Conformity rates
for the aspects of hygiene, storage, pre-preparation,
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distribution and use of leftovers. The other aspects
assessed, i.e. premises and layout, suppliers and raw
material control, preparation, collection of samples and
use of a Good Practices manual remained unaltered. For
the aspect of food handling, there was a small increase
in Non-Conformities for the critical items, mainly for
those related to appropriate work conduct and existence
of continuous training in food and personal hygiene.
However, even though Restaurant 3 showed a high
rate of Non-conformity, it was not found to have any
contaminated samples in between the administration of
the first and second checklists.

DISCUSSION

The results obtained by the microbiological analyses
of mixed-food preparations from 18 restaurants
indicated that the samples which were contamination
by Staphylococcus coagulasis positive and Coliforms at
45°C were the samples for which greater pre-preparation
handling or manipulation occurred; such as, lasagna,
pasta, pancakes, and chicken and mixed salads, with
some of them requiring re-heating (e.g. lasagna) and
others requiring refrigeration (e.g. chicken salad) before
being served. To avoid foodborne diseases, food should
be prepared in accordance with rigorous hygiene-control
measures and kept in storage, or on the self-service
counter itself, for an appropriate amount of time and at an
appropriate temperature, thereby preventing the growth
of pathogenic microorganisms®'2.

Although Salmonella sp were not found in any of
the samples collected from the establishments studied,
data from the state of Parand (1999) revealed that of the
89 cases of foodborne diseases registered, 55 (61.8%) were
confirmed for the microbial etiology, with 32 (35.96%)
being caused by S. aureus and 16 (17.09%) by Salmonella
sp’. The absence of contamination by Salmonella sp.
may be due to the low resistance of this microorganism
to temperatures above 60°C and also to the fact that the
preparations did not include raw eggs or undercooked
poultry meat®.

The fact that only one sample exceeded the
acceptable limit for Staphylococcus coagulasis positive is
due to the use of heated food counters, used to keep the
food hot while it is on display®'*.

In light of the fact that research on Coliform
rates can be used as an indicator of hygiene conditions,
providing a warning of the eventual presence of
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enteropathogens'>!**,33.3% of the 18 restaurants studied
served food that was not fit for consumption.

The negative microbial contamination results in 12
outofthe 18 restaurants studied do not guarantee the quality
of hygiene in the restaurants, as the Resolution n° 12/2001
only takes sanitary standards into consideration®.

For the 5 restaurants with contaminated samples
can be observed that most of the evaluated items showed
high rates of Non-Conformity. Praxedes' claims that
the food handlers, either in themselves, or through
inadequate procedures for handling food, represent a
considerable source of contamination, and recommends
correct hygiene practices, suitable uniforms, correct
procedures during food production and care in avoiding
cross contamination, among other things, as examples
of what can be done to reduce the risk of foodborne
diseases.

Even though the inadequate control of temperature
during storage is a possible cause of food contamination''¢,
it was observed that most restaurants did not control
storage temperatures, and this could, therefore, have
been a factor that contributed to the occurrence of
contaminated samples. The control of the two variables
of time and temperature during pre-preparation stages,
food preparation and display is important in controlling
bacterial growth, as depending on the exposure time and
temperature of the food, bacterial multiplication will be
faster or slower, thereby potentially increasing the risk of
contamination's.

Yet more critical-item Non-Conformities were
observed and none of the evaluated restaurants followed
the established criteria for the appropriate use of leftovers,
the collection of sample and use of a GP manual. The
Manual of Good Practices describes the procedures for safe
food production adopted by each establishment, is required
by law and must be updated every time the company makes
changes in its physical or operational structure®.

As the critical items are considered essential
for the safe production of food®", the occurrence of
contaminated samples in restaurant 5, which had the
lowest Non-Conformity rate, could be due to the non-
compliance with some of the items, such as: a lack
of basins for washing hands, the absence of cleaning
procedures for utensils, equipment and the preparation
and service environments, the absence of thermometers
for controlling the temperature of the foods, and the
absence of a continuous training program in hygiene for
the food handlers.

The microbial contamination results of the
food in the restaurants studied, which typically had
Non-Conformity rates of above or around 50% (Table
2), indicate that in some stages of food production,
microbiological risk was not properly controlled, either
in handling procedures, food temperature control or
due to problems resulting from inadequate hygiene and
installations. Such Non-Conformity rates indicate that
these establishments have critical sanitary conditions.

The similar results found in the two evaluations
carried out in Restaurant 3 (Table 4) can be explained by the
non-observance of the corrective actions (recommended
by the plan of action) of existing Non-Conformities,
by the discontinuity of the new workers’ achievement
program and by the lack of a person responsible for the
effective application of the GP in the company. According
to Zaccarelli'®, a continuous program of health education
for food handlers is of great help in the implementation
of quality programs such as the GP. Thus, a team should
be created to keep the program and training running,
and to continue observing the safety criteria established
by GP.

Despite the importance of the critical items for
safe food production, based on GP criteria, which are
deemed essential by the govt. edict Resolution n° 216/2001
of the Ministério da Saude’, the five establishments
with contaminated samples and the restaurant that
received GP training, all evaluated by the checklist, did
not follow the current legislation for food production in
the country. As a result of this research, it was suggested
to the owners of the restaurants that they organize
and administer courses or seminars for food handlers,
focusing on the critical Non-Conformities. Further
checklist evaluations and microbiological analyses of the
contaminated preparations were also proposed, with the
aim to promoting improvements in hygiene conditions
and, ultimately, safer food for their consumers.

For Restaurant 3, a re-administration of the GP
training for food handlers was suggested, as well as the
fulfillment of the guidelines proposed in the action plan
after the original checklist evaluation.

Due to the scarcity of studies on hygiene conditions
in commercial restaurants and also to their importance
in helping to prevent foodborne diseases, it is strongly
recommended that further studies be carried out and the
implementation of education programs for both food
handlers and consumers how a strategy for reducing the
occurrence of foodborne diseases.
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ABSTRACT

With the purpose of assessing the hygienic conditions of package ready-to-eat vegetables sold in the ABC region
- SP, 20 samples of each type of minimally-processed vegetables, watercress, lettuce and cabbage were analyzed,
in addition to 25 fresh-cut lettuce samples. Coliforms and Escherichia coli were analyzed by means of the most
probable number (MPN) technique, and Salmonella, Listeria monocytogenes and Yersinia enterocolitica by the
conventional culture technique. Centrifugal-flotation technique was carried out for enteroparasites detection. Fecal
coliforms MNP values higher than 10%/g were observed in 60.0% of cabbage, 50.0% of watercress, and 20.0% of
lettuce minimally-processed samples. In 48.0% of fresh-cut lettuce samples, the MPN values of fecal coliforms
was higher than 2x10%/g. Escherichia coli was evidenced in 45.0%, 30.0% and 20.0% of watercress, cabbage and
fresh-cut lettuce samples, respectively. Salmonella was isolated from 5.0% and 4.0% of watercress and fresh-cut
lettuce samples, respectively, and Yersinia enterocolitica was found on 5.0% of cabbage samples. Enteroparasites
were detected on 7.1% of watercress and on 20.0% of fresh-cut lettuce samples. Good manufacturing practices
implementation on whole vegetable-produce chain is relevant, in order to assure the availability of safe products
to population

Key words. vegetables, minimally processed, hygienic conditions, pathogenic bacteria, enteroparasites.

RESUMO

Com o intuito de avaliar as condigdes higiénicas das hortalicas empacotadas e prontas para o consumo, foram
analisadas 20 amostras de cada tipo dessas hortalicas - agrido, alface e repolho minimamente processadas e,
também, 25 amostras de alface in natura. A determinagao de coliformes e Escherichia coli foi realizada por meio de
técnica do nimero mais provavel (NMP). Foi utilizada a técnica convencional de cultura para efetuar a pesquisa
de Salmonella, Listeria monocytogenes e Yersinia enterocolitica, e a anélise parasitoldgica pela técnica de centrifugo-
flutuagdo. O valor de NMP de coliforme fecal acima de 10%/g foi encontrado em 60,0% das amostras de repolho,
em 50,0% de agrido e em 20,0% de alface minimamente processadas. Em 48,0% das amostras de alface in natura,
o valor de NMP de coliformes fecais foi acima de 2x10%*/g. Escherichia coli foi evidenciada em amostras de agrido,
repolho minimamente processados e em alface in natura, respectivamente na proporgao de 45,0%, 30,0% e 20,0%.
Salmonella foi isolada em 5,0% de amostras de agrido e em 4,0% de alface in natura; e em 5,0% de amostras de
repolho foi detectada Yersinia enterocolitica. Os enteroparasitas foram detectados em 7,1% de amostras de agrido
e em 20,0% de alface in natura. Os resultados do presente estudo mostram a necessidade de implantar as boas
praticas de manufatura de hortalicas em todas as etapas de producéo, visando obter produtos mais seguros para
satde publica.

Palavras-chave. hortalicas, minimamente processadas, condi¢des higiénicas, bactérias patogénicas, enteroparasitas.
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INTRODUCTION

The packaged minimally-processed vegetables are those
undergone to minimally- processing operations and to
be offered to the consumers in a practical and attractive
formats. The minimally-processing procedures involve
selection, classification, cleaning, washing, sanitation,
peeling, cutting, packing, and storage'. Due to the fact of
being highly perishable, it is recommended to store the
minimally-processed vegetables at below 5°C after being
packed in a specific plastic film and sealed, in order to
maintain O, absorption and CO, production balance. The
permeability to the water vapor produced by condensation
inside the package provides optimal conditions for
inducing growth of microorganisms?.

The minimally-processed vegetables were
introduced in Brazil in the 90s, and they become well-
received products due to the advantages of the way they
are offered to consumers as cleaned and packed products,
besides of convenience in saving time in meals preparation
and in minimizing waste’.

Microbiota in fresh-cut vegetables is diverse, but
it usually does not include pathogenic microorganisms
to man. Nonetheless, at some points at the vegetable
produce chain some incorrect procedures have been put
into practice, such as the use of human or animal feces
as fertilizer, and the employment of improper irrigation
water from rivers and creeks that receive untreated
domestic sewer, which can contaminate the vegetables.
And these practices increase the risk to diseases caused
by pathogenic bacteria, parasites and viruses®. Also,
pathogens can be transmitted to the products handled
by infected worker, in addition to the used vehicles,
insects and domestic animals which are crucial sources of
contamination®. Therefore, the fresh-cut vegetables that
are eaten raw have been considered as a potential source
in transmitting pathogenic agents related to food-borne
disease.

Concurrently to the rise of popularity in consuming
minimally-processed vegetables, there is an increase
of the risk for microorganisms contamination derived
from inadequate handling, inappropriately cleaned or
sanitized equipments, which contribute to produce high
counts of spoilage and/or pathogenic microorganisms®.
According to Beuchat’, the food-borne disease outbreaks
associated with raw fruits and vegetables consumption
were very common highly prevalent in the USA during
the last decade. These outbreaks occurred on account of
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the per capita growth in consuming raw and minimally-
processed fruits and vegetables, in the international trade
expansion, and also owing to the increasing number of
immunosuppressed consumers.

Since the minimally-processed vegetables
consumption has also been increasing in Brazil, and
because of the lack of information on the quality of
these products, the present study evaluated the hygienic
conditions of minimally-processed watercress, lettuce
and cabbage, and fresh-cut lettuce, searching for the
total and fecal coliforms, Escherichia coli, enteroparasites,
and pathogenic bacteria, such as Salmonella, Listeria
monocytogenes and Yersinia enterocolitica.

MATERIAL AND METHODS

= Samples
A total of 60 samples, being 20 samples of each type of
the minimally-processed vegetables - watercress, lettuce
and cabbage were collected in the ABC region, SP. The
minimally-processed vegetables were ready-to-eat, packed
in a plastic film, and stored at refrigerated temperatures.
Sampling units were made up of two 350g-package
of each vegetable. Twenty-five conventional fresh-cut
lettuce samples were also collected and analyzed, being
the sampling unit one lettuce head, no matter the weight
or size.

The vegetables samples were collected from July
2005 to October 2006 from supermarkets and vegetable
dealers in the ABC region, SP. The vegetables samples were
taken to the laboratory in their original packages, and
they were kept under refrigeration until the moment of
analysis, which occurred in a maximum of 24 hours after
being collected.

= Samples processing

Twenty-five g of each sample were homogenized in 225
mL of 0.1% peptone water, to get a 10! dilution, which
was used to prepare the serial and sequential ten-fold
dilutions with the same diluent solution.

= Total and fecal coliforms, and E. coli counts

The microorganisms counts were carried out using the
most probable number procedure (MPN), following
the methodology described by Hitchins et al.,19928.
Presumptive test for total coliforms was carried out on
lauryl sulphate broth (BD-Sparks, USA), and the con-
firmatory testing was performed on brilliant green bile
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broth (BD-Sparks, USA), both incubated at 35°C for 24-
48h. Escherichia coli broth (BD-Sparks, USA) was used to
determine the fecal coliforms and examined after 24-48h
at 45°C. E. coli was detected by culturing the positive-fecal
coliform tubes onto Levine agar (BD-Sparks, USA) and
incubated at 35°C for 24h. Five nucleated colonies, with
or without metallic sheen, were subcultured on tryptic soy
agar (Oxoid-Basingstone, England) during 24h at 35°C.
The presence of E. coli was confirmed by means of Gram
staining, lactose broth, and IMViC tests (indole, methyl red,
Voges Proskauer and citrate). The following criteria deter-
mined the positive E. coli strain: Gram-negativity, lactose-
fermenting bacilli, IMViC patterns (++--) and (-+--).

= Salmonella.

Salmonella contamination was investigated according to
Andrews et al,1992°. Twenty-five g of samples were pre-
enriched in 1% buffered peptone water and incubated
at 35°C for 24h. Selective enrichment was carried out on
tetrathionate and Rappaport Vassiliadis broths (Oxoid-
Basingstone, England), and incubated during 24-48h
at 43°C; and the isolation was done on bismuth sulfite
agar (Oxoid-Basingstone, England) and brilliant green
agar (Oxoid-Basingstone, England) at 35°C for 24h. The
presumptive identification was carried out triple sugar
iron agar (Oxoid-Basingstone, England) and lysine iron
agar (Oxoid-Basingstone, England). Salmonella-suggestive
strains were investigated by biochemical tests using API
20E (BioMérieux Marcy IEtoile, France), and subtyped by
seroagglutination assay by using polyvalent flagellar and
somatic antisera. Salmonella serotyping was performed
at Bacteriology Department of Instituto Adolfo Lutz -
Central Laboratory in Sao Paulo, SP.

= Listeria monocytogenes

A 25g-sample aliquot was homogenized in buffered
Listeria enrichment broth (Oxoid-Basingstone, England)
and incubated for 24-48h at 30°C. Bacteria isolation was
carried out on Listeria selective agar - Oxford formulation
(Oxoid-Basingstone, England) incubated at 35°C for
48h; and the typical colonies were isolated on tryptic soy
agar with 0.6% yeast extract incubating at 30°C for 24h.
Biochemical characterization was based on the following
assays: catalase production, 8-hemolysis production on
4% horse blood agar, motility on semi-solid agar, and API
for Listeria (BioMérieux Marcy I’Etoile, France). Listeria
monocytogenes contamination on analyzed vegetables was
investigated according to Hitchins, 2003'.

= Yersinia enterocolitica

Yersinia enterocolitica contamination on analyzed
vegetables was determined according to Weagan et al.,
2003,

A 25g-sample aliquot was homogenized in
peptone sorbitol bile broth and then divided into two
equal parts: one was enriched at 7°C during the period
from 10 to 21 days, and the second portion at 25°C from 2
to 7 days. After incubation, 1 mL of each enriched portion
was decontaminated by adding 9mL of 0.5% KOH in
0.5% saline. The bacteria isolation was carried out on
MacConkey agar (Oxoid-Basingstone, England) at 25°C
for 48h,and on Yersinia selective agar (Oxoid-Basingstone,
England) at 30°C during 24h. Five typical colonies were
cultured onto triple sugar iron agar, bile esculin agar,
Christensen urea agar, and tryptic soy agar, incubating for
48h at 25°C. H,S or other gas non-producing-strains on
triple sugar iron agar and also either positive or negative
saccharose, positive urease, and positive or negative esculin
were analyzed by biochemical testing using API 20E.

= Enteroparasites

Each vegetable sample was washed down with a brush
using 300mL of neutral detergent (10mL Extran MA
diluted in 2,000 mL of saline). The washing liquid was
filtered in gauze, transferred to a conical glass and left to
rest for 24 hours. Then, the supernatant was discarded
and the sediment was homogenized. A part of it (=10ml)
was poured in centrifuge tubes for processing centrifugal-
flotation technique using zinc sulfate; the remaining
portion was employed for sedimentation technique.
Enteroparasites contamination on analyzed vegetables
was investigated following the methodology described by
Oliveira & Germano, 1992'2,

RESULTS AND DISCUSSION

Of 20 minimally-processed watercress and cabbage
samples, seven (35.0%) presented total coliform counts
higher than 10°/g , and 10.0% (2/20) of minimally-
processed lettuce samples showed MPN of total coliforms
ranging from 10° to 10%/g (Table 1). Although the Brazilian
regulation® for food products does not include the total
coliform counts in ready-to-eat vegetables, Caruso and
Camargo' showed that MPN of total coliforms higher
than 10°/g, turning the vegetables inadequate for human
consumption due to organoleptic changes, loss in
nutritional value and risks to consumers health.
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In addition, the occurrence of total coliforms is
valuable indicators for processing conditions. The high
counts of these microorganisms suggest an inadequate
food processing, and/or recontamination after being
processed. The most frequent causes of microorganisms
contamination on minimally-processed vegetables are the
lack of quality of raw material, the inaccurate cleaning
and sanitization of used equipment and utensils, and the
inadequate product handling *.

Table 1 also indicates that 60.0% of the cabbage
samples, 50.0% of the watercress samples and 20.0% of
the minimally-processed lettuce samples demonstrated
MPN of fecal coliforms higher than 10*/g. The Resolution
RDC n°12" determines a tolerance of up to 10%/g of the
product for fecal coliforms; therefore, according to the
observed results a clear nonconformity with the regulation
was evidenced. The results found in the present study
were lower than those reported by Froder et al.', in Sao

Paulo. These investigators analyzed different types of
minimally-processed vegetables, and observed that 84.6%
of the watercress samples and 61.0% of the lettuce samples
showed higher than 10*fecal coliforms/g. Lopez et al.”’, in
Chile, reported the adequate hygienic conditions in 100%
of analyzed minimally-processed cabbage samples, being
MPN of fecal coliforms lower than 3/g.

According to Brackett et al.'®, the occurrence of
fecal coliforms is not considered to be an indicator of
pathogenic bacteria derived from gastrointestinal tract.
Some species, particularly Klebsiella, belonging to the fecal
coliforms group, take part in the microbiota on fresh-cut
vegetables. The presence of these microorganisms may
produce positive results for fecal coliforms. E. coli is the
unique valid indicator for fecal contamination. E. coli
was isolated from 30.0% and 45.0% of the cabbage and
watercress samples, respectively, although it occurrence
was not detected on minimally-processed lettuce (Table

Table 1. Class intervals/g for the most probable number of total and fecal coliforms on minimally-processed cabbage,
watercress and lettuce, and on fresh-cut lettuce samples collected from 2005 to 2006 in the ABC region, SP

Class mp cabbage mp watercress mp lettuce fresh-cut lettuce
inter- TC FC E.coli TC FC E.coli TC FC E.coli TC FC E.coli
vals/g N° N° N° N° N° N° N° N° N° N° N° N°
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
010 ) 7 14 ) 10 12 2 16 20 1 9 20
(35.0) (70.0) (50.0) (60.0) (10.0) (80.0) (100.0) (4.00 (36.0) (80.0)
1 1 3 4
0= 1o ) (5.0) ) ) (5.00 (15.0) ) i i (16.0)
107 - 10° 1 4 2 1 6 6 5 3 i 2 2 2
(5.00 (20.0) (10.0) (5.00 (30.00 (30.0) (25.0) (15.0) (8.00 (8.00 (8.0
10°- 10¢ 4 2 1 4 1 A 1 ) 5 2
(20.0) (10.0) (5.0) (20.0) (5.0) (20.0) (5.0) (20.0) (8.0)
10% - 105 5 5 2 5 3 2 4 ] 12 6 2
(25.0) (25.0) (10.0) (25.0)0 (15.0) (10.0) (20.0) (48.0) (24.0) (8.0)
3 3 2 3 2 1
gk - o (15.0) (15.0) ) (10.0) ) (12.00 (8.0 (4.0
108 7 1 1 7 ] ] ) 2 ) ]
> (35.00 (5.0) (5.0) (35.0) (8.0)

mp = minimally-processed, TC = total coliforms, FC = fecal coliforms, cabbage = 20 samples, watercress = 20 samples, lettuce = 20 samples; fresh-

cut lettuce = 25 samples.
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1). The maximum value of most probable number of
E. coli observed on cabbage and watercress samples were
>1.1x10°g and 9.3x10%/g, respectively (data not shown).

As for fresh-cut lettuce, 48.0% (12/25) of samples
showed fecal coliform counts higher than 2x10%/g. These
results indicate the inadequacy in the vegetable hygienic
condition, according to the Decree 12.486". The values
detected in the present study were higher than those
reported by Takayanagui et al.”, in Ribeirao Preto, and by
Simdes et al.?!, in Campinas, wherein the most probable
number of fecal coliforms above 2x10%*/g was found on
17.0% and 19.0% of analyzed fresh-cut vegetable samples,
respectively. The occurrence of E. coli was observed on
20.0% (5/25) of fresh-cut lettuce samples (Table 1), and
the maximum counts were 1.1x10°/g of the product (data
not shown).

None of the minimally-processed vegetables or
fresh-cut lettuce harbored L. monocytogenes (Table 2),
although other species were isolated, such as: L. innocua
from one watercress sample, and L. seeligeri and L. innocua
from some samples of fresh-cut lettuce. L. innocua is not
considered to be pathogenic to human, and listeriosis
caused by L. seeligeri is extremely rare in humans'. Similar
data were reported in United Kingdom by Sagoo et al.?,
these investigators did not detect L. monocytogenes, but
isolated other Listeria species from 0.2% of analyzed
minimally-processed vegetables samples: L. innocua
from watercress and L. seeligeri from raddish. In Brazil,
Froder et al'®, isolated L. monocytogenes and Listeria spp
from 0.6% and 1.7% of minimally-processed vegetables,

respectively, whereas De Curtis et al.”, in Venezuela,
detected L. monocytogenes from 30.0% of minimally-
processed vegetables samples.

Yersinia enterocolitica was isolated from
5.0% (1/20) of cabbage samples (Table 2), and other
Yersinia species were detected on three varieties of
minimally-processed vegetables samples: Y. frederiksenii
(from minimally-processed cabbage and lettuce),
Y. intermedia (from minimally- processed lettuce), and
Y. kristensenii (from watercress). Among the isolated species,
Y. enterocolitica is the only one considered to be potentially
pathogenic to humans, and yersinosis outbreaks associated
with the consumption of foodstuffs contaminated with
this bacterium were reported elsewhere**. Pingulkar et
al.?® did not detect Y. enterocolitica in India, but Yersinia
sp was isolated from 20.0% of ready-to-eat vegetables
samples.

Investigation on both Yersinia enterocolitica and
L. monocytogenes are required for foodstuffs stored under
refrigeration due to the psychrotrophic characteristics of
these organisms®.

Salmonella was isolated from 5.0% (1/20) of
watercress samples and 4.0% (1/25) of fresh-cut lettuce
samples, which showed lower than 10 fecal coliforms/g
(Table 2). Therefore, these vegetables are considered
inadequate for consumption by reason of Salmonella
detection on 25g of the product, according to the current
regulation. These results were similar to those reported by
Froder et al.’*and Takayanagui et al.”, wherein Salmonella
sp was isolated from =3.0% of minimally-processed

Table 2. Occurrence of Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica e Salmonella on minimally-processed cabbage,
watercress and lettuce, and on fresh-cut lettuce samples collected from 2005 to 2006 in the ABC region, SP

N° (%) of positive samples for

Type of vegetable Total L.monocytogenes Y.enterocolitica Salmonella
n° of samples in 25¢g in 25g in 25¢g
mp cabbage 20 - (510) ;
mp watercress 20 - o (510)
mp lettuce 20 - - ;
Fresh-cut lettuce 25 - = 1
(4.0)

mp = minimally-processed.
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vegetables and fresh-cut vegetables samples, respectively.
On the other hand, in the study conducted in Chile by
Lépez et al.”’, none of the analyzed minimally-processed
vegetables samples harbored Salmonella.

Salmonella serotypes identified in the present
study were S. enteritidis, isolated from watercress and
S. panama from fresh-cut lettuce samples. The bacteria
genus Salmonella continue to be the main etiological agents
of food-borne disease outbreaks. In 2005, Salmonella was
responsible for 39.0% of food-borne disease outbreaks,
being S. Enteritidis as the second mostly prevalent serotype
in 10 States of the Unites States of America *.

Salmonellae, as Gram negative bacteria, are easily
eliminated by using low concentrations of free chlorine.
Nonetheless, on some occasions these microorganisms
are unsuccessfully eliminated from pre-contaminated
vegetables. Chlorine efficacy as a disinfectant depends on
the concentration, pH, temperature, time of exposure, and
the growth phase of the pre-existent pathogen®. Other
factors also abrogate the lethal effect of hypochlorite
on microorganisms, as the hydrophobic nature of fat
droplets covering the vegetable surface®, and the vegetable
structure, which may prevent the contact between the
sanitizing agent and the pathogens’.

Parasitological analyses were carried out in 70.0%
of each minimally-processed vegetables variety, and in
100% of fresh-cut lettuce samples.

Results of these analyses are shown in Table 3;
7.1% (1/14) of watercress samples were contaminated
with enteroparasite eggs, as from Ascaris lumbricoides, but
no enteroparasite was detected on two other minimally-
processed vegetables varieties. On 14.3% (2/14) of
watercress samples and on 7.1% (1/14) of cabbage
samples, contaminants as mites and nematode larvae
were detected. Hence, 21.4% of watercress samples and
7.1% of cabbage samples did not comply with Decree SVS
326/97°', considering the presence of unusual biological
matters, either harmful or harmless to human health
on the processed foodstuffs. Only the lettuce sample
was negative for both enteroparasites and biological
contaminants, among the three minimally-processed
vegetables varieties analyzed in the present study. This fact
might be in part correlated to the vegetable structure, as
the large and smooth leaves of lettuce could be favored by
the cleaning procedure and by the action of the sanitizing
agent on the vegetable.

Twenty percent (5/25) of fresh-cut lettuce samples
were contaminated with enteroparasites as Strongyloides
stercoralis, Ascaris lumbricoides eggs, Giardia lambria
and Entamoeba coli cystis (Table 3), which indicate the
occurrence of fecal contamination from human and/or
animal origin, and these findings are important for public
health, excepting Entamoeba coli, for being considered
as no pathogenic for man®. Even so, the presence of this

Table 3. Number and percentage of positive samples for enteroparasites and contaminating agents on minimally-
processed cabbage, watercress and lettuce, and on fresh-cut lettuce collected from 2005 to 2006 in the ABC region, SP

N° (%) of positive samples

Type of vegetable Total . Biological 3 Total
° Enteroparasites : n° of positive
n° of samples contaminants samples
1 1
mp cabbage 14 (7.1) (7.1)
2 3
mp watercress 14 (7.1) (14.3) 21.4)
mp lettuce 14 i i
4 9
Fresh-cut lettuce 25 (20.0) (16.0) (36.0)

mp = minimally-processed, enteroparasites= Strongyloides stercoralis, Ascaris lumbricoides eggs, Giardia lambria and Entamoeba coli cysts, and

biological contaminants = mites, nematode larvae.
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protozoan is relevant when the fecal coliform counts are
high, as observed in the present study. Silva et al.** and
Soares et al.** have recently reported the high rates of
enteroparasites on analyzed fresh-cut lettuces samples.

The results found in the present study show the
poor hygienic conditions of the minimally-processed
vegetables, evidenced by high rate of fecal and total
coliform populations, and also by detecting Escherichia
coli, Salmonella, Yersinia enterocolitica, pathogenic
parasites and biological contaminants. For that reason,
the implementation on good manufacturing practices
is crucial, from the vegetable cultivation to each
stage of minimally processing, including packing and
refrigeration, in order to prevent cross-contamination
and multiplication of microorganisms during production
and storage.

As for fresh-cut vegetables, especially those
receiving no heat treatment before consumption, the
quality will be improved if some measures are assumed by
means of educational programs directed to agriculturists,
combined with periodically monitoring the water used for
irrigation procedures.

Good manufacturing practices implementation
on the whole vegetable-produce chain is relevant, in
order to identify and control the factors for preventing
contamination and restraining microorganisms growth,
and to assure the availability of safe products to
population. In addition, hygienic status, appropriate
storage and transportation conditions are crucial factors
for extending the vegetables shelf life and safety.
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RESUMO

A avaliagdo da qualidade microbiolégica de produtos armazenados, utilizados como plantas medicinais, é
fundamental para garantir a seguranga alimentar, em fun¢io do potencial micotoxigénico apresentado por algumas
espécies de fungos. No presente trabalho foram realizados o isolamento, a quantificagao e a identificagao de fungos
potencialmente produtores de micotoxinas em amostras de chas de camomila (Chamomilla recutita L.), erva-doce
(Pimpinella anisum L.) e erva-mate (Ilex paraguariensis St.-Hil.), adquiridas em estabelecimentos comerciais da
cidade de Curitiba, PR, Brasil. As amostras foram analisadas nas formas de infusdo fria, de infusdo tradicional e de
cocgao. Nao houve diferencas significativas nos valores de UFC/g nas amostras de camomila, erva-mate e erva-doce
analisadas na forma de infusdo. Foram observadas diferengas significativas em amostras de camomila e erva-doce
em forma de infusdo fria em rela¢do as demais formas de processamento de amostras , contudo essas nao foram
evidentes nas amostras de erva-mate. Os principais géneros de fungos isolados das amostras analisadas foram
Aspergillus sp (35,9%); Penicillium sp (9,4%); Fusarium sp (0,21%); Rhizopus sp (11,5%), Ulocladium sp (18,4%) e
Mycelia sterilia (6,84%). Entre os fungos potencialmente toxigénicos, o Aspergillus sp foi o mais frequente nos trés
tipos de chas, seguido de Penicillium sp e Fusarium sp. Considerando que os fungos com potencial micotoxigénico
persistem mesmo apds a infusdo ou cocgdo, recomenda-se que estratégias sejam desenvolvidas para garantir a
qualidade e a seguranca alimentar dos produtos consumidos pela populacéo.

Palavras-chave. Chamomilla recutita, Pimpinella anisum, Ilex paraguariensis, fungos micotoxigénicos.

ABSTRACT

Microbiological evaluation on stored products such as medicinal plants has been a matter of great concern for Food
Safety due to the potentiality in producing mycotoxins by some fungal species. In the present paper, the isolation,
quantification and identification of potentially mycotoxigenic fungal genera in the chamomile (Chamomilla recutita),
anise (Pimpinella anisum) and mate tea (Ilex paraguariensis) tea-leaf samples are reported. The analyzed tea-leaf
samples were purchased from stores located in the city of Curitiba, Parand, Brazil, and they were evaluated in the
forms of cool infusion (pouring cool water on the leaves), regular infusion (pouring hot liquid on the leaves) and
leaves boiling process. In chamomile, mate tea and anis tea-leaf samples analyzed in infusion form, no significant
differences on CFU/g values were showed=The cool infusion forms of chamomile and anis teas presented some
significant differences, but not in mate tea cool infusion. The-fungal genera isolated from analyzed samples were
Aspergillus sp (35.9%); Penicillium sp (9.4%); Fusarium sp (0.21%); Rhizopus sp (11.5%), Ulocladium sp (18.4%)
and Mycelia sterilia (6.84%). The potentially mycotoxigenic fungus Aspergillus sp was the most frequent in all of
analyzed tea samples, followed by Penicillium sp e Fusarium sp. Considering that the potentially mycotoxigenic
fungi remain in tea samples even after being treated by infusion and boiling processes, some strategies should be
implemented to guarantee the food quality and safety.

Key words. Chamomilla recutita, Pimpinella anisum, Ilex paraguariensis, mycotoxigenic fungi.
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INTRODUCAO

Plantas com propriedades medicinais vém sendo usadas
desde a antiguidade no tratamento de diversas doencas no
homem e, ainda hoje, uma grande parcela da populagao
de paises em desenvolvimento depende unicamente desta
forma de tratamento'. Com a recente busca por novos
compostos com propriedades terapéuticas e a pressao
social para consumo de produtos de origem natural,
o consumo de plantas medicinais vem aumentando
consideravelmente. As ervas, em geral, ao serem colhidas,
passam por processos de secagem, normalmente em
estufas a céu aberto, onde recebem toda a influéncia de
fungos filamentosos?.

A resolug¢ao RDC 12/01 da Anvisa, que
regulamenta os padrdes microbioldgicos para alimentos,
nao contempla a pesquisa de fungos filamentosos em
chds ou em alimentos consumidos apds adi¢ao de
liquido com emprego de calor’. Embora todas as plantas
apresentem micro-organismos endofiticos, muitas
vezes produzindo compostos com ag¢do terapéutica, a
contaminagao superficial por algumas espécies de fungos
¢ um fator preocupante®.

Fungos filamentosos como Aspergillus e Penicillium,
encontrados em praticamente todos os nichos ambientais,
apresentam vdrias espécies produtoras de metabdlitos
toxicos durante seu crescimento e desenvolvimento®. A
ingestdo destas micotoxinas pode causar efeitos agudos
ou cronicos no homem e outros animais’, especialmente
no figado, rins e cérebro, além do alojamento destas nos
musculos esqueléticos®. Problemas imunoldgicos e a¢ao
carcinogénica também sao descritos’. As micotoxinas
mais importantes sao as aflatoxinas (Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus), fusariotoxinas (Fusarium spp) e
ocratoxinas (Aspergillus alutaceus, e algumas espécies de
Penicillium)®.

Acredita-se que quase todos os fungos sao poten-
cialmente produtores de metabdlitos téxicos e que todos
os alimentos sao suscetiveis a contamina¢ao’.

O presente trabalho teve por objetivo o isola-
mento, identificacdo e avaliagdo do numero de fungos
potencialmente produtores de micotoxinas em chds de
camomila (Chamomilla recutita L. (Compositae)) erva-
doce (Pimpinella anisum L. (Umbelliferae) e erva-mate
(Ilex paraguariensis St. Hil (Aquifoliaceae)), avaliados
em diferentes modos de preparo (infusao fria, infusio,
€0C6a0).
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MATERIAL E METODOS

= Obtengao de amostras

As plantas medicinais: camomila (C. recutita L.), erva-
doce (P. anisum L.) e erva-mate (I. paraguariensis
St.-Hill.) foram obtidas de sacarias pldsticas de
volume varidvel, expostas (setembro de 2005) em
trés diferentes estabelecimentos dentro do Mercado
Municipal de Curitiba, onde tradicionalmente ocorre
a venda de produtos a granel. O critério de escolha
dos estabelecimentos levou em consideragao a melhor
estrutura e as condi¢des higiénico-sanitarias dos
locais. Em cada estabelecimento, foram coletadas
aleatoriamente trés amostras de 500 g de cada espécie
vegetal, sendo estas acondicionadas em sacos de
polietileno. Em laboratério, as amostras de cada vegetal
foram misturadas para obtencdo de uma amostra
composta, da qual se retirou o equivalente a 1 kg para
a realizacao das andlises.

= Preparo das amostras

A avaliagao foi realizada no Laboratério de Microbiologia
e Biologia Molecular (LabMicro), do Departamento de
Patologia Bésica, da Universidade Federal do Parand,
Curitiba, PR. As amostras de cha foram preparadas pelos
métodos: infusdo fria, infusao e coc¢io, de acordo com
a metodologia de Furlaneto, Marins e Endo'’. Amostras
de 25 g de cada chéd foram homogeneizadas em 225 mL
de dgua destilada esterilizada, com auxilio de bastao
de vidro, por 3 minutos, constituindo o método de
infusio fria. Para o método de infusdo foi adicionada
agua destilada em ebulicdo. No método de cocgao, os
chés permaneceram em ebuli¢do por 1 minuto. Foram
realizadas dilui¢des decimais seriadas (1/10, 1/100 e
1/1000).

= Contagem e identificacao de fungos filamentosos
Aliquotas de 0,1 mL de cada amostra de chd e seus respec-
tivos métodos de preparo foram semeadas em 30 placas
de Petri (9 cm @) de meio Agar-Dextrose-Batata (BDA -
Difco) acrescido de tetraciclina (100pg.mL™*), pelo método
de plaqueamento em superficie. As placas foram incubadas
a25=*1°Cpor 7 dias e foi estimado o nimero de UFC/g".
Os isolados fingicos que apresentaram diferentes morfo-
logias coloniais foram isolados em BDA, incubados a 25 +
1 oC por 10 dias. Para a identificacdo dos isolados foram
utilizados critérios macro e micromorfoldgicos'> !>,
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= Analise estatistica

Os valores de UFC/g foram transformados em log (x+2),
submetidos a anilise de varidncia seguindo um modelo
fatorial (3x3) e as médias comparadas por meio de teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o
software ASSISTAT 7.5 2008".

RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando o nimero de UFC/g nos diferentes chas,
observou-se que em camomila (2,63x10* UFC/g) os valo-
res nao diferem dos observados em erva-mate (1,73x10*
UFC/g) e em erva-doce (1,03x10* UFC/g), no método
de infusdo. Erva-mate e erva-doce sdo estatisticamen-
te diferentes, sendo os valores de erva-doce menores
(p<0,01). No método de infusdo os trés tipos de chds
apresentaram valores com diferencas ndo significativas,
sendo encontrado em camomila 1,5x10* UFC/g, em erva-
mate 1,73x10* UFC/g e em erva-doce 0,63x10* UFC/g.
No método infusao fria, camomila e erva doce nao
diferiram significativamente (5,6x10* UFC/g e 2,7x10*
UFC/g respectivamente), entretanto, ambos apresen-
taram diferengas em rela¢ao a erva-mate (10* UFC/g).
Todos os valores observados foram superiores ao limite
maximo sugerido pela Organizagao Mundial da Saude
para fitoterdpicos', que é de 10* UFC/g(Tabela 1).

Em relagao aos métodos de preparo, o método de
infusdo é estatisticamente comparével a cocgdo, diferindo

do método infusao fria, em camomila, o qual apresenta
maior nimero de UFC/g. em camomila, o método
infuso apresentou diferenca significativa em relagao ao
método infusdo fria. Em erva-mate, os trés métodos de
preparo sao similares e em erva-doce, os métodos infusao
e cocgdo nao apresentaram diferenca significativa no
numero de UFC/g, sendo ambos diferentes do método
de cocgdo (Tabela 1).

Observou-se uma tendéncia de diminui¢do no
numero de UFC/g quando os chds foram submetidos
ao aquecimento para camomila e erva-doce, sendo este
tratamento recomendado como uma das formas de
controle de fungos nestas ervas. Entretanto, apesar da
redu¢do no numero de isolados, os fungos filamentosos,
por apresentarem estruturas de resisténcia, podem
permanecer no produto até que existam condi¢des
ambientais para o seu desenvolvimento's.

Entretanto, em erva-mate os valores observados
nos trés métodos nao foram estatisticamente significativos.
Seria desejavel uma redug¢do nos niveis de contaminagao
nos infusos, ja que em virtude das tradi¢des regionais, a
erva-mate é preparada com agua fria e em infusdao com
dgua quente, constituindo bebidas tipicas popularmente
conhecidas como tereré e chimarrao'’.

As condigoes de armazenamento e o tempo,
bem como os tipos de embalagens podem propiciar o
desenvolvimento de micro-organismos nos chas. Os

Tabela 1. Média das contagens formadoras de colénia (UFC/g) de fungos isolados de chas de camomila, erva-mate e
erva-doce, nos métodos de preparo infusao fria, infusdo e coccao

Contagem

Espécies vegetais Método de preparo (UFCx10%/g*) Médias**
Camomila Infusao fria 5,6000 0.61224
(Chamomilla recutita L. Infusao 2,6300 0.4535%¢
(Compositae)) Coccao 1,5000 0.4207%
Erva-mate Infusao fria 1,0000 0.4771°A
(llex paraguariensis St. Hil Infusdo 1,7300 0.4855
(Aqufoliaceae)) Coccao 1,7300 0.5166%
Erva-doce Infuséo fria 2,7000 0.6239
(Pimpinella anisum L. Infusdo 1,0300 0.3839%®
(Umbelliferae)) Coccao 0,6300 0.45977

*Médias de 30 repeticdes. **Médias transformadas para log(x+2). DMS = 0.1016 CV=33,92%.
As médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si (Tukey ao nivel de 5% de probabilidade).
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chds de camomila e erva-doce analisados sdo produtos
importados, ficando armazenados durante a entressafra
e comercializa¢do, propiciando condi¢des favoraveis ao
crescimento de fungos. A erva-mate, por sua vez, fica
armazenada por periodos de tempo menores, pois apds
a colheita é processada, comercializada e consumida
em curto espago de tempo, o que possivelmente leva a
diminui¢dao no nimero de fungos contaminantes.

Osvalores encontrados no presente trabalho foram
superiores aos obtidos por ROCHA et al."’. Estes autores
analisaram folhas inteiras de sene (Cassia acutifolia) e
boldo-do-chile (Peumus boldus) vendidas em farmdcias
de manipula¢ao em Campinas, Sdo Paulo e concluiram
que apresentavam um nivel de contaminagao por fungos
de até 7,37x10° UFC/g e 1,9x10° UFC/g, respectivamente.
Entretanto, os valores obtidos foram inferiores aos obtidos
por Aradjo e Ohara'®, que analisaram 45 amostras de
drogas vegetais vendidas em feira livre, no Estado de Sao
Paulo e que revelaram niveis de contaminagao por bolores
e leveduras de até 10° UFC/g. Também foram inferiores
aos resultados encontrados por Martins et al. %, que
encontraram fungos em 93,5% das amostras de plantas
medicinais comercializadas em mercados publicos em
Lisboa, Portugal, com niveis médios de 10° UFC/g.

Os principais géneros fungicos isolados no
presente trabalho, das amostras de camomila, erva-mate
e erva-doce foram Aspergillus sp (35,9%); Penicillium
sp (9,4%); Fusarium sp (0,21%); Rhizopus sp (11,5%),
Ulocladium sp (18,4%) e Mpycelia sterilia (6,84%).
Dentre estes, Aspergillus sp, Penicillium sp e Fusarium
sp sao descritos como potencialmente micotoxigénicos.
Segundo Furlaneto et al'’, estes fungos sao produtores
de metabdlicos secundarios, podendo causar diversas
patologias prejudiciais ao homem. Resultados semelhantes

aos obtidos no presente trabalho, com relacdo aos
géneros fungicos, foram encontrados em erva-mate (L.
paraguariensis), espinheira-santa (Maytenus ilicifolia),
sene (Cassia acutifolia) e boldo-do-chile (Peumus boldus)
(Bernardi'®; Aquino? Rocha'”), com grande concentragao
de Aspergillus sp e Penicillium sp, entre outros. Bugno
et al.%, compararam 64 diferentes espécies de plantas
medicinais comercializadas em Sao Paulo e avaliaram o
numero de isolados fungicos, destes, 9% correspondiam
a Aspergillus e Penicillium.

Em relagao a avaliagao qualitativa, ndo foi obser-
vada diferenca estatisticamente significativa quanto ao
numero de Aspergillus sp nas ervas analisadas, 0 mesmo
sendo observado para Fusarium sp. Em relagao ao género
Penicillium sp, em camomila, a sua frequéncia foi estatis-
ticamente diferente dos demais (p<0,01) (Tabela 2).

Emrelagao afrequéncia dos géneros potencialmente
micotoxigénicos Aspergillus sp, Penicillium sp e Fusarium
sp, em camomila, foi observada diferenca estatisticamente
significativa (p<0,01). Ja em erva-mate e em erva-doce,
o género Aspergillus sp diferiu significativamente de
Fusarium sp e Penicillium sp, os quais ndo diferiram entre
si (p<0,01) (Tabela 2).

Os géneros Ulocladium sp, Rhizopus sp e Mycelia
sterilia também foram observados no presente trabalho.
Segundo Borges®, embora ndo se conhecam evidéncias
de toxicidade para estes géneros, ndo se descarta a
possibilidade de que seus metabdlitos apresentem algum
tipo de reagao toxigénica no organismo humano ou
animal.

Os dados obtidos sugerem que condi¢oes inade-
quadas de qualidade da matéria prima, processamento,
distribui¢ao, armazenamento e comercializagao dos
chas avaliados contribuiram para a contamina¢ao dos

Tabela 2. Média de géneros de fungos potencialmente toxigénicos isolados de chas de camomila, erva-mate e

erva-doce
FUNGOS
Chas , . s :
Aspergillus Penicillium Fusarium
Camomila 0.5103 0.5137 0.5059*
Erva-mate 0.4341b4 0.3304¢® 0.3128%
Erva doce 0.30694 0.3010% 0.3010%

Médias de 30 repeticdes. Dados transformados para log (x+2). DMS=0.0525. CV=22,12%.
Médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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produtos por fungos. Estudos mais aprofundados devem
ser conduzidos, envolvendo o levantamento quantitativo e
qualitativo dos isolados fingicos. A identificagao de fungos
contaminantes de chds ¢ uma importante ferramenta para
aseguranca alimentar dos consumidores destes produtos,
uma vez que a presenca de micro-organismos produtores
de micotoxinas pode acarretar efeitos prejudiciais a satide
do consumidor, dependendo da forma de preparagdo
ao qual sao submetidos. Tendo em vista que, mesmo
com a infusao ou coc¢dao do produto, os fungos com
potencial micotoxigénico ainda persistem, estratégias
para garantir a qualidade e a segurancga alimentar devem
ser desenvolvidas.
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RESUMO

A pimenta do reino deve ser colhida, processada, embalada em condi¢des ideais para evitar a presenca de matérias
estranhas. Com o objetivo de avaliar as condi¢des higiénicas da pimenta do reino em pd, comercializada em Sao Paulo,
foram analisadas 22 amostras por meio de duas diferentes técnicas no periodo de maio a setembro de 2006. Para a analise
de sujidades leves foi utilizada a técnica de flutua¢ao segundo AOAC e ensaio imunoenzimatico — ELISA. Observou-se
que 100% das amostras continham fragmentos de insetos e em vdrias amostras foram demonstrados mais de um tipo
de matéria estranha; e 23% das amostras mostraram ser imprdprias ao consumo em virtude da presenca de pelos de
roedor. Para realizar o ELISA, foram adicionados os padrdes constituidos de 1, 2, 4, 8 e 10 insetos para estimar o nimero
de insetos nas amostras em andlise, por meio de valores de densidade 6ptica (DO). Verificou-se que 36,4% das amostras
apresentaram valores de DO préximos aos correspondentes ao do padrio 8 insetos, 40,9% ao do padrio 4 insetos, 18,2%
ao do padrao 10 e 4,5% ao do padrao 2 insetos. A técnica descrita na AOAC mostra ser mais apropriada, em fun¢ao de sua
eficiéncia de detec¢do de insetos, bem como de outras matérias estranhas, enquanto que o ELISA detecta especificamente
a miosina presente no musculo dos insetos, cuja degradagdo ocorre com o passar do tempo.

Palavras-chave. pimenta do reino, ELISA, flutuac¢io, sujidades leves.

ABSTRACT

The pepper ought to be collected, processed, packed under optimum conditions to avoid the presence of foreign matters.
The hygienic conditions of ground pepper marketed in Sao Paulo city were assessed by means of two methodologies on
22 samples during the period from May to September 2006. For determining the occurrence of light filth the flotation
technique was employed following the methodology recommended by AOAC, and the enzyme — linked immunosorbent
assay (ELISA). It was observed that 100% of the samples contained insect’s fragments and in various samples more than
one type of foreign matters were found. Twenty-three percent of samples were unqualified for consumption owing to the
occurrence of rodent hair. For performing ELISA, the standard samples containing 1, 2, 4, 8 and 10 insects were included in
order to estimate the number of insects in the analyzed samples by means of optical densities (OD) values. Of 22 samples,
36.4% of samples presented OD values close to that corresponding to standard 8 insects, 40.9% samples to standard 4
insects, 18.2% to 10, and 4.5% to standard 2 insects. According to the results observed in the present study, the technique
described in the AOAC is more suitable for detecting not only the insects but also the additional filth in analyzed samples,
while ELISA is specific to detect myosin from the insect muscle, which undergoes degradation after some time.

Key words. pepper, ELISA, flotation technique, light filth.
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INTRODUCAO

O Brasil é um grande produtor de pimenta do reino e sua
utilizagdo como guarni¢do representa um risco a saide,
uma vez que a mesma pode ser utilizada diretamente
sobre o alimento, sem nenhuma etapa que neutralize os
contaminantes presentes’.

A pimenta do reino de boa qualidade deve ser
colhida, processada, embalada, transportada e conservada
em condi¢des que nao desenvolvam e/ou agreguem
substancias fisicas, quimicas ou bioldgicas que coloquem
em risco a satide do consumidor?.

As variagoes climdticas e a secagem artesanal
em regides tropicais e subtropicais fazem com que as
especiarias fiquem mais sujeitas a contamina¢ao por micro-
organismos e insetos. Esses tltimos, por sua vez, favorecem
o crescimento de fungos por meio da atividade metabdlica
que aumenta o teor de umidade e temperatura do meio’.

A pesquisa de matérias estranhas em alimentos é de
fundamental importancia para a manutenc¢ao da qualidade
fisica, sanitaria e nutricional do produto. A Association of
Official Analytical Chemists (AOAC) define como matéria
estranha qualquer material diferente, nao pertencente
ao alimento que possa estar presente, devida as praticas
inadequadas durante a fase de produgao, armazenamento
ou distribui¢do. Dentre as matérias estranhas estdo as
sujidades leves, como exemplos os insetos e seus fragmen-
tos, acaros, pelos de animais e barbulas de aves*. A deteccao
desses contaminantes representa um desafio constante
paraaindustria e é indicativa das condi¢oes sanitdrias dos
produtos armazenados, estocados e/ou processados.

O Cddigo de Defesa do Consumidor, em vigor
desde 1991, provocou mudancas significativas nas
relagoes entre consumidores de alimentos e industrias
processadoras do Brasil. As atuais legislagdes para o
cumprimento dos pardmetros microscopicos sdo: a
Resolugao RDC ne 175/MS e a Portaria n° 326/MS, que
estabelece disposi¢des gerais para a avaliacao de matérias
estranhas macroscopicas e microscopicas prejudiciais a
satde humana em alimentos embalados e os requisitos
gerais de higiene e de boas praticas de fabricacdo para
alimentos produzidos ou fabricados para consumo,
respectivamente>®”.

A metodologia de flutuacdo para a extrac¢dao
de sujidades leves em pimenta do reino é preconizada
pela AOAC e vem sendo utilizada ha muitos anos nos
laboratérios oficiais.

Atualmente, o ensaio imunoenzimatico - ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) foi desenvolvido
para detectar insetos em amostras de alimentos, por meio
da detec¢do de miosina, proteina presente no musculo de
insetos. A técnica pode apresentar vantagens em relagdo ao
método de flutuacio por ser rapida, custo relativamente
baixo e permitir a analise de um grande numero de
amostras em um Unico ensaio. A miosina presente em
grandes quantidades, tanto em larvas como em insetos
adultos, é facilmente extraida e difere muito pouco entre
as espécies de insetos *°.

Este estudo tem como objetivo avaliar as condigoes
higiénico-sanitarias da pimenta do reino em po,
comercializada em diferentes pontos da cidade de Sao
Paulo, por meio das metodologias da AOAC (flutua¢ao)
e imunoenzimatica - ELISA.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 22 amostras de pimenta do reino em
p6 adquiridas no comércio da cidade de Sao Paulo, com
marcas, lotes e prazos de validade distintos, no periodo
de maio a setembro de 2006.

O estudo foi realizado nos laboratérios de
Microscopia Alimentar e HIV/Aids do Instituto Adolfo
Lutz — Laboratério Central e no Laboratério Grain
Marketing and Production Research Center, do Ministério
da Agricultura, Kansas, USA.

Para a andlise de sujidades leves em pimenta
do reino moida foi utilizado o método de flutuac¢ao n°
972.40A, descrito na Association of Official Analytical
Chemists (AOAC) International, 18¢ ed., 2005 e o ensaio
imunoenzimdtico — ELISA - kit comercial Biotec (Austin
TX) para a detecgao de miosina, por meio de anticorpos
policlonais, observando-se todos os procedimentos
sugeridos pelo fabricante.

As amostras foram processadas em duplicatas e os
resultados expressos como média aritmética.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para as amostras de pimenta do
reino em po pelo método de flutuagao estao apresentados
nas Tabelas 1 e 2.

De acordo com as Tabelas 1 e 2, observou-se,
respectivamente, que 100% (22/22) das amostras de
pimenta do reino continham fragmentos de insetos e em
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Tabela 1. Numero e porcentagem de amostras com presenca de sujidades leves em 22 amostras de pimenta do reino
moida. Sao Paulo, 2008

. . Presenca Auséncia
Pimenta do reino
Ne % N° %
Inseto 4 18,2 18 81,8
Fragmento de inseto 22 100 0 0
Larva 3 13,6 19 86,4
Fragmento de larva 4 18,2 18 81,8
Acaro 9 41 13 59
Pelo de roedor 5 23 17 77
Fragmento de pena de ave 1 4,5 21 95,5
Pelo de animal nao identificado 1 4,5 21 95,5

n = nimero de amostras.

Tabela 2. Amostras de pimenta do reino moida por tipo de matéria estranha encontrada, Sao Paulo, 2008

N° da Fragmento Fragmento Fragmento Pelo de I?elo de~
amostra  de inseto Larva dde pena Inseto de larva Acaro roedor 2n'™Ma I ndo
e ave identificado
1 3,5 1 0 0 0 0 0 0
2 34 0 0 0 0 0 0 0
3 22,5 0 0 0 0 0 0 0
4 7 0 0 1 0 0 0 0
5 11 1 0 1 5 1 0 0
6 6,5 0 0 0 0 0 0 0
7 17 0 0 0 0 0 0 0
8 49,5 0 0 0 0 1 0 0
9 293 1 0 0 1 1 0 1
10 67,5 0 0 0 0 1 0 0
11 40,5 0 0 3 1 2 1 0
13 352 0 0 0 0 0 2 0
14 65 0 0 0 0 0 0 0
15 10,5 0 0 1 0 1 0 0
16 19 0 0 0 0 0 1 0
17 56,5 0 0 0 0 0 2 0
18 12,5 0 0 0 0 1 0 0
19 6 0 0 0 0 1 0 0
20 466 0 1 0 1 9 1 0
21 23 0 0 0 0 0 0 0
22 14 0 0 0 0 0 0 0
23 55 0 0 0 0 0 0 0
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vérias amostras mais de um tipo de matéria estranha,
que podem ter sido originados no campo ou durante o
do armazenamento.

Embora estes tipos de insetos ndo causem nenhum
dano a satide do consumidor, as industrias devem produzir
seus produtos de maneira adequada, adotando as boas
préticas de fabricacio, armazenamento e distribui¢ao®”.

Os fragmentos de insetos sdao constituidos
por quitina e quando ingeridos pelo homem nao sao
metabolizados, pois o sistema digestivo humano nao
apresenta a enzima quitinase, deste modo, além de nao
trazer beneficio nutricional podem causar danos a mucosa
intestinal'’.

O produto pode ser infestado e avariado por
insetos que se desenvolvem na drea de produgao e colheita.
No campo, os insetos mais comuns sao os das Ordens
Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera e
Hemiptera, e no armazenamento, os que podem atacar
o produto sao, principalmente, os da Coleoptera e
Lepidoptera.

Muitos dos insetos encontrados nas amostras
deste estudo pertenciam a ordem Homoptera, que sao
fitéfagos e muitas espécies aparecem como pragas de
plantas cultivadas'>'%.

Neste estudo encontramos 41% (9/22) de amos-
tras com presenca de dcaros, que podem veicular bactérias,
leveduras e fungos. As particulas fecais dos dcaros possuem
substancias toxicas capazes de causar sensibilizacao nos
homens ou animais, resultando em enterites agudas e
podendo provocar lesdes macréticas na mucosa intestinal.
Os acaros encontrados pertenciam as ordens Mesostigmata
e Cryptostigmata, sendo muitos da familia Oribatidea, que
sao acaros de solo' .

Gecan et al. realizaram um estudo com varios tipos
de condimentos adquiridos no varejo para determina¢ao
da qualidade sanitaria dos mesmos. No que concerne a
pimenta do reino, os autores verificaram que das 1523
amostras analisadas, 98,4% continham fragmentos de
insetos, 46% estavam contaminadas com 4caros e 20%
com pelos de roedores, o que vem de encontro com os
dados obtidos™.

As amostras com presenca de pelos de roedores
sao improprias a0 consumo por conter matéria estranha
considerada prejudicial a saide, uma vez que os roedores
sdo transmissores em potencial de uma serie de doengas,
entre elas a leptospirose, salmoneloses, peste (bubonica,
pneumonica, septicemica) e viroses, entre outras'> '°.

No trabalho realizado por Graciano et al em
amostras de pimenta do reino moida, foram encontradas
98,5% de amostras contendo fragmentos de insetos, 24,6%
com presenca de dcaros e 23,2% com pelos de roedores.
Comparando os dados encontrados neste estudo com
o realizado em 1999/2000, nota-se que o controle
de qualidade realizado pelas industrias produtoras e
empacotadoras de pimenta do reino no Estado de Sao
Paulo, ndao se mostrou efetivo'.

Com relacao a legislagao em vigor, 100% (22/22)
das amostras estdo em desacordo, por conter insetos e
fragmentos, acaros, pelos de animal nao identificado,
larvas, fragmentos de larvas, indicando a ndo ado¢do e/ou
manuten¢ao das Boas Praticas de Fabrica¢do’. Conforme a
RDCn°175/2003 para matérias estranhas macroscopicas
e microscopicas prejudiciais a saide, somente as amostras
contendo pelos de roedor (23%) sao consideradas
impréprias para o consumo® ',

Para a metodologia imunoenzimdtica — ELISA
os resultados sao apresentados conforme mostra a
Figural.

Na Figura 1 foram adicionados os padroes, nos
quais o nimero correspondente indica a quantidade de
insetos presentes - 1,2,4, 8 e 10 - para estimar o nimero de
insetos presentes nas 22 amostras, por meio das densidades
opticas (D.O) obtidas. De acordo com os padroes acima
citados, 36,4% (8/22) das amostras apresentaram suas
D.O préximas ao padrdo 8, 40,9% (9/22) ao padrio 4,
18,2% (4/22) ao padrao 10 e 4,5% (1/22) ao padrao
2. Pelos padrdes pode-se estimar o numero de insetos
adicionados.

O limite minimo de detec¢ao do ensaio imunoen-
zimatico - ELISA é de 0,5 inseto e o limite miximo ¢é
de 10 insetos por 50 gramas/amostra. A amostra com
contamina¢ao acima desse valor terd seu resultado
maximo de detec¢do para 10 insetos, enquanto que pelo
método da AOAC ndo importa a quantidade de infestagao
que a mesma serd detectada, mesmo que em numero
elevado.

Segundo a literatura, o anticorpo policlonal utili-
zado no ensaio imunoenzimdtico - ELISA reage com a
miosina presente em vdrias espécies que podem infestar
o0s graos, deste modo, a infestacao dos graos e subprodutos
pode ser determinada quantitativamente. O ensaio
baseado em uma reacao colorimétrica fornece resposta
consistente para avaliacdo de uma grande quantidade de
insetos'’.
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Figura 1. Resultados obtidos (D.O.) das amostras e dos padrdes no en-
saio imunoenzimatico — ELISA.

O kit utilizado neste trabalho foi desenvolvido
com anticorpos policlonais e os padrdes sao especificos
para S.granarius. Para as amostras infestadas com outros
tipos de insetos, os valores de miosina podem estar abaixo
daqueles encontrados para o padrao. Nestas amostras de
pimenta do reino, nao foram identificados todos os insetos
presentes e os que foram identificados pertenciam a Ordem
Homoéptera, sendo assim a quantidade de miosina pode
ter sido subestimada, uma vez que o teste foi desenvolvido
para insetos pertencentes 8 Ordem Coleoptera'®.

No trabalho desenvolvido por Kitto, o ensaio
imunoenzimdatico — ELISA mostrou uma excelente
correlagdo entre a cor produzida e o numero de Sitophilus
granarius adicionados em amostras de trigo limpo. A
cor desenvolvida e sua intensidade sdo proporcionais a
quantidade de miosina presente na aliquota avaliada,
correlacionando bem com a massa muscular do inseto
presente na amostra de trigo ou farinha, o que pode
ser extrapolado para o numero de insetos presentes na
amostra®.

No estudo realizado por Atui et al., 2002, foi
demonstrado que a miosina presente na farinha de trigo
(depois da moagem do grao) degradou apds duas semanas.
O mesmo pode ter acontecido com a concentrac¢ao de
miosina presente na pimenta do reino adquirida em
diferentes pontos do comércio de Sao Paulo, pois nao se
sabe quando ocorreu o processamento’®,

As amostras, quando infestadas com nimero
conhecido de insetos, tém alta correlacao com os valores de
densidade 6ptica obtidos no ELISA, conforme verificado
em varios estudos. Neste caso, ndo existe a correlagao dos
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resultados encontrados pelo método de flutuagdo com a
técnica de ELISA, por nao conhecer a contaminagao prévia
das amostras de pimenta do reino'®2.

CONCLUSAO

O ensaio imunoenzimdatico — ELISA utilizado é especifico
para detectar a miosina presente no musculo dos insetos,
portanto somente detecta insetos e fragmentos de insetos,
porém sabe-se que a miosina degrada-se com o passar
do tempo.

Pelo método de flutuacao pode-se determinar
qual espécie estd infestando a amostra, por meio da
identificacdo dos fragmentos de insetos recuperados,
diferente do ensaio imunoenzimadtico - ELISA que nao é
capaz de determinar a espécie do inseto presente.

A concentra¢do de miosina pode servir para
estimar o nimero de insetos e fragmentos.

O ensaio imunoenzimdtico - ELISA ¢é rdpido,
sensivel e barato e de facil execu¢ao, pode ser utilizado no
controle de qualidade na industria, porém nao é adequado
para as amostras que se encontram no comércio.

O ELISA correlaciona a miosina do inseto presente
na amostra fornecendo meios quantitativos para estimar a
contaminacao por insetos dentro do limite de detecgao do
kit, ja o método de flutuagao faz a contagem de fragmentos
de insetos sem se preocupar com o tamanho.

Neste trabalho, a metodologia da AOAC foi mais
apropriada para pimenta do reino, uma vez que por ela
sao recuperadas além de insetos e seus fragmentos outras
matérias estranhas, tais como 4caros, larvas, pelos de
roedores e outros animais.
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RESUMO

Virias pesquisas vém sendo desenvolvidas e direcionadas no descobrimento de novos agentes antimicrobianos
provenientes de plantas, para serem aplicados em produtos farmacéuticos. O objetivo deste estudo foi avaliar in
vitro a propriedade antimicrobiana de extratos glicélicos (75%) de Psidium guajava L. (goiabeira), Syzygium cumini
L. (jambolao) e Pimpinella anisum L. (erva-doce) sobre cepas padrdo de Candida albicans, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Escherichia coli e Bacillus atrophaeus (esporos). Foi determinada a
concentragdo inibitéria minima (CIM) pelo método de microdilui¢ao em caldo, seguindo-se de subcultivos em
agar para determinar a concentragdo microbicida minima (CMM). Os extratos apresentaram as seguintes CIM e
CMM, respectivamente: goiabeira 25% e 50% para C. albicans, E. faecalis e E. coli; 12,5% e 25% para S. mutans, e,
3,12% e 6,25% para S. aureus; jambolao 25% e 50% para C. albicans, 12,5% e 25% para E. faecalis e S. aureus, e,
6,25% e 12,5% para E. coli e S. mutans; erva-doce 12,5% e 25% para C. albicans e S. mutans, 6,25% e 12,5% para E.
faecalise S. aureus, € 3,12% e 6,25% para E. coli. Conclui-se que, apesar da resisténcia apresentada por B. atrophaeus,
os extratos utilizados demonstraram potencial antimicrobiano sobre os demais micro-organismos

Palavras-chave. atividade antimicrobiana, Psidium guajava, Syzygium cumini, Pimpinella anisum.

ABSTRACT

Several researches have been developed to search for new antimicrobial agents from plants, to be used in
pharmaceutical products. The aim of this study was to evaluating in vitro antimicrobial properties of extracts
glicolics (75%) of Psidium guajava L. (guava), Syzygium cumini L. (jambolan) and Pimpinella anisum L. (herb-
sweet) on standard strains of Candida albicans, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans,
Escherichia coli and Bacillus atrophaeus (spores). During the experiment, the minimal inhibitory concentration
(MIC) was determined by broth dilution method, following by subcultivation in agar in order to determine the
minimal microbicide concentration (MMC). The extracts showed the following CIM and MMC, respectively:
Psidium guajava L 25% and 50% for C. albicans, E. faecalis and E. coli, 12.5% and 25% for S. mutans, and 3.12% and
6.25% for S. aureus; Syzygium cumini L. 25% and 50% for C. albicans, 12.5% and 25% for E. faecalis and S. aureus,
and 6.25% and 12.5% for E. coli and S. mutans; Pimpinella anisum L -12.5% and 25% for C. albicans and S. mutans,
6.25% and 12.5% for E. faecalis and S. aureus, and 3.12% and 6.25% for E. coli. It could be concluded that, despite
the resistance by B. atrophaeus, the extracts used showed antimicrobial potential on the other microorganisms.

Key words. antimicrobial properties, Psidium guajava, Syzygium cumini, Pimpinella anisum.
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INTRODUCAO

A inddustria farmacéutica tem produzido nos dltimos
tempos um expressivo nimero de novos antimicrobianos,
no entanto, a resisténcia microbiana a esses firmacos
também aumentou. A habilidade genética dos micro-
organismos de adquirir e transmitir resisténcia aos
antimicrobianos utilizados como agentes terapéuticos’,
torna a perspectiva do uso de antibidticos incerta. Desta
forma, torna-se necessario controlar o uso de antibioticos,
ampliar pesquisas sobre o mecanismo genético de
resisténcia e desenvolver novos antimicrobianos sintéticos
ou naturais >°.

Atualmente, o emprego de plantas medicinais
para o tratamento de algumas doengas corriqueiras
tem sido apoiado pela classe médica e por programas
oficiais de saude. O Brasil possui um ndimero muito
grande de espécies vegetais nativas que sao consideradas
medicinais**>®, mas muitas ainda nio tiveram qualquer
avaliagao cientifica do seu uso medicinal, o que é essencial
para que possam continuar a serem utilizadas com
seguranga pela populagdao. No 4mbito odontoldgico, as
pesquisas com produtos naturais tém aumentado nos
altimos anos devido a busca por novos produtos com
maior atividade farmacolégica, com menor toxicidade e
mais biocompativeis, além de apresentarem valores mais
acessiveis a popula¢do’.

Existe na cavidade bucal uma grande variedade
de micro-organismos que podem, por um desequilibrio,
tornar-se patogénicos, muitos dos quais estao relacionados
com cdrie, doengas periodontais, infeccdes endodonticas
e lesdes de mucosa. O género Enterococcus, que compoe
um grupo de bactérias Gram-positivas, estd associado a
infeccdes endoddnticas e lesdes periapicais. Enterococcus
faecalis é frequentemente encontrado em infec¢des
persistentes dos canais radiculares, em que houve
insucesso do tratamento endoddntico, exibindo sinais de
periodontite cronica apical®.

Staphylococcus aureus é um micro-organismo
patogénico oportunista relevante na cavidade bucal, que
tem a capacidade de atuar como microbiota suplementar,
sendo frequentemente encontrada em abscessos periapicais
e estomatites protéticas’.

Streptococcus mutans é considerado o principal
agente etiol6gico do desenvolvimento da carie, devido
a sua habilidade em aderir firmemente a superficie dos
dentes pela produgao de polissacarideos extracelulares e
sua capacidade de produzir dcidos'.

Dentro deste grupo de bactérias Gram-positivas,
encontra-se também Bacillus atrophaeus (denominado
anteriormente de Bacillus subtilis), um micro-organismo
que apresenta resisténcia aos processos de esterilizagdo e
desinfec¢do, servindo como parametro para a avaliagdao
da eficiéncia de agentes antimicrobianos'!, especialmente
na desinfec¢ao de superficie, viabilizando seu uso no
ambiente hospitalar ou consultério odontolégico.

A bactéria Gram-negativa Escherichia coli, além de
possuir diferentes fatores de viruléncia e gerar produtos
e subprodutos téxicos aos tecidos apicais e periapicais,
contém endotoxina em sua parede celular, que exercem
uma série de efeitos bioldgicos relevantes, que conduzem
a uma rea¢ao inflamatdria e a reabsorcao dos tecidos
mineralizados'.

Asleveduras do género Candida, que vivem comu-
mente na cavidade bucal de individuos aparentemente
sadios, é um micro-organismo oportunista, que, na
dependéncia de fatores predisponentes que alteram
a integridade organica, modifica a sua conformagao
leveduriforme para uma forma filamentosa, tornando-se
patogénico’’. Aproximadamente metade da populagao
adulta sauddvel abriga essas espécies na cavidade bucal®,
sendo Candida albicans o micro-organismo comensal
evidenciado com maior frequéncia atingindo até 70%
do total de isolamentos, tendo um papel relevante no
desencadeamento de infec¢oes bucais®.

Diante do desenvolvimento de resisténcia aos
antimicrobianos, existe uma grande preocupagao relacio-
nada a qual tipo de tratamento utilizar no combate as
infec¢des provocadas por micro-organismos. O emprego
de extratos brutos de plantas tem merecido a aten¢ao
de pesquisadores de vérios paises, ja que podem inibir o
crescimento bacteriano e fungico por diferentes meca-
nismos quando comparados aos antimicrobianos '°.

Dentre as diversas plantas existentes e utilizadas
como terapia alternativa pode-se citar Psidium guajava L.
(goiabeira), Syzygium cumini L. (jambolao) e Pimpinella
anisum L. (erva-doce).

A planta Psidium guajava L., conhecida popular-
mente como goiabeira, apresenta-se na natureza em
forma de arbusto perene da familia Mirtaceae. E uma
arvore frutifera, origindria das Américas Central e do
Sul, cultivada em todos os paises de clima tropical. Na
medicina popular é utilizada para célicas, colite, diarreia,
disenteria e dor de barriga'”'®. Vieira et al."” avaliaram
o efeito microbicida dos extratos de broto de Psidium
guajava L. sobre E. coli e S. aureus. De acordo com os
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autores, o extrato do broto da goiabeira apresentou
atividade antimicrobiana, tornando-se, portanto, uma
opgao vidvel devido sua rapida agdo curativa, ficil cultivo
em paises tropicais e seu baixo custo.

Syzygium cumini L., conhecida popularmente
como jambolao, é uma planta da familia Mirtaceae,
oriunda da India oriental?, bastante conhecida na
medicina popular indiana e paquistanesa por seus efeitos
hipoglicemiantes®'. Vem sendo cultivada no Brasil como
planta ornamental e o ché de suas folhas é normalmente
utilizado por pacientes diabéticos****?*. Em estudo
realizado por Oliveira et al.®, o extrato hidroalcodlico
bruto das folhas de jambolao foi ativo sobre cepas padrao
de C. albicans, E. coli, E. faecalis, Candida krusei, Klebsiella
pneumoniae e Shigella flexneri.

Pimpinella anisum L., conhecida como erva-
doce ou anis, é uma planta pertencente a familia
Umbelliferae originaria da costa mediterranea. E usada
como antiespasmédica, inibidora da fermentagao
intestinal e carminativa®. Alguns estudos mostraram
importantes atividades atribuidas a Pimpinella anisum
L. Os testes feitos por Boskabady e Ramazani-Assari?’
constataram a a¢ao broncodilatadora do 6leo essencial
e dos extratos etandlicos e aquosos desta planta. Forte
atividade antioxidante e notdvel a¢ao antibacteriana para
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas também foi
demonstrado®.

Tendo em vista o potencial antimicrobiano de
alguns extratos de plantas, o emprego de compostos
naturais na odontologia pode ser considerado instrumento
importante na terapia de diversas patologias bucais, como
na prevencao e tratamento de carie dentdria, doenca
periodontal, infec¢oes endodonticas e candidose bucal’.
Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a agao
antimicrobiana dos extratos glicélicos de Psidium guajava
L., Syzygium cumini L. e Pimpinella anisum L. sobre
cepas padrdo de Bacillus atrophaeus, Candida albicans,
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus e Streptococcus mutans, através da determinagdo
da concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentracao
microbicida minima (CMM).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados neste estudo extratos glicélicos de
Pimpinella anisum L. (erva-doce), Psidium guajava L.
(goiabeira) e Syzygium cumini L. (jambolao), adquiridos
da empresa Multi Vegetal (Campinas, Sao Paulo, Brasil),
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acompanhados de laudo de identificacdo. No preparo de
cada extrato foi utilizada 75% de massa seca obtida através
das folhas, Syzygium cumini L. e Psidium guajava L., e
frutos, Pimpinella anisum L., diluida em 25% de propileno
glicol, resultando numa concentragao de 750 mg/mL.

A atividade antimicrobiana dos extratos glicdlicos
foi avaliada em cepas padrdes de Bacillus atrophaeus
(ATCC 65961), Candida albicans (ATCC 18804),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli
(ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e
Streptococcus mutans (ATCC 35688). As cepas foram
provenientes do Laboratério de Microbiologia e
Imunologia da Faculdade de Odontologia de Sao José
dos Campos/UNESP.

As bactérias foram semeadas em agar infusdao
cérebro coragao, BHI (Brain Heart Infusion, Difco,
Detroit, USA), e incubadas em estufa a 37°C em aerobiose,
sendo as cepas de S. mutans incubadas em condi¢des de
microaerofilia (5% de COZ), durante periodo de 24 horas.
Para B. atrophaeus foram utilizados os esporos obtidos
de acordo com a metodologia proposta por Kuroiwa
et al.”. As leveduras de C. albicans foram cultivadas em
agar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, USA), a 37°C,
e incubadas por 24 horas. Os cultivos foram suspensos
em solucdo fisioldgica estéril (NaCl 0,9%) ajustados
por espectrofotometro (Micronal B582/Versao 3.0.4,
Sao Paulo, Brasil) até a obten¢do de uma suspensio
padronizada contendo 10° células/mL. Os pardmetros de
densidade 6ptica e comprimento de onda (nm) foram,
respectivamente: 530 e 0,284 para C. albicans; 307 e 0,178
para B. atrophaeus; 590 e 0,324 para E. coli; 760 e 0,298
para E. faecalis; 490 e 0,374 para S. aureus; e 398 e 0,620
para S. mutans.

Para determinar a CIM dos extratos, foi utilizado
o método de microdilui¢ao em caldo™. Foram realizadas
dilui¢des seriadas dos extratos (50%, 25%, 12,5%, 6,25%
e 3,125%,), em placas de 24 po¢os (Costar Corning, New
York, EUA) com 1mL em cada orificio de caldo infusdo
cérebro coragao, BHI (Brain Heart Infusion, Difco, Detroit,
USA) para as bactérias, e 1 mL de caldo Sabouraud dextrose
(Difco, Detroit, USA) para as leveduras. Posteriormente,
foi inoculado 100 pL da suspensdo padronizada de cada
cepa do micro-organismo a ser testado. O grupo controle
positivo foi constituido de caldo e o in6culo microbiano
avaliado. O grupo controle negativo foi constituido de
caldo e extrato. As placas foram incubadas em estufa por
24 horas a 37°C. Foi considerada como CIM a menor
concentracao dos extratos glicdlicos testados que inibiu
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o crescimento visivel dos micro-organismos, ou seja, sem
turvagao do caldo e depésito microbiano.

Paralelamente, também foi realizado teste
para avaliar a capacidade antimicrobiana do solvente
propilenoglicol.

Ap6s o periodo de incubagao, foram determinadas
as concentra¢des microbicidas minimas (CMM).
Aliquotas de 100 pL dos testes anteriores foram semeadas
em placas de Petri contendo para as bactérias agar BHI, e
para as leveduras dgar Sabouraud dextrose. As placas foram
incubadas por 48 horas, a 37°C. A CMM foi definida como
a menor concentracao dos extratos glicélicos testados que
nao apresentou crescimento microbiano em meio sélido.

Em todos os ensaios com cepas S. mutans a
incubacao foi realizada em estufa com condi¢des de
microaerofilia (5% de CO,) a 37°C. Todos os testes foram
realizados em duplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em decorréncia do uso abusivo de antibiéticos tradicionais
e do crescente aumento da resisténcia microbiana, os
microbiologistas clinicos tém demonstrado grande
interesse na investigacao de extratos de plantas com
potencial antimicrobiano®.

A escolha dos micro-organismos desta pesquisa
buscou abranger espécies usualmente utilizadas em estudos
para avaliacao de atividade antimicrobiana, bem como
sua associacao com diversas patologias que acometem
a cavidade bucal. J4 a escolha de micro-organismo B.
atrophaeus em sua forma de esporos foi para servir como
pardmetro no estudo da eficdcia dos extratos testados,
uma vez que esta forma apresenta grande resisténcia aos
antimicrobianos.

O teste de atividade antimicrobiana realizado com
o solvente propilenoglicol, isoladamente, nao apresentou
efeito inibitério ou microbicida sobre os micro-orga-
nismos analisados. O controle positivo realizado apre-
sentou excelente viabilidade das cepas utilizadas. O
controle negativo ndo apresentou qualquer tipo de
contaminagao do caldo ou dos extratos testados.

Os resultados da determinagao da CIM e CMM
obtidos dos extratos glicélicos testados, de acordo com
a metodologia utilizada, estdo representados na Tabela
1, onde se pode constatar que os extratos glicélicos de
P. guajava L., S. cumini L. e P. anisum L. apresentaram
atividade antimicrobiana contra as cepas padrdes de
E. faecalis, S. aureus, S. mutans, E. coli e C. albicans, em
diferentes concentracdes, mas ndo foram efetivos contra
forma esporulada de B. atrophaeus.

Tabela 1. Concentracao inibitéria minima (CIM) e Concentracdo microbicida minima (CMM) dos extratos glicélicos de
Pimpinella anisum L., Psidium quajava L. e Syzygium cumini frente aos microrganismos Bacillus atrophaeus, Candida
albicans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans

CIM (% a partir da
concentracgao original 750 mg/mL)

Microrganismo

CMM (% a partir da
concentracgao original 750 mg/mL)

P. anisum P. guajava
Bacillus atrophaeus R* R*
(ATCC 65961)
Candida albicans
(ATCC 18804) 12 2>
Enterococcus faecalis
(ATCC 29212) 6,25 2>
Escherichia coli
(ATCC 25922) Sl 2>
Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) 6.25 3,12
Streptococcus mutans 12.5 12.5

(ATCC 35688)

S. cumini P. anisum P. guajava S. cumini
R* R* R* R*
25 25 50 50
12,5 12,5 50 25
6,25 6,25 50 12,5
12,5 12,5 6,25 25
6,25 25 25 12,5

*R= Resistente.
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Para avaliar se as CIM apresentaram efeito mi-
crobiostatico ou microbicida realizaram-se ensaios para
determinar CMM. Como pode-se observar, as CIM dos
extratos testados apresentaram somente efeito inibitério
ao crescimento dos micro-organismos, uma vez que para
obter o efeito microbicida foram necessarias concentragoes
maiores dos extratos (CMM) (Tabela 1).

Dentre os extratos utilizados, o extrato glicélico de
Pimpinella anisum L. foi o mais efetivo frente aos micro-
organismos, posto que baixas concentra¢oes do mesmo
apresentaram a¢ao antimicrobiana. A concentragdo
inibitéria minima (CIM) do extrato glicdlico das folhas
de P. guajava L. foi de 25% frente a C. albicans, E. faecalis
e E. coli; 12,5% para S. mutans e 3,12% para S. aureus,
enquanto a concentragdo microbicida minima (CMM)
foi de 50% para C. albicans, E. faecalis e E. coli; 25%
para S. mutans e 6,25% para S. aureus. Estes resultados
estdo de acordo com os relatados por Holetz et al.??,
que encontraram atividade antimicrobiana do extrato
hidroalcodlico das folhas de P. guajava L. sobre C. albicans,
S. aureus e E. coli, indicando que as folhas desta planta
poderiam ser utilizadas pelo seu efeito antimicrobiano.
Sanches et al.”’ também demonstraram efeito inibitério
dos extratos hidroalcodlico e aquoso da folha, raiz e casca
do caule de P. guajava L. sobre cepas padrao de S. aureus.
Mas os extratos utilizados por esses autores ndo foram
ativos contra E. coli, divergindo dos resultados obtidos no
presente estudo, onde o extrato glicélico das folhas de P.
guajava L. teve efeito microbiostatico e microbicida frente
a este micro-organismo.

O extrato glicdlico das folhas de P. guajava L.
utilizado apresentou as menores CIM e CMM, 3,125% e
6,25% respectivamente, sobre o crescimento de S. aureus,
o que pode ser considerado um achado significante,
pois este micro-organismo ¢é frequentemente resistente
aos antibidticos rotineiramente utilizados'. Dados
semelhantes também foram demonstrados por Gnam
e Demello* e Jaiarj et al.”> que ao avaliarem o efeito dos
extratos aquoso e alcodlico das folhas de P. guajava L.,
relataram resultados nos quais estes extratos exerceram
forte poder inibitdrio ao crescimento de S. aureus.

O extrato glicdlico das folhas de S. cumini L.
apresentou as seguintes CIM e CMM, respectivamente:
25% e 50% para C. albicans; 12,5% e 25% para E. faecalis
e S. aureus, e, 6,25% e 12,5% para E. coli e S. mutans.
Michelin et al.** (2005) também demonstraram a atividade
antimicrobiana do extrato seco das folhas de S. cumini L
sobre cepas padrao e resistentes de E. coli, e sobre cepas
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padrao de S. aureus, mas o extrato ndo foi capaz de inibir o
crescimento de cepas padrado de C. albicans, o que diverge
neste dltimo caso, dos dados encontrados na presente
pesquisa, pois o extrato de S. cumini L. foi efetivo contra
C. albicans. Nascimento et al.’, em pesquisa realizada
para avaliar a acao antimicrobiana de diversos extratos
hidroalcodlicos de vegetais a micro-organismos sensiveis
e resistentes a antibidticos, verificaram que o extrato de
S. cumini inibiu 57,1% dos micro-organismos testados,
dentre os quais estavam cepas resistentes e sensiveis de S.
aureus, e, cepas resistentes de C. albicans e E. coli. Além
disso, esses autores também avaliaram algumas associagoes
de antibidticos e extratos vegetais ou fitofirmacos, e
concluiram que o efeito sinérgico possibilita que os
antibidticos ja ineficazes possam ter a¢do sobre micro-
organismos resistentes.

Em relagao a P. anisum L., o conhecimento sobre
o seu potencial antimicrobiano tem despertado o interesse
cientifico, levando ao desenvolvimento de estudos que
constataram atividade antimicrobiana, antifingica e
antimalarica de alguns dos compostos desta planta’. O
extrato glicélico dos frutos de P. anisum L. apresentou
as seguintes CIM e CMM, respectivamente: 12,5% e
25% para C. albicans e S. mutans; 6,25% e 12,5% para
E. faecalis e S. aureus, e, 3,125% e 6,25% para E. coli. Em
2003, Gulcin et al.”® verificaram que os extratos aquoso e
etanolico de P. anisum L., na concentragao de 25%, foram
efetivos na inibicao do crescimento de S. aureus, resultado
semelhante ao do presente estudo (CIM de 6,25% e CMM
de 12,5%). Porém, esses autores nao obtiveram inibi¢do do
crescimento de cepas padrao de E. coli e C. albicans, o que
difere dos resultados do atual estudo, onde esta planta teve
acdo inibitéria no crescimento de tais micro-organismos.
Kosalec et al.* relataram a atividade antifingica do extrato
fluido e do 6leo essencial de Pimpinella anisum L. contra
leveduras do género Candida e dermatoéfitos, sendo que
a espécie C. albicans apresentou larga zona de inibi¢do
na utilizagdo de ambos os produtos naturais. Ainda
nesse trabalho, a atividade antifingica dos dois produtos
naturais foi maior ou semelhante & atividade antifingica
de cetoconazol.

Bacillus atrophaeus mostrou-se resistente a todas
as concentracoes dos extratos glicélicos das plantas
utilizadas nesta pesquisa, o que diverge dos trabalhos
realizados por Holetz et al.’* e Sanches et al.”’, nos quais os
extratos hidroalcodlico e aquoso de P. guajava L inibiram
o crescimento de B. atrophaeus, mas por outro lado,
corrobora com o trabalho de Nascimento et al.?, que ndo
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conseguiram inibicao de crescimento de B. atrophaeus
com o extrato de S. cumini L.

Os resultados obtidos no presente estudo
estdo de acordo com o histérico das espécies vegetais
estudadas, quanto a sua propriedade antimicrobiana e a
demonstracao de que os micro-organismos, com exce¢ao
do B atrophaeus, mostraram-se sensiveis aos extratos
glicélicos utilizados. E importante ressaltar que até a
finaliza¢ao desta pesquisa nao foram encontrados estudos
que fizessem uso do extrato glicélico destas plantas e que a
andlise da atividade antimicrobiana nos diversos trabalhos
foi realizada por diferentes metodologias, o que torna
dificil uma anélise comparativa fidedigna.

A demonstra¢do da propriedade antimicrobiana
dos extratos utilizados frente as cepas padrdes foi relevante
porque as cepas testadas sdo de micro-organismos que
estao associados com patologias que acometem a cavidade
bucal e geralmente sao utilizadas em pesquisas para
andlise de atividade antimicrobiana. No entanto, como
estes resultados se aplicam somente a estas cepas padrdes,
posteriores estudos devem abordar cepas resistentes e
assim ampliar a pesquisa para o desenvolvimento de
novos antimicrobianos necessarios para combater micro-
organismos resistentes.

CONCLUSAO

Apesar da resisténcia apresentada pela bactéria B.
atrophaeus, os resultados obtidos neste estudo demons-
traram o potencial antimicrobiano dos extratos glicélicos
de Psidium guajava L., Syzygium cumini L. e Pimpinella
frente as demais cepas padroes de E. faecalis, S. aureus, S.
mutans, E. coli e C. albicans, micro-organismos que estao
relacionados as patologias da cavidade bucal. Porém, sao
requeridos novos estudos com estas espécies vegetais para
se determinar quais as substancias presentes nos extratos
e que contribuem para a atividade bioldgica, como
também para entender os mecanismos de agao e avaliar
a citotoxicidade, visando assim uma possivel aplicagdo
farmacéutica.
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RESUMO

O reservatério de Tapacurd, localizado a 30 km da cidade do Recife, caracteriza-se como um importante
manancial de abastecimento do municipio e de parte de sua regido metropolitana. Com o objetivo de caracterizar
qualitativamente e quantitativamente a comunidade fitoplancténica deste ecossistema, foram realizadas 12
amostragens, no perfodo de junho/2006 a janeiro/2007, em uma tnica estagao, préxima ao ponto de captagdo de
agua. A frequéncia de ocorréncia, abundancia, dominancia, indice de diversidade especifica e equitabilidade dos
taxons foram determinados como parte complementar do estudo. Foram identificados 22 tdxons com predominéancia
dos grupos: Cyanobacteria (45,0%), Chlorophyta (36,0%) Chrysophyta (9,0%) Euglenophyta (5,0%) e Cryptophyta
(5,0%). As Cyanobacteria apresentaram as maiores densidades, contribuindo em média com 95,0% dos organismos
quantificados. Quanto a frequéncia de ocorréncia, 32,0% dos téxons foram considerados muito frequentes, 32,0%
frequentes, 27,0% pouco frequentes e 9,0% raros. Dos téxons identificados nove destacaram-se como abundantes
em pelo menos uma das amostragens. Raphidiopsis mediterranea e Microcystis aeruginosa foram as tnicas espécies
que apresentaram dominéncia durante o periodo estudado. As maiores densidades observadas para espécies de
Cyanobacteria configuram-se como potenciais riscos a satude publica, uma vez que alguns destes tdxons apresentam
histérico de produgio de toxinas.

Palavras-chave. reservatério, comunidade fitoplanctonica, Cyanobacteria.

ABSTRACT

The Tapacurd reservoir is located at 30 km from the city of Recife, PE — Brazil, and it is an important water supply
system for the municipality and surrounding region. The present study characterized the quality and the quantity
of the phytoplankton community in this ecosystem. Twelve sample collections were carried out from June 2006 to
January 2007 at a single sampling site next to the point of water intake. The frequency in occurrence, abundance,
dominance, species diversity index , and equitableness index were determined as a complementary part of the
study. Twenty-two taxa were identified, with the predominance of following groups Cyanobacteria (45.0%),
Chlorophyta (36.0%) Chrysophyta (9.0%) Euglenophyta (5.0%) and Cryptophyta (5.0%). Cyanobacteria exhibited
the highest density, accounting for 95.0% of the quantified organisms. Regarding to the frequency in occurrence,
32.0% of taxa were considered highly frequent; 32.0% were regarded frequent; 27.0% were infrequent; and 9.0%
were considered rare. Among the identified taxa, nine stood out as being abundant at least in one of the sampling
sessions. Raphodiopsis mediterranea and Microcystis aeruginosa were the only species that exhibited dominance
throughout the study period. The highest densities of Cyanobacteria are configured as potential risk to public
health, as some of these taxa have a history of toxin production.

Key words. reservoir, phytoplankton community, Cyanobacteria.
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INTRODUCAO

Problemas relacionados a eutrofizagao artificial, causada
pela acdo antrépica, sao comuns e tém gerado inimeras
alteragoes na estrutura e dindmica da comunidade
fitoplanctonica, que respondem prontamente as alteragdes
nos ecossistemas aqudticos. A composi¢cao da comunidade
fitoplanctdnica e o seu comportamento no ambiente
refletem melhor do que qualquer artefato tecnoldgico, o
valor das alteragdes nos corpos d’agua’.

Dentre os organismos fitoplanctdnicos, as
Cyanobacteria apresentam estratégias de crescimento que
sob condi¢des ambientais favordveis, como temperatura
em torno de 25 °C, valores de pH entre 6 a 9, concentragao
elevada de nutrientes (nitrogénio e fosforo) e estabilidade
da coluna d’dgua, podem promover as chamadas floracdes?,
capazes de liberar para o meio metabdlitos secundérios
téxicos conhecidos como cianotoxinas™.

Em corpos d’dgua utilizados para abastecimento
humano, as flora¢oes sao definidas em termos do ndmero
de células que passam a ser impréprio e/ou perigoso para
popula¢cdes humanas®, sendo estes a partir de 10 x 10° cél.
mL! ou 20 x 10° cél.mL'®. Este fendmeno, que nao é
exclusivo das Cyanobacteria, mesmo em alguns casos nao
sendo considerado um risco para a saide publica, pode
provocar uma série de transtornos, como: o entupimento
dos filtros nas estagcdes de tratamento, produ¢ao de
compostos que geram sabor e odor desagraddveis a dgua,
alteragdo dos aspectos cénicos do ambiente, déficit de
oxigénio, entre outras perturbagdes.

No Brasil, um exemplo cldssico e grave dos
problemas relacionados a proliferacao desses organismos
ocorreu no municipio de Caruaru-PE, em 1996, onde na
ocasido dezenas de pacientes de uma clinica de hemodiélise
morreram, apds o contato com dgua contaminada por
cianotoxinas’. Em Itaparica-BA, em 1988, a intoxica¢ao de
200 pessoas, dentre as quais 88 faleceram, apds a ingestao
de dgua do reservatdrio, também demonstraram fortes
indicios de contaminag¢do por cianotoxinas, no entanto
nao houve confirmagao ®.

O reservatério de Tapacurd é um importante
sistema de abastecimento do Grande Recife, no qual a
presenca de saxitoxinas e anatoxina-a, durante flora-
¢oes provocadas por Anabaena spiroides Klebahn,
Pseudanabaena sp, C. raciborskii e Microcystis aeruginosa
(Kutzing) Kutzing, foram detectadas em amostras
coletadas de marc¢o a maio de 2002 °.

Nesse sentido, considerando a obrigatoriedade do
monitoramento das Cyanobacteria nas captacoes de dgua
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dos mananciais de abastecimento, disposta na portaria n°
518, do Ministério da Saude ¢, de 25 de margo de 2004,
o presente trabalho tem como objetivo, apresentar uma
avaliagdo da estrutura da comunidade fitoplanctonica
do reservatdrio de Tapacura-PE, fornecendo informacdes
sobre a dinamica das Cyanobacteria, e indicando um
diagnostico do ambiente quanto a presenca de espécies com
histérico na producdo de toxinas. Desta forma, a presente
pesquisa configura-se como um alerta sobre o potencial
risco a saude publica, uma vez que constantemente ocorrem
floracBes de Cyanobacteria nesse ecossistema.

MATERIAL E METODOS

= Area de estudo
O reservatério de Tapacurd (latitude 08°02°14”S e
longitude 35°09°46”W) localiza-se a 30km da cidade
de Recife-PE, no municipio de Sdo Lourenco da Mata
(Figura 1). Apresenta capacidade de acumulacio
de dgua de 94.200.000m’, constituindo-se no mais
importante manancial de abastecimento do grande Recife,
contribuindo com mais de 25% da dgua consumida.
Faz parte da bacia do Rio Capibaribe, limitando-se ao
norte com os Rios Goitd e Cotunguba, a oeste com o
Rio Cotunguba, ao sul com os Rios Ipojuca, Pirapama e
Jaboatao e a leste com os Rios Jaboatdo e Muribara '°.
Durante o periodo estudado a regiao foi carac-
terizada climatologicamente quanto a precipitagao, que
variou de 36 mm no més de outubro/06 a 151 mm no
més de julho/06 (The Weather Channel '*).

= Procedimento de coleta

As coletas foram realizadas de julho/06 a janeiro/07
contemplando 12 amostragens em um tnico ponto do
reservatdrio (nas proximidades da captacdo de dgua) e dois
periodos climaticos: periodo chuvoso (julho e agosto/06)
e periodo seco (setembro a dezembro/06 e janeiro/07).
Foram coletadas amostras para anélise qualitativa e
quantitativa da comunidade fitoplanctonica.

Para andlise qualitativa foram realizadas duas
amostragens, uma fixada com formalina a 2% (250mL)
e outra sem substéncia fixadora (1000mL), preservada a
baixa temperatura, as quais foram adquiridas com rede
de plancton com abertura de malha de 25 pm.

As amostras destinadas a andlise quantitativa
(1000mL) foram coletadas na superficie do reservatorio,
com o auxilio de um recipiente de boca larga e fixadas
com formalina a 2%.
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Figura 1. Mapa do reservatério de Tapacurad com localizacdo da estacdo de amostragem

= Analise qualitativa

As andlises qualitativas foram realizadas em microscépio
6ptico LEICA, modelo DME, em objetivas de 40 e
100X (a imersao) e oculares de 10X, dotada de reticulo
micrométrico. Foi utilizado nanquim para evidenciar
bainha mucilaginosa em espécies de Cyanobacteria.

Os sistemas de classificagdo adotados foram:
Round '**para Chlorophyta, Chrysophyta e Euglenophyta,
e, Anagnostidis & Komarék'*'">e Komarék & Anagnostidis
1617 para as Cyanobacteria.

Além dos estudos citados acima, no auxilio
da identificacao das Cyanobacteria foram utilizados
os trabalhos de Anagnostidis & Komarék '*" e chave
dicotémica % para determinagao dos géneros.

= Andlise quantitativa
Paraanalise quantitativaasamostras foram homogeneizadas
e acondicionadas em cdmaras de sedimentagao com
volume de 5 mL por 24 horas. Posteriormente, foram
conduzidas a andlise em microscépio invertido Zeiss
Axiovert 25-C, em objetiva de 40X e quantificadas
seguindo o método de Utermohl?.

O estudo quantitativo das Cyanobacteria
foi baseado no guia da OMS* dando cumprimento

ao que determina o Artigol7, § 1°, da portaria n®
518/GM de 25 de margo de 2004, do Ministério da
Saude. Para as amostragens com floragao de espécies
coloniais foi adotado o método de digestao de colonias
utilizando-se hidréxido de potassio (KOH a 0,03M)%,
e posteriormente, as células foram quantificadas
na drea correspondente ao reticulo de Wippler. O
cdlculo da densidade foi expressado em cel.mL™! a
partir da férmula descrita na American Public Health
Association — APHA*,

= Tratamento dos dados

A frequéncia de ocorréncia dos tdxons foi determinada
segundo Mateucci & Colma®, que definem as seguintes
faixas de classificacdo: muito frequente (>70%), frequente
(£70% >40%), pouco frequente (<40% >10%) e rara
(<10%). A abundancia e dominancia foram determinadas
de acordo com Lobo & Leighton®, sendo abundantes as
espécies com valores superiores a média da comunidade
e dominantes, aquelas cujo valor ultrapassa 50% da
densidade fitoplanctonica total. Os indices de diversidade
especifica (bit.cél.!) e equitabilidade foram aplicados a
partir da metodologia proposta por Pielou”, utilizando-se
o programa estatistico Diversity.

111



Andrade CM de, Gomes TS, Aragdao NKCYV, Silva EM, Lira GAST de. Estrutura da comunidade fitoplanctonica com énfase em Cyanobacteria
no reservatério de Tapacurd-PE. Rev Inst Adolfo Lutz, Sao Paulo, 68(1):109-17, 2009

Os valores de densidade de Cyanobacteria foram
comparados aos padrdes propostos na resolugato CONAMA
Ne357,de 17 de margo de 2005, para classificacdo de dguas
doces classe 2. O potencial de risco a satide dos seres vivos,
relacionados aos valores de densidade das Cyanobacteria
no reservatdrio do Carpina, foi avaliado assumindo-se os
niveis de alerta estabelecidos pela portaria Ne 518/GM,
de 25 de mar¢o de 2004, do Ministério da Sadde e pelo
guia da OMS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificados 22 tdxons distribuidos em 5 divisdes:
Cyanobacteria (10), Chlorophyta (8) Chrysophyta
(2) Euglenophyta (1) e Cryptophyta (1) (Tabela 1.). A
riqueza de tdxons observada no reservatério de Tapacura
foi baixa, com predominio das Cyanobacteria (45 %)
e Chlorophyta (36 %). Durante o estudo desenvolvido
por Ferreira® no mesmo reservatorio, as Cyanobacteria
e Chlorophyta prevaleceram em riqueza de espécies.
Resultados semelhantes foram observados nos estudos de
Bouvy et al.”, Falcao et al.*; Gomes *' e Aragao et al. %,
desenvolvidos em reservatdrios do estado de Pernambuco,
os quais evidenciaram maior representatividade para esses
dois grupos fitoplancténicos.

A densidade fitoplancténica no Reservatdrio
de Tapacuréd durante o periodo estudado, apresentou
uma variacao de 7.200 cél.mL™" (julho/06) a 339.730 cél.
mL" (primeira amostragem de novembro/06). Durante
este periodo foi observada uma tendéncia gradativa
de crescimento da densidade, estabelecida a partir das
amostragens de setembro/06, inicio de periodo seco,
apresentando o maior pico na primeira coleta do més
de novembro/06, periodo de ocorréncia das maiores
temperaturas (Figura 2.). Esse “modelo de crescimento”
fitoplanctonico é bastante comum em reservatdrios
eutréficos da regiao Nordeste, e também foram descritos
nos trabalhos de Gomes *' e Aragao **para o reservatdrio
de Carpina-PE, sendo geralmente estabelecidos em
fun¢dao do aumento da temperatura e diminuicao das
precipitagdes.

As Cyanobacteria foram responsaveis pelas maio-
res densidades durante o periodo estudado, variando de
6.991cél.mL! (julho/06) a 336.857cél.mL (primeira
amostragem de novembro/06) (Figura 3.). Este grupo re-
presentou uma densidade média de 95,0 % da comunida-
de, seguido pelas Chrysophyta com 4,0%. A contribui¢ao
média da densidade das divisoes Chlorophyta, Eugleno-
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phyta e Cryptophyta somou 1,0 %. Durante o periodo
estudado os taxons com as maiores densidades foram
Raphidiopsis mediterranea Skuja, Microcystis aeruginosa
(Kutzing) Kutzing e Pseudanabaena catenata Lauterborn,
pertencentes as Cyanobacteria. A espécie Microcystis ae-
ruginosa e o género Pseudanabaena apresentam histérico
na producao de toxinas*. Além destes, outros géneros
e espécies observados no reservatorio de Tapacurd sao
considerados potencialmente téxicos: Anabaena circinalis
Rabenhorst, Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska)
Seenaya & Subba Raju, Planktothrix agardhii (Gomont)
Anagnostidis & Komarek, Anabaenopsis e Aphanizomenon.
O predominio das Cyanobacteria em reservatérios tropi-
cais eutrdficos deve-se a um conjunto de fatores, como ele-
vadas temperaturas, baixa precipita¢ao, pH alcalino e altas
concentrag¢des de nutrientes, principalmente N e P***,

No presente estudo, com exce¢ao da primeira
(julho/06) e quarta (19 de setembro/06) amostragens,
foi observado para as Cyanobacteria densidades acima de
50.000cél.mL*, atingindo valores superiores a 100.000cél.
mL" a partir da segunda amostragem de outubro (Figura
3.). Estes valores estao em desacordo com a resolugao N 357
do CONAMA no que diz respeito as densidades médximas
estabelecidas para as dguas doces de classe 2. Quanto a
Portaria N°518/GM os resultados observados durante
o periodo citado acima, implicam o monitoramento
semanal de cianotoxinas, além de enquadrar o reservatério
de Tapacura no nivel 3 de alerta, que define os potenciais
riscos para valores maiores que 100.000cél.mL!. De acordo
com o guia da OMS, o reservatdrio encontra-se no nivel
2 de alerta, quando este apresenta densidades superiores
a20.000 cél.mL"* (Figura 3.).

As altas densidades observadas no reservatério de
Tapacurd durante o periodo estudado sdo preocupantes.
Os valores observados estabelecem potencial de risco a saide
publica, uma vez que ja foi detectada a presenca de saxitoxinas
e anatoxina-a, durante floracdes provocadas por Anabaena
spiroides Klebahn, Pseudanabaena sp., Cylindrospermopsis
raciborskii (Woloszynska) Seenaya & Subba Raju e Microcystis
aeruginosa (Kutzing) Kutzing em amostras coletadas nesse
ambiente de margo a maio de 2002 °.

As Chrysophyta, representada pelas espécies
Navicula sp. e Aulacoseira granulata (Ehrenberg)
Simonsen, também apresentaram boa contribuigao
para densidade, com valores mais elevados durante o
periodo seco. Esse grupo, que apresenta estrutura celular
diferenciada, constituida por silica e pectina, tende a
sedimentacao, apresentando maiores densidades nas
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Tabela 1. Lista e frequéncia de ocorréncia dos taxons identificados no reservatério de Tapacura durante o periodo de
julho/06 a janeiro/2007

Freq.

Lista dos taxons 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 (%)

CYANOBACTERIA

Microcystis aeruginosa (Ktzing)

Kitzing 1846 + + + + + + + + + + + + MF-100

Coelosphaerium sp. - - - - - - - - - - - + R -8
Anabaena circinalis Rabenhorst 1863 - + + + + + + + + + 4+ 4+ MF-92
Anabaenopsis sp. - - - - - - - - - - -4 R -8
rmemenioie. S I
Cylindrospermopsis raciborskii

(Woloszynska) Seenaya & Subba - - - + + + + + + + + + MF-75
Raju 1972

Raphidiopsis mediterranea Skuja 1937 + + + + + 4+ + + + + 4+ + MF-100
gﬁg‘éer:giirgz ?rggglb/um (C. Agardh) i i i N ) i i ) ) ) P e
Planktothrix agardhii (Gomont)

Anagnostidis & Komarek 1988 + + -+ - -+ 4+ + + -+ F-67
Pseudanabaena catenata

Lauterborn 1915 R A A S A T
CHLOROPHYTA

Actinastrum sp. - -+ -+ - - - -+ - %+ PF-33
Chlorella sp. + -+ - -+ -+ -+ -y F-50
Golenkinia sp. + + -+ o+ - - -+ o+ o+ o+ F-67
ettt BRSPS g v
Scenedesmus sp. - - - - - - - - - - + o+ PF-17
Oocystis sp. + = 4 = = - - - - - - - PF -17
Closterium sp. - - - - + - + - - - - - PF -17
Arthrodesmus sp. - + o+ = = = - - - - - - PF -17
CHRYSOPHYTA

Navicula sp. + 4+ + + 4+ + + + + + + 4+ MF-100

Aulacoseira granulata (Ehrenberg)
Simonsen 1979

EUGLENOPHYTA

+ + + + + + + + + + + + MF-100

Trachelomonas volvocina

Ehrenberg 1833 + + + 4+ 4+ - 4+ + + + - - F-75
CRYPTOPHYTA
Cryptomonas sp. + + + + + - + + - - - - F-58

MF: muito frequente; F: frequente; PF: pouco frequente; R: raro.
Legenda - data das amostragens: 1- 27/7/06; 2 - 15/8/06; 3 - 12/9/06; 4 - 19/9/06; 5 - 28/9/06; 6 - 10/10/06; 7 - 17/10/06; 8 - 7/11/06; 9 - 28/11/06;
10 - 26/12/06; 11 -9/1/07; 12 - 31/1/07.
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Figura 2. Densidade fitoplancténica no reservatério de Tapacura-PE,
durante o periodo compreendido entre julho de 2006 e janeiro de 2007.

1.000.000

Nivel 3 - MS
100.000

Nivel 2 - OMS
10.000 2

1.000 1

100

g,<;\_/-

Densidade (cel.mL™")

1 T T T T T T T T T T 1
2717 15/8 12/9 19/9 28/9 10/10  17/10 711 2811 26/12 A 311

—O— Cyanobacteria —e— Chlorophyta =% Chrysophyta —&— Euglenophyta —O— Cryptophyta

Figura 3. Variacdo da densidade dos grupos fitoplanctonicos
observados para o reservatério de Tapacura-PE, durante o periodo
compreendido entre julho de 2006 a janeiro de 2007, e indicacdo dos
valores méaximos permitidos para as Cyanobacteria no estabelecimento
dos niveis de alerta tipo 2 da OMS e tipo 3 da portaria N°518/GM

camadas mais profundas®. No entanto, a presenca de
imensos estandes de macroéfitas aqudticas no reservatério
de Tapacurd, principalmente das espécies Pistia estratiotes
L. e Eichhornia crassipes (Mart.) Solms, atuaram como
substrato para as Chrysophyta, possibilitando maiores
densidades desse grupo nas camadas superficiais.
Quanto a frequéncia de ocorréncia, dos 22 tdxons
identificados 32,0% foram considerados muito frequentes,
32,0% frequentes, 27,0% pouco frequentes e 9,0%
raros(Tabela 1.). Dentre estes, destacaram-se Raphidiopsis
mediterranea Skuja, Microcystis aeruginosa (Kutzing)
Kutzing, Navicula sp. e Aulacoseira granulata(Ehrenberg)
Simonsen, presentes em todas as amostras.
Raphidiopsis mediterranea Skuja, Anabaena
circinalis Rabenhorst, Microcystis aeruginosa (Kutzing)
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Kutzing, Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska)
Seenaya & Subba Raju, Planktothrix agardhii (Gomont)
Anagnostidis & Komarek, Pseudanabaena catenata
Lauterborn, Geitlerinema amphibium (C. Agardh)
Anagnostidis, Navicula sp. e Aulacoseira granulata
(Ehrenberg) Simonsen foram os taxons abundantes em
pelo menos uma das amostragens (Tabela 2.) Raphidiopsis
mediterranea e Microcystis aeruginosa foram as tnicas
espécies que apresentaram dominéncia entre o periodo
estudado (Tabela 2.).

A diversidade especifica variou entre baixa (valores
entre 2,0 e 1,0 bits.cel!) e muito baixa (< 1,0 bits.cel™!)
durante o estudo, sendo os menores valores observados
entre a fase de transicdo dos periodos seco (amostragem
de agosto/07) e chuvoso (primeira amostragem de
setembro/06). Os maiores valores ocorreram nas primeiras
amostragens de novembro/06 e janeiro/07, quando
ocorreram as densidades fitoplanctdnicas mais elevadas,
além do melhor equilibrio quantitativo entre as espécies
abundantes. Quanto a equitabilidade, com exce¢do da
primeira amostragem de janeiro/07 (0,550), sugerindo
melhor distribui¢do dos individuos entre as espécies, nos
demais meses os valores apresentaram-se abaixo de 0,5
confirmando o dominio de poucas espécies (Figura 4.).
Em reservatdrios eutrdéficos é comum observar baixos
valores para estes indices, pois as condi¢des ambientais
em situa¢ao de trofia tendem ao favorecimento de um
pequeno ntmero de espécies oportunistas e competitivas
que se alternam na dominéncia da comunidade, formando
altas densidades™?.

[ Diversidade —e— Equitabilidade

0,9
0,38
0,7

06

0 05

- 0,4
0,3

0.2

T T T T T T T 0

27/7  15/8 12/9 19/9 28/9 10/10 17/10 7/11 28/11 26/12 9/1 311

Figura 4. Diversidade especifica e equitabilidade da comunidade
fitoplanctonica no  reservatério de Tapacura-PE, durante o
periodo compreendido entre julho de 2006 e janeiro de 2007.
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CONCLUSAO

O estudo desenvolvido no reservatério de Tapacura
demonstrou que a comunidade fitoplanctonica esteve
predominantemente, constituida por Cyanobacteria, sendo
atribuidas a este grupo as maiores riquezas de espécie,
frequéncias de ocorréncia, abundéncia e dominéncia
ao longo de todo o periodo estudado. Dentre os tixons
inventariados, cinco espécies e dois géneros apresentam
histérico na produgao de toxinas: Microcystis aeruginosa
(Kutzing) Kutzing, Pseudanabaena catenata Lauterborn,
Anabaena circinalis Rabenhorst, Cylindrospermopsis
raciborskii (Woloszynska) Seenaya & Subba Raju,
Planktothrix agardhii (Gomont) Anagnostidis & Komarek,
Anabaenopsis e Aphanizomenon. As elevadas densidades
observadas para as Cyanobacteria, muitas vezes acima de
100.000 cel.mL! e apresentando espécies potencialmente
toxicas, estabelecem potencial risco para a satide publica,
uma vez que ji foram detectadas cianotoxinas no
ecossistema em questdo. Nesse sentido, considerando
que o reservatério de Tapacurd-PE configura-se como
um importante manancial de abastecimento do estado
de Pernambuco e dando cumprimento ao que estd
normatizado no escopo da portaria N° 518 do MS, de 25
de marco de 2004, faz-se necessaria a implementacdo de
medidas de controle de Cyanobateria e monitoramento
de cianotoxinas, no sentido de prevenir possiveis
transtornos que as floracoes desses organismos podem
Vir a ocasionar.

AGRADECIMENTOS
Ao Laboratério Central de Satde Publica — LACEN-PE, em nome
da gestora Dra. Teresinha Tabosa, pela disponibilidade de toda a
infraestrutura para o desenvolvimento da pesquisa. Aos prof.” Dr.
Giulliari Lira e Msc. Cicero Tiago pela orientagdo e colaboragao na
realizagdo deste trabalho, e a bidloga Nisia Aragdo, companheira
de bancada.

REFERENCIAS

1. Margalef R. Limnologia. Barcelona, Ediciones Omega; 1983.
1010.

2. Mur LR, Skulberg OM, Utkilen H. Cyanobacteria in the
environment. In: Chorus I, Bartram J. Toxic cyanobacteria in water.
led. Londres: E & FN Spon 1999; p.15-37.

3. Azevedo SMFO, Evans WR, Carmichael WW, Namikoshi
M. First report of microcystins from a Brazilian isolated the

116

cyanobacterium Microcystis aeruginosa. Jornal of Applied Phycology 1994,
6:61-5.

4. Vieira JMS. Toxicidade de cianobactérias e concentragao de
microcistinas em uma represa de abastecimento publico da

regido amazonica de Brasil [Tese de Doutorado]. Sdo Paulo, SP,
Universidade de Sdo Paulo, 2002. 147pp.

5. Oliver RL, Granf GG. Freshwater blooms. In: Whitton BA, Potts
M.(Ed). The ecology of cyanobacteria: their diversity in time and
space. Dordrecht: Kluwer; 2000. p.149-94.

6. Brasil. Portaria n° 518 de 25 de margo de 2004 do Ministério
da Saude. Estabelece os procedimentos e responsabilidades
relativos ao controle e vigilancia da qualidade da dgua para
consumo humano e seu padrao de potabilidade. Diario Oficial
[da] Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 26 mar. 2004.
Segdo 1, p. 266-9.

7. Molica RJR, Onodera H, Garcia C, Rivas M, Andrinolo D,
Nascimento S, Meguro H, Oshima Y, Azevedo SMFO, Lagos N.
Toxins in the freshwater cyanobacterium Cylindrospermopsis
raciborskii (Cyanobhyceae) isolated from Tabocas reservoir in
Caruaru, Brazil, including demonstration of a new saxitoxin
analogue. Phycologia. 2002; 41(6). 606-11.

8. Teixeira MGLC, Costa MCN, Carvalho VLP, Pereira MS, Hage E.
Gastroenteritis Epidemic in the Area of the Itaparica, BA, Brazil.
Bulletin of PAHO1993, 27(3).244-53.

9. Molica RJR, Oliveira EJA, Carvalho PVVC, Costa ANSFE, Cunha
MCC, Melo GL, Azevedo SMFO. Occurrence of saxitoxins and na
anatoxin-a(s)-like anticholinesterase in a Brazilian drinking water
supply. Harmful Algae 2005, 4. 743-53.

10. Braga RAP. Universidade Federal de Pernambuco/ CTG / DECIVIL
/ GRH. Gestao ambiental da bacia do rio Tapacurd — Plano de agdo;
2001.

11. The Weather Channel. Disponivel em URL: http://br.weather.
com/weather/ climatology /BRxx1479?dayofyear=182. Acesso em
18.11.2006.

12. Round FE. The biology of the algal. London: Edward Arnold
(Publishers). Ltd.; 1965. 269.

13. Round FE. The taxonomy of the Chlorophyta, 2. Brit. phycol. J;
1971. 6(2).235-64.

14. Anagnostidis K, Komdrek J. Modetn approach to the classification
system of Cyanobacteria. 3-Oscillatoriales. Arch Hydrobiol suppl
algol Stud 1988, 80(1-4).327-472.

15. Anagnostidis K, Komdrek J. Modern approach to the classification
system of Cyanobacteria. 5- Stigonematales. Arch Hydrobiol suppl
algol Stud 1990, 59. 1-73.

16. Komadrek J, Anagnostidis K. Modern appoach to the classification
system of Cyanophytes, 2: Choococcales. Archiv fur Hydrobiologie,
Suppl. 73, Algological Studies1986, 43. 157-226.

17. Komdrek J, Anagnostidis K. Cyanoprokaryota, 2. Teil: Oscillatoriales.
Subwasserflora von Mitteleuropa. Bridel B, Gaster G, Krienitz L,
Schargerl M. (Hrs.) (19/2). Elsevier. 2005. p.759.

18. Komidrek J,Anagnostidis K. Cyanoprokaryota, 1. Teil: Chroococcales.
In: Ettl HG, Gartner H, Heynig & D. Mollenhauer Ettl (eds):
Susswasserflora von Mitteleuropa; Gustav Fischer, Stuttgart 1999,
19. 1-545.

19. Komarek J, Kling H. Variation in six planktonic cyanophyte genera
in lake Victoria (East Africa). Archiv fur Hydrobiologie,Stuttgart
1991, 88. 21-46.

20. Sant'Anna CL, Azevedo MTP, Agujaro L. Manual ilustrado para
identificagdo e contagem de cianobactérias planctonicas de dguas



Andrade CM de, Gomes TS, Aragdao NKCYV, Silva EM, Lira GAST de. Estrutura da comunidade fitoplanctonica com énfase em Cyanobacteria
no reservatério de Tapacurd-PE. Rev Inst Adolfo Lutz, Sao Paulo, 68(1):109-17, 2009

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

continentais brasileiras. 12ed. Interciéncia , Sdo Paulo , SP; 2006,
58pp.

Utermohl H. Zur vervollkommung der quantitativen phytoplankton
— Methodik. Mitt Int Limnol 1958, 9. 1-38.

Chorus I, Bartram J. Editors. Toxic Cyanobacteria in water. A Guide
to their public health consequences, monitoring and management.
London: E&FN Spon; 1999. 416pp.

Box JD. Enumeration of cell concentrations in suspensions of
colonial freshwater microalgae, with particular reference to
Microcystis aeruginosa. In: Chorus I & Bartram J. Toxic cyanobacteria
in water. led. Londres: E & FN Spon; 1999. p.347- 67.

American Public Health Association (APHA). Standard methods
for the examination of water and wastewater. 162 Ed. Washington;
1985. p.1088-101.

Mateucci SD, Colma A. La metologia para el estudo da vegetacion.
Collecion de Monografias Cientificas. Série Biologia; 1982. 22.
168.

Lobo E, Leighton G. Estructuras comunitarias de las fitocenosis
planctonicas de los sistemas de desembocaduras de rios e y esteros
de la zona central de Chile. Revista Biologia Marinha 1986, 22.
1-29.

Pielou EC. Mathematical ecology. Wiley-Interscience, New York;
1977. 385.

Ferreira ACS. Dinamica do fitoplancton de um reservatorio
hipereutréfico (Reservatério Tapacurd, Recife, PE), com énfase

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

em Cylindrospermopsis raciborskii e seus morfotipos [Dissertacao
de mestrado]. Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2002.

Bouvy M, Barros-Fran¢a L, Carmouze JP. Compartimento
microbiano no meio peldgico de sete agudes do Estado de
Pernambuco (Brasil). Sao Paulo, Acta Limnoldgica Brasileira, 1998,
10. 93-101p.

Falcao DPM, Bouvy M, Marinho M, Moura AN. Microfitoplancton
e condi¢oes limnoldgicas em reservatdrios de cinco bacias
hidrograficas do Estado de Pernambuco: énfase ao género
Cylindrospermopsis. In: Reuniao Brasileira de Ficologia, 8. Porto
de Galinhas, PE 1999. Resumos... 120p.

Gomes CTS. Anilise da Variacdo qualiquantitativa do fitoplancton
no reservatério do Carpina — PE [Dissertacao de mestrado].
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), 2003.

Aragao NKCV, Gomes CTG, Lira GAST, Andrade CM. Estudo da
comunidade fitoplanctonica no reservatério da Carpina-PE, com
énfase em cyanobacteria. Rev Inst Adolfo Lutz 2007; 66(3). 240-8.

Bouvy MA, Falcao D, Marinho M, Pagano M, Moura A. Occurrence
of Cylindrospermopsis (Cyanobacteria) in 39 Brazilian tropical
reservoirs during the 1998 drought. Aquatic Microbiol Ecology
2000; 23.13-27.

Chellappa NT, Costa MAM. Dominant and co-existing epecies of
cyanobacteria from a eutrophicated reservoir of Rio Grande do
Norte State, Brazil. Acta Oecologica 2003, 24. 3-10.

Reynolds CS. The ecology of freshwater phytoplankton. Cambridge,
Cambridge University Press, 1984. p 384.

117



ARTIGO ORIGINAL/ ORIGINAL ARTICLE

Frequéncia de diagnéstico de lesdes do colo uterino por faixa
etaria em mulheres atendidas no Programa de Rastreamento
Viva Mulher no periodo de 2004 a 2008

Review on the occurrence of uterine cervix lesions according to age
group among women enrolled in the Viva Mulher — Prevention Program
during the period from 2004 to 2008

RIALA6/1199

Luzia Setuko Umeda YAMAMOTO*!, Sonia Maria Miranda PEREIRA!, Daniela ETLINGER!, Luciana Silva
AGUIARY, Yuriko Ito SAKAI', Neuza Kasumi SHIRATA!, Mariete dos Santos TEIXEIRA!, Celso di LORETO!

*Enderego para correspondéncia: Instituto Adolfo Lutz, Divisao de Patologia, Se¢ao de Anatomia Patolégica,
Av. Dr. Arnaldo 355, 7° andar, CEP 01246-902, Sao Paulo, SP, Brasil, e-mail: lyamamot@ial.sp.gov.br

'Secao de Anatomia Patolégica, Divisao de Patologia, Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP, Brasil.

Recebido: 01.04.2009 — Aceito para publicagdo: 28.04.2009

RESUMO

No presente estudo foi realizado o levantamento retrospectivo de diagndstico citopatoldgico das lesdes pré-neoplasicas e
neopldasicas pela método de Papanicolaou e sua distribui¢do por faixa etdria das mulheres atendidas no periodo de 2003
a2008. Das 222.024 amostras analisadas, 3.674 (1,65%) foram classificadas como insatisfatérias, 206.439 (92,98%) foram
negativas e 11.911 (5,36%) apresentaram algum tipo de atipias nucleares. Dentre as alteragoes epiteliais atipicas, 6.437
(54,04%) foram de ASC-US e 210 (1,76%) de ASC-H; 3.264 (27,40%) de LSIL; 1.279 (10,74%) de HSIL; 131 (1,10%)
de SCC; 552 (4,63%) por AGC-US e 23 (0,19%) de AGC-H; 7 (0,06%) de AIS e 8 (0,07%) de ADENOCA. Quanto a
ocorréncia e distribuicdo dos diagnésticos de lesdes intraepiteliais escamosas e glandulares, de acordo com a faixa etdria
em intervalos de 5 anos, foi observada maior frequéncia de diagnéstico de LSIL entre as mulheres mais jovens (15-25 anos)
e os diagnésticos de ASC-US, ASC-H, AGC-US, HSIL, SCC e ADENOCA nas mulheres >50 anos de idade. As alteracdes
glandulares, como AGC-H e AIS, ocorreram em mulheres na faixa etdria entre 30-34 e 45-49 anos. Foram detectados dois
(0,16%) casos de HSIL em pacientes <14 anos e em 51 (3,99%) pacientes na faixa entre 15-19 anos. Os dados da presente
avaliagdo enfatiza a importancia de campanhas orientativas, rastreamento e seguimento das pacientes para garantir a
melhoria e a efetividade dos programas de prevengao.

Palavras-chave. rastreamento citoldgico, esfregaco cervical, método de Papanicolaou, faixa etdria.

ABSTRACT

The retrospective study on cervico-vaginal smears analyzed by Papanicolaou (Pap) test at Instituto Adolfo Lutz — Division
of Pathology, during the period from 2003 to 2008, was carried out. The diagnoses of pre-neoplasic and neoplasic lesions on
Pap smears were analyzed, according to the age groups distribution. Of the 222,024 analysed samples, 3,674 (1.65%) were
classified as unsatisfactory, 206,439 (92.98%) were negative and 11,911 (5.36%) presented abnormal cytology diagnoses. Of
those with abnormal cytology, 6,437 (54.04%) were classified as ASC-US, 210 (1.76%) as ASC-H, 3,264 (27.40%) as LSIL,
1,279 (10.74%) as HSIL, 131(1.10%) as SCC and 552 (4.63%) as AGC-US, 23 (0.19%) as AGC-H, 7 (0.06%) as AIS, and 8
(0.07%) were diagnosed as ADENOCA. The distribution of the squamous and glandular intraepithelial lesions diagnosis
in the age group ranging at 5-year intervals, showed the major frequency of LSIL among younger women (15-25 years
of age), and the diagnoses of ASC-US, ASC-H, AGC-US, HSIL, SCC and ADENOCA among >50 year- old women. The
glandular variations as AGC-H and AIS occurred in women at of 30-34 and 45-49 age groups. Two (0.16%) women with
HSIL were under 14 years of age, and 51 (3.99%) were from 15 to 19 years old. This study emphasizes the relevance in
implementing the educational campaigns, the patients screening and follow-up protocols for assuring the improvement
and the effectiveness of prevention programs.

Key words. cytology screening, cervical smears, Pap test, age group.
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INTRODUCAO

O cancer de colo uterino é o segundo tipo de cAncer mais
comum entre as mulheres, sendo responsavel pelo 6bito
de aproximadamente 230 mil mulheres por ano e sua
incidéncia é cerca de duas vezes maior em paises menos
desenvolvidos comparado com os mais desenvolvidos'.
Aproximadamente 80% dessas mortes ocorreram nos
paises em desenvolvimento®. Nos paises desenvolvidos,
onde os programas de rastreamento organizados
foram implantados, a incidéncia de cancer cervical tem
diminuido. Entretanto nos paises em desenvolvimento
ou subdesenvolvidos que nao tém acesso a programas de
rastreamento efetivos, o cancer cervical ainda é um dos
maiores problema de satde*’. Desde 1998, o Ministério
da Satde segue recomendag¢ao da Organizacao Mundial
da Satide (OMS) que propoe um exame citoldgico cervical
(Papanicolaou) a cada trés anos em mulheres de 25 a 59
anos de idade®.

O rastreamento populacional abrangente e cons-
tante pelo exame de Papanicolaou estd associado a uma
redugdo da mortalidade em mais de 70% em relagao
as populagdes fora da cobertura®. Provavelmente este
efeito se deve ao grande nimero de mulheres nas quais
foi detectada doenga em estddios mais precoces, em
que as chances de cura sio maiores, como: lesdo intra-
epitelial de baixo grau (LSIL), lesdao intra-epitelial de
alto grau (HSIL), atipias escamosas ou grandulares de
significado indeterminado nas quais nao se pode afastar
lesao de alto grau (ASC-H e ASG-H, respectivamente) ou
adenocarcinoma in situ (AIS)°.

O exame de Papanicolaou tem sido a principal
ferramenta na prevencao de cincer cervical hd mais de
cinquenta anos, o que proporcionou quedas expressivas
na incidéncia e mortalidade por esta doenga em muitos
paises’. Essa tendéncia foi atribuida aos programas de
rastreamento por este método difundido em muitos
paises. A acurdcia deste exame em detectar anormalidades
citoldgicas tem sido bastante questionada por apresentar
sensibilidade bastante varidvel (30% a 87%) e especificidade
entre 86% e 100%?, pelo método convencional. A real
sensibilidade é de aproximadamente 60% em programas
de rastreamento rotineiro’.

Para melhorar o desempenho dos exames cito-
patolégicos é necessario implementar programas de
controle de qualidade interno (CQI) e externo na rotina
diagnéstica, com o objetivo de reduzir resultados falso-
negativos'®!!. O CQI deve compor um conjunto de a¢des

sistematizadas e realizadas regularmente, que abrange o
monitoramento da adequabilidade da amostra, revisao
hierdrquica dos esfregacos e revisao dos casos negativos.
A revisao dos esfregacos pela metodologia do roteiro de
critérios de risco (RCR) avalia as informagdes clinicas
relevantes, antecedentes e sintomas que podem ser
associados aos riscos para lesdes cervicais'>". A técnica de
revisdo dos esfregacos prévios negativos é o método CQ
recomendado pela Academia Internacional de Citologia'*
e, no Brasil, o Monitoramento Externo de Qualidade
(MEQ) foi elaborado a partir de recomendagdes do
Instituto Nacional do Cancer (INCA), com intuito de
oferecer aos laboratdrios da Rede Publica uma avaliacio de
desempenho nos diagndsticos citoldgicos do colo uterino
e fornecer fomentos para educacao continuada’.

O Programa de Prevengdo do cancer de colo
uterino tem sido uma estratégia bastante eficaz para o
rastreamento do cincer cervical. O objetivo deste estudo
foi avaliar a distribuicdo dos diagndsticos citopatoldgicos
das lesdes pré-neoplasicas e neoplésicas do colo uterino,
por faixa etdria, pertencentes a rotina do Setor de Citologia
Oncotica do Instituto Adolfo Lutz.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado levantamento retrospectivo dos diagnds-
ticos pelo método de Papanicolaou em esfregagos cérvi-
covaginais, provenientes de mulheres que realizaram
exames pelo Sistema Unico de Satide (SUS), no periodo
de novembro de 2003 a outubro de 2008 avaliados pelo
Setor de Citologia Oncética da Divisao de Patologia,
no Instituto Adolfo Lutz. As amostras foram coletadas
com espdtula de Ayre e/ou citobrush, fixadas em
polietilenoglicol (Carbowax), nas Unidades de Saude,
e coradas pelo Método de Papanicolaou em nosso
laboratério. A classificagao utilizada para o diagnéstico
dos exames de Papanicolaou no periodo de 2004 a 2006,
foi de acordo com o Bethesda System, 2001. A partir de
2007, por recomendagdo do Instituto INCA, passou-se a
utilizar a Nomenclatura Brasileira para Laudos Cervicais
e condutas preconizadas'®. Com a nova nomenclatura,
foram incluidas as subdivisdes das atipias escamosas/
glandulares de significado indeterminado (ASC-US; AGC-
US), nido se podendo excluir lesao de alto grau (ASC-H/
AGC-H) respectivamente.

Neste periodo de cinco anos, 222.024 amostras
cérvicovaginais foram submetidas a avaliagao pré-analitica
sobre a adequabilidade da amostra para andlise segundo
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critérios recomendados pelo Ministério da Satide (MS)"
e pelos critérios estabelecidos no laboratdrio. A avaliagdo
analitica inclui os diagnésticos descritivos como: dentro
dos limites da normalidade/ alteragdes celulares benignas
reativas ou reparativas; ou classificadas como atipicas em
diferentes graus. Em todos os casos foi avaliada também
a microbiologia.

Para garantia da qualidade dos diagnésticos cito-
patologicos, o Setor de Citologia Oncética realiza revisao
das amostras como rotina, hd mais de 15 anos pelo CQI
através da metodologia RCR com consideragdes clinicas
relevantes e citoldgicas, segundo recomendagao do INCA'*
e revisao de 10% (R10%) dos diagndsticos negativos se-
lecionados aleatoriamente!*". Pela metodologia do RCR,
foram selecionadas amostras com base nas consideragdes
clinicas da requisi¢ao de solicita¢ao do exame: amostras
consideradas inadequadas para anélise; amostras com
diagndsticos suspeitos entre outras. Também foram rea-
lizadas revisoes de esfregacos cervicais prévios negativos
em mulheres com diagnéstico de ASC-H, HSIL, SCC,
AGC-H, AIS, ADENOCA e SCC™". Os diagndsticos pro-
venientes de mulheres com idade <14 anos a >50 anos
e inclusive as sem idade (s/idade) do periodo de 2004 a
2006, foram compilados por faixa etdria em intervalos
de cinco anos, analisados conforme a distribui¢do e
comparados ano/ano.

RESULTADOS

No total de 222.024 amostras analisadas no periodo de
novembro de 2003 a outubro de 2008, a classificacao das
amostras foi: 3.674 (1,65%) insatisfatorias, com variagao
de 0,59% (2005) a 2,82% (2008); 206.439 (92,38%)
negativas, com varia¢ao de 89,23% (2008) a 94,42%
(2005) e 11.911 (5,37%) com algum grau de atipia
nuclear (Tabela 1). Dentre os 11.911 casos com alteracdes
epiteliais atipicas, 6.647 (54,04%) apresentaram atipias
escamosas de significado indeterminado, possivelmente
nao neoplédsicas (ASC-US) e 210 (1,76%) mostraram
atipias escamosas de significado indeterminado, nas
quais nao se pode afastar lesao de alto grau (ASC-H);
3.264 (27,40%) lesao intraepitelial de baixo grau (LSIL),
1.279 (10,74%) lesdo intraepitelial de alto grau (HSIL);
131 (1,10%) carcinoma de células escamosas (SCC); 552
(4,63%) atipias glandulares de significado indeterminado,
possivelmente ndao neopldasicas ou (AGC-US), 23 (0,19%)
atipias glandulares de significado indeterminado, nas
quais ndo se pode afastar lesao de alto grau (AGC-H),
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7 (0,06%) adenocarcinoma in situ (AIS) e 8 (0,07%)
adenocarcinoma (ADENOCA) (Tabela 2).

A distribuicdao dos diagndsticos das lesdes
intraepiteliais escamosas e glandulares, por faixa etdria
com intervalos de 5 anos, apresentou maior frequencia
entre LSIL nas mulheres mais jovens (17,25%, 22,79%
e 16,91%) no intervalo entre 15-29 anos de idade
respectivamente e os casos de ASC-US, ASC-H, HSIL,
SCC, AGC-US e ADENOCA nas mulheres > 50 anos.
Ja as alteragdes glandulares como AGC-H e AIS foram
detectadas em mulheres na faixa etdria entre 30-34 e
45-49 anos. Foram detectados 2 (0,16%) casos de HSIL
em pacientes <14 anos e 51 (3,99%) casos na faixa etdria
entre 15-19 anos.

O CQI revisou neste periodo de cinco anos 21%
das amostras citopatoldgicas, sendo que 9% foi pela
técnica de R10% e 12% pelo RCR.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Nos paises em desenvolvimento o cancer cervical ainda é
um problema de satide ptiblica. Provavelmente isso se deve
a limitagoes de recursos ou programas de rastreamentos
deficientes, tornando dificil a identifica¢ao do grupo etario
alvo para cobertura desses programas'’. No Brasil, apds a
implanta¢ao do Programa “Viva Mulher” em 1998, 0 INCA
exerce um importante papel na elaboracao de normas e
rotinas, bem como gera planejamento estratégico para o
programa'®.

Apesar das controvérsias nos dltimos anos,
sobre a sensibilidade e especificidade do método de
Papanicolaou em programas de rastreamento®, este ainda
tem demonstrado ser eficaz na preven¢do do cancer de
colo uterino. Para garantir a eficicia dos resultados dos
exames citopatologicos, foi realizada a rejeicao da amostra
na fase pré-analitica segundo critérios recomendados
pelo MS'; utilizamos também critérios estabelecidos
pelo Setor de Citologia Oncética®®, implementados a
partir do programa de controle de qualidade interno e
externo, bem como a capacita¢do e treinamento de novas
metodologias®. O CQI realizado pela metodologia do RCR
é considerado mais sensivel do que a revisao aleatéria de
10% na otimiza¢do em detectar lesdes precoce do cancer
do colo do utero'*".

No periodo analisado, amostras insatisfatdrias
foram detectadas em 1,65% dos casos. Em estudo anterior,
os autores relatam 2,54% de amostras insatisfatorias no pe-
riodo de 2005 a 2007, nas quais as principais causas foram:
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artefato de dessecamento, presenca de pidcitos, material
insuficiente, presenca de sangue e superposi¢ao celular®.

Neste estudo, observou-se que a frequencia de
LSIL foi maior na faixa etdria entre 20 a 24 anos (22,79%),
que corrobora os dados da literatura em que as lesoes de
baixo grau se concentram nas faixas etdrias entre 15 a 29
anos, com aumento significativo na faixa de 20 a 24 anos,
nao priorizada pelo Programa?"*%. A classificagao ASC-H
foi introduzida pelo Sistema de Informagao do cancer do
colo do utero (SISCOLO) a partir de 2006 e compilados
a partir de 2007'% nestes dois anos foram detectadas
estas alteracdes em 0,09% dos casos; estudos anteriores
relatam taxa de 0,3% de ASC-H?>?*. Barret et al.**
observaram que em 72% das pacientes com diagndstico
de ASC-H, apresentaram correla¢do cito-histolégica de
HSIL confirmando assim, a associagdo desta categoria
diagndstica com o risco para cancer cervical.

Alguns autores relatam que a taxa de exames com
anormalidades é menor nas mulheres com maior idade*.
Em nosso estudo, os diagndsticos mais frequentes nas
mulheres acima de 50 anos foram de ASC-US/H, AGC-
US, HSIL, SCC e ADENOCA. Estes achados enfatizam
a importancia da realizagdo do exame de Papanicolaou
peridédico em mulheres na perimenopausa, devido a
proporgao significante de lesdes precursoras desenvolvidas
neste grupo de idade®"’.

O conjunto dos achados diagndsticos através
de lesdes em fases iniciais, consideradas precursoras do
cancer do colo de ttero, desempenha importante papel no
processo de evolugao da doenga'’. Resultados indicam que
tais lesOes estao se apresentando mais frequentemente em
mulheres mais jovens (25 anos)**. Em nossa casuistica
sao relatados dois casos de HSIL em pacientes <14
(0,16%) e 51 (3,99%) na faixa etdria entre 15-19 anos.
Em estudo anterior Yamamoto et al.?' relataram 0,25% e
3,62% respectivamente nestas mesmas faixas etdrias. Os
resultados do presente estudo mostram que a frequéncia dos
diagnosticos atipicos vem aumentando progressivamente
ao longo dos dltimos anos, e em maior propor¢ao na
populagdo mais jovem; as lesdes escamosas de alto grau
(ASC-H, HSIL, SCC) sao mais frequentes nas mulheres
> 50 anos. Ja as lesoes glandulares de alto grau (AGC-H e
AIS) aparecem predominantemente nas mulheres da faixa
etaria entre 30-34 anos (Tabela 2). Os dados apontam que
a realizagao periddica do exame de Papanicolaou ainda é
o melhor meio para a detecgao de lesdes pré-neoplasicas,
mesmo com as limitagdes de cobertura populacional de
rastreamento®*?**%_ Por outro lado, estudiosos de paises

desenvolvidos tecem criticas severas quanto a sensibilidade
limitada do método citolégico".

Alguns tipos de Papilomavirus humano (HPV),
nos ultimos anos, tém sido responsabilizados pelo
desenvolvimento de neoplasias nas regides que comumente
infectam, compreendendo na mulher, principalmente a
regiao genital. Estudos recentes utilizando técnicas de
biologia molecular demonstram presenca do DNA-HPV
(tipos 16 e 18) em mais de 99,7% dos casos de cancer
cervical e atualmente ji estd bem estabelecido que a
infec¢ao pelo HPV é o fator central e causal do cancer do
colo do dtero®. A transmissao do HPV ocorre através do
contato sexual, sendo assim, é de extrema importancia
educar a populacdo quanto ao modo de transmissdo. Para
isso é necessario enfatizar os métodos preventivos, bem
como os comportamentos de risco. A educagdo visa tanto
a prevenc¢ao quanto a detec¢ao precoce da doenga?®?.

Concluimos que o método de Papanicolaou é
importante ferramenta para a detecgao do cancer de colo
uterino, principalmente quando realizado sob rigoroso
controle de qualidade interno e externo. Nossos dados
reforcam a necessidade de campanhas orientativas, follow-
up das pacientes e planejamento de futuras agdes para a
melhoria e efetividade dos programas de prevengao das
doengas sexualmente transmissiveis.
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RESUMO

O citral, componente do 6leo essencial de Cymbopogon citratus, tem sido pesquisado para verificar sua agao
antimicrobiana em bactérias e fungos. Com o objetivo de avaliar a atividade antifungica do citral contra
leveduras do género Candida, no presente trabalho foram avaliadas 32 amostras de Candida albicans, 25
de C. tropicalis, 20 de C. parapsilosis e 5 de C. glabrata, coletadas de pacientes hospitalizados. O citral foi
testado nas concentra¢des de 10%, 15%, 25%, 35%, 50% e 60% (v/v), utilizando a técnica de difusdo em
agar Sabouraud. A atividade antifungica do citral foi constatada em todas as leveduras selecionadas nas
concentragdes >25%. Mediante os resultados obtidos, sugere-se a realizacdo de novas pesquisas sobre
citral frente as demais espécies de fungos patogénicos para conhecer as caracteristicas toxicoldgicas e
farmacoldgicas para que esse componente possa futuramente ser utilizado como um importante principio
ativo na producio de novos agentes antiftingicos.

Palavras-chave. citral, Candida sp, leveduras, fungos e infec¢do hospitalar.

ABSTRACT

Citral is the Cymbopogon citratus essential oil compound which has been investigated to verify its
antimicrobial activity on bacteria and fungi. Aiming at evaluating the antifungal activity of citral on
Candida sp yeasts, the present investigation analyzed 32 samples of Candida albicans, 25 of C. tropicalis, 20
of C. parapsilosis and 5 of C. glabrata isolated from hospitalized patients. Citral at concentrations of 10%,
15%, 25%, 35%, 50%, and 60% (v/v) were assayed by agar diffusion technique on Sabouraud medium. The
antifungal activity of citral was evidenced on all selected yeast at concentration of >25%. Hence, further
studies on citral antimicrobial activity on other pathogenic fungi species could be performed, also on the
citral toxicological and pharmacological properties in order to be used as an crucial active principle for
manufacturing new antifungal agents.

Key words. citral, Candida sp, yeasts, fungi and hospital infection.
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INTRODUCAO

A partir da década de 1970, observou-se um aumento
na incidéncia das infec¢des sistémicas graves por fungos
oportunistas'. Registros no Sentry Antimicrobial
Surveillance Program referentes a agentes isolados nos
casos de infeccdo sanguinea nosocomial apresentam
leveduras do género Candida ocupando a quarta
posicao’.

Candida albicans (C. albicans) é a espécie mais
frequentemente isolada e a principal envolvida na etiologia
das infec¢des invasivas e superficiais>**. Entretanto, tem
sido verificada uma crescente participacio de espécies nao-
albicans nas infeccdes hospitalares em varios paises>>”#10,
No Brasil, um estudo realizado na Santa Casa Complexo
Hospitalar, foi verificado que espécies de Candida
nao-albicans corresponderam a 51,6% dos episodios de
candidemia da Institui¢dao; Candida parapsilosis, Candida
tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei, e outras
espécies foram responsaveis por 25,8%, 13,3%, 3,3%, 1,7%
e 7,5% dos casos, respectivamente’’.

Estudos relacionados as infec¢des causadas por
leveduras do género Candida tém mostrado que apro-
ximadamente metade dos individuos, internados em
unidades hospitalares, acometidos por candidemia evoluem
para 6bito. Entre as espécies responsaveis pelo elevado
indice de mortalidade destacam-se C. tropicalis, C. albicans
e C. parapsilosis>'?. Nao obstante, espécies de Candida
resistentes aos antiftingicos disponiveis, atualmente, tém
sido encontradas em varias regides do mundo®*!*!>141>,

Desse modo, em considera¢gdo ao aumento das
infec¢des hospitalares causadas por leveduras do género
Candida, bem como a ocorréncia de cepas resistentes aos
atuais antifngicos, muitos trabalhos vém sendo realizados
com produtos de diversas espécies vegetais, frente a varios
micro-organismos como, fungos e bactérias'®''®. Entre
as plantas utilizadas destaca-se Cymbopogon citratus,
conhecida popularmente como capim-limao, da qual o
6leo essencial extraido tem sido ativo contra leveduras
do género Candida'®. Tal atividade, segundo Onawunmi®,
deve-se ao citral (3,7-dimetil-2,6 octadienal), componente
majoritdrio do 6leo obtido de folhas frescas, constituido de,
aproximadamente, 40% de geranial e 31% de neral*»*..

Dentre as propriedades bioldgicas do citral, destaca-
se sua a¢do fungicida?®*. Souza et al.** determinaram o
perfil de sensibilidade de fungos filamentosos, isolados de
alimentos, a varios fitoconstituintes obtidos de distintos
6leos essenciais. Dentre os fitoconstituintes utilizados, o

citral apresentou a melhor atividade antifingica para a
maioria das cepas avaliadas.

No entanto, a atividade fungicida do citral tem
sido verificada principalmente em fungos filamentosos,
sendo poucos os estudos realizados com leveduras. Desse
modo, devido a escassez de estudos realizados com fungos
leveduriformes, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
atividade antifingica do citral, contra leveduras do género
Candida obtidas de pacientes hospitalizados.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de
Microbiologia da Faculdade de Ciéncias da Saude da
Universidade do Vale do Paraiba.

O componente citral (sintético), denominado
3,7 dimetil — 2,6 — octadienal (mistura cis e trans a 95%),
utilizado nos testes antiftingicos, foi obtido pela empresa
ACROS".

Para os testes microbioldgicos foram estudadas
amostras de leveduras do género Candida registradas
e pertencentes a Universidade de Sdo Paulo, Instituto
Adolfo Lutz e Hospital Universitario de Taubaté (HUT).
Tais amostras foram isoladas de diversas localidades
(cateter, sondas, secrecdes das vias aéreas e géstricas, pele
e mucosas, liquido peritoneal e sangue) de pacientes com
suspeita clinica de infec¢ao hospitalar.

Foram estudadas 32 cepas de C. albicans, 25
de C. tropicalis, 20 de C. parapsilosis e 5 de C. glabrata,
bem como cepas padrdes de C. albicans (ATCC 10231) e
C. parapsilosis (ATCC 22019).

O método utilizado nos ensaios microbioldgicos
foi difusdo em dgar (Pourplate). Em placas de antibiograma
estéreis, foi acrescentado 1 mL da suspensio do micro-
organismo, preparada em solucdo fisioldgica e padronizada
a0,5 da escala de MacFarland, correspondendo a 10° UFC/
mL. Posteriormente, foram adicionados 70 mL de dgar
Sabouraud Dextrose (Difco Laboratérios Ltda). Apos
a solidificacao do meio, foram realizadas seis cavidades
radiais e uma central de 6 mm de diametro.

Para a avalia¢ao antifingica, o citral foi diluido
em Oleo vegetal de améndoa (LECLERC-LTDA). As
concentra¢des preparadas foram: 10%, 15%, 25%, 35%,
50% e 60% (v/v). O nitrato de miconazol (20 mg/mL) foi
utilizado como controle positivo.

Nas cavidades radiais foram aplicadas 20 pL de
cada uma das concentragdes preparadas do citral, e na
cavidade central o controle positivo nitrato de miconazol
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(20 pL). As placas permaneceram a temperatura ambiente
até a total pré-difusdo. Em seguida, foram incubadas
a 35°C por 48 horas. Ap6s o periodo de incubagao, foi
realizada a leitura das placas medindo, em milimetros, o
diametro dos halos de inibi¢ao formados. Consideraram
sensiveis ao citral todas as cepas com formacao de halos
de inibicao ausentes de colonias microssatélites no seu
interior. O resultado final foi determinado pela média
aritmética e desvio padrao dos halos de inibi¢ao de cada
concentragao do citral e controle positivo, entre as cepas
da mesma espécie, considerando a distribui¢do normal
sendo o desvio padrao 5, '*".

RESULTADOS

Os resultados obtidos nos testes para avaliar a atividade
antifingica do componente citral contra as leveduras do
género Candida encontram-se nas Tabelas 1,2, 3 e 4.

De acordo com os testes, foi constatada atividade
antifungica do citral em 100% das leveduras selecionadas a
partir das concentragdes de 15% para C. albicans (Tabelal)
e C. glabrata (Tabela 4), com halos de inibi¢ao numa média
de 12 e 9 mm de didmetro, respectivamente; e 25% para
C. tropicalis (Tabela 2) e C. parapsilosis (Tabela 3) com
halos em média de 14 e 10 mm, respectivamente.

Na menor concentra¢do avaliadas (10%), 76%
das cepas de C. albicans e 20% das cepas de C. tropicalis
foram sensiveis, formando halos de inibi¢ao entre 8 a
11 mm e 8 a 10 mm, (Tabelas 1 e 2, respectivamente).
Contudo, para C. parapsilosis e C. glabrata nao ocorreu
a formagao de halos nesta concentracao (Tabelas 3 e 4,
respectivamente). Em relagdo a maior concentragio de
citral utilizada (60%), as médias dos halos de inibi¢ao das
cepas de cada espécie estudada ficaram abaixo da média
do controle positivo (Figura 1).

Das espécies estudadas, verificaram-se expressivas
variacoes, de acordo com o desvio padrao, no grau de
sensibilidade em algumas cepas, exceto para as amostras de
C. glabrata o qual os halos foram parecidos (Tabela 4).

A Figura 1 representa as médias dos didmetros dos
halos de inibi¢ao de cada espécie de Candida, nas distintas
concentragoes do citral e nitrato de miconazol.

DISCUSSAO
Cada vez mais, tém sido realizadas pesquisas relacionadas

amicro-organismos considerados de alta patogenicidade a
sobrevida humana e resisténcia a antibidticos, associados
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as infeccdes oportunistas, principalmente aqueles
responsaveis por infecgao hospitalar'®. Assim, com o
aumento considerdvel de infec¢des por leveduras do
género Candida, em ambiente hospitalar e resistentes
aos atuais antifingicos>'®!>!314152 pesquisadores tém se
dedicado a estudos de novos farmacos, sejam de origem
natural ou sintética, com intuito de obter novos principios
ativos para uma possivel aplicacdo clinica. Neste trabalho,
verificou-se promissora atividade antifingica do citral
contra as leveduras de Candida obtidas de pacientes
hospitalizados.

Com base nos resultados pode-se observar que,
de um modo geral, C. albicans foi a espécie mais sensivel
em relacdo as ndo-albicans frente ao citral (Figura 1).
C. tropicalis foi a segunda espécie mais sensivel ao citral
(Tabela 2). Esta espécie é considerada o segundo ou
terceiro agente etiolégico mais comum nas infec¢oes
hospitalares no Brasil**¥, sendo responsével pelo alto
indice de mortalidade em pacientes com candidemia®'%.
Vale ressaltar que algumas cepas de C. tropicalis tém sido
citadas como resistentes ao fluconazol®. C. parapsilosis
foi a espécie de menor sensibilidade ao citral (Figura 1);
nenhuma cepa desta espécie foi sensivel nas concentragdes
abaixo de 25%, e 0 didAmetro dos halos foram relativamente
menores que as demais espécies (Tabela 3).

C. albicans também mostrou maior sensibilidade
ao nitrato de miconazol, do que as espécies nao-albicans

W C. albicans W C. tropicalis B C. parapsilosis O C. glabrata

50+

45

Diametro dos halos (mm)

0+ T T T T T T 1

10 15 25 35 50 60 Nitrato de
Miconazol 20
. mg/mL
Concentracoes do Citral (%)

Figura 1. Média dos halos de inibicdo (em mm) das amostras hospitalares
de leveduras do género Candida sp frente ao citral (20 pL) em diferentes
concentracoes e ao controle positivo nitrato de miconazol (20 ulL) a 20 mg/mL.
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Tabela 1. Avaliacdo antifungica do citral contra cepas de C. albicans isoladas de diferentes espécimes clinicas de
pacientes internados no HUT

Concentragées em % (v/v) - 20 uL Controle positivo
Cepas 20 pL (Nitrato de
10 15 25 35 50 60 Miconazol) 20 mg/mL
003 11 14 18 24 33 34 52
008 0 10 14 15 17 18 28
011 11 14 20 27 30 30 49
012 10 12 17 23 30 32 48
013 9 11 17 25 27 29 47
014 9 13 20 23 27 27 47
015 10 14 18 25 26 26 47
020 11 13 16 18 20 22 40
023 9 14 20 23 24 26 52
024 9 14 18 24 27 34 43
030 0 11 14 17 19 21 31
031 9 11 16 19 22 24 47
034 0 11 13 15 19 19 44
035 8 10 15 16 17 20 40
055 9 11 16 17 19 21 51
056 11 13 20 22 24 26 47
060 11 12 17 21 30 34 37
061 9 11 16 20 24 26 40
064 0 10 15 18 24 26 40
065 9 11 14 19 24 29 34
069 0 12 15 19 21 22 36
070 0 12 16 22 22 23 35
072 10 13 16 18 21 25 35
073 10 12 15 19 20 22 40
074 0 12 16 22 23 23 40
078 9 13 17 20 20 21 40
085 9 11 16 18 20 22 50
086 0 15 17 24 26 28 40
087 8 10 16 20 23 26 43
091 10 14 15 18 20 24 40
094 10 12 15 19 24 28 43
104 10 13 16 20 22 25 37
ATCC 10231 11 14 16 19 21 25 45
Média em mm 7 12 16 20 23 25 42
Desvio padrao +4 + 1 +2 +3 +4 +4 +6

HUT: Hospital Universitario de Taubaté.
Resultados numéricos em mm.
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avaliadas (Figura 1). Sugerem-se estudos para verificar qual
0 mecanismo da a¢do antifiingica do citral sobre leveduras,
uma vez que nao existem trabalhos que relatem tal
mecanismo. Porém, um estudo realizado com esporos de
Aspergillus flavus demonstrou que o citral tem capacidade
de: danificar diretamente a parede e a membrana celular
dos esporos, causando a diminui¢do do volume celular;

aumentar a concentragao e a agregacao nao funcional de
macromoléculas levando a desordem metabélica; afetar o
sistema de oxidacao e o ciclo do dcido tricarboxilico sendo
verificadas também mudangas na forma, no ntimero e na
diminui¢do da fun¢ao das mitocondrias; além de causar
danos no DNA *. Ja o mecanismo de a¢ao dos azdis,
outro antifingico, consiste em interferir na biossintese

Tabela 2. Andlise da acdo antifingica do citral contra cepas de C. tropicalis isoladas de diferentes espécimes clinicas

de pacientes internados no HUT

Concentracoes em % (v/v) - 20 uL

Controle positivo

Cepas 20 pL (Nitrato de
10 15 25 35 50 60 Miconazol) 20 mg/mL
005 0 12 15 17 18 19 34
006 10 12 16 26 30 30 34
009 10 11 15 19 25 27 43
033 0 8 13 17 19 20 35
037 8 13 16 17 18 20 33
041 0 0 15 16 16 16 29
045 0 10 15 16 17 17 25
047 0 9 15 18 19 20 30
048 0 0 14 16 17 18 25
050 0 10 15 17 18 19 29
051 0 9 13 15 16 16 24
054 0 0 13 15 16 16 24
057 0 9 14 15 17 20 35
058 10 11 14 18 22 25 35
062 0 0 17 20 23 25 38
066 0 10 15 16 17 18 30
067 0 10 15 17 20 21 30
071 0 9 15 16 17 20 31
081 9 9 13 16 18 21 40
082 0 8 12 14 15 16 29
083 0 10 13 15 16 17 28
095 0 8 15 18 19 20 35
097 0 10 14 15 16 19 32
101 0 9 13 16 17 19 36
103 0 0 10 12 14 15 22
Média em mm 2 8 14 17 18 20 31
Desvio padrao +4 +4 + 1 +3 +3 +4 +5

HUT: Hospital Universitario de Taubaté.
Resultados numéricos em mm.
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de ergosterol das células fingicas, através da inibi¢ao
da enzima 3A (CYP3A) do citocromo P-450, a lanosina
14-desmetilase, responsével pela conversao do lanosterol
em ergosterol. Em consequéncia, hd alteracao na fluidez e
permeabilidade da membrana citoplasmadtica do fungo. Os
az6is atuam também sobre leveduras do género Candida
impedindo a transformacgao das células leveduriformes
em hifas, sua forma patogénica'.

Dentro das espécies estudadas, C. albicans,
C. tropicalis e C. parapsilosis, nao houve uniformidade na
formacao dos halos de inibi¢do, o que reflete diferencas de
sensibilidade de cada cepa ao citral. Tal comportamento

pode ser justificado pela origem clinica destas amostras,
pois as cepas foram obtidas de pacientes com diferentes
graus de enfermidade, sitios de coleta e tratamentos com
antifingicos (Tabelas 1,2 e 3).

Mesmo quando os halos de inibi¢ao formados
pelas amostras de Candida nao-albicans (Tabelas 2, 3 e
4) foram relativamente menores que aqueles formados
pelas amostras de C. albicans (Tabela 1), ndo foi observada
resisténcia ao citral em nenhuma das cepas selecionadas.
Cabe ressaltar que a concentragao minima do citral para
sensibilizar todas as leveduras do género Candida foi 25%
(Tabelas 1,2,3 e 4).

Tabela 3. Avaliacdo da acdo antifungica do citral contra cepas de C. parapsilosis isoladas de diferentes espécimes

clinicas de pacientes internados no HUT

Concentragées em % (v/v) - 20 uL

Controle positivo

Cepas 20 pL (Nitrato de
10 15 25 35 50 60 Miconazol) 20 mg/mL

002 0 0 9 10 12 15 32
004 0 0 10 12 14 17 34
007 0 0 8 10 14 18 35
010 0 0 8 10 12 14 30
022 0 0 10 13 16 20 35
026 0 0 14 16 25 26 38
038 0 0 8 12 15 18 34
042 0 0 13 15 19 20 38
044 0 0 9 10 20 20 34
049 0 0 11 15 20 20 37
052 0 0 9 10 15 15 34
053 0 0 8 9 13 14 34
059 0 0 9 15 16 20 33
080 0 0 13 14 19 20 36
089 0 0 8 15 15 16 35
090 0 0 10 15 15 16 30
093 0 0 8 12 14 20 37
099 0 0 12 17 19 20 30
100 0 0 9 15 16 19 30
102 0 0 10 14 17 18 34
ATCC 0 0 12 17 20 20 30
Média em mm 0 0 10 13 16 18 34
Desvio padrao =0 +0 +2 +3 +3 +3 +3

HUT: Hospital Universitario de Taubaté.
Resultados numéricos em mm.
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Tabela 4. Resultado da acao antifungica do citral contra cepas de C. glabrata isoladas de diferentes espécimes clinicas

de pacientes internados no HUT

Concentracées em % (v/v) - 20 uL

Controle positivo

Cepas 20 pL (Nitrato de
10 15 25 35 50 60 Miconazol) 20 mg/mL
016 0 8 12 16 17 17 30
032 0 9 12 16 16 16 30
036 0 8 11 14 15 17 30
039 0 9 12 16 17 17 30
040 0 9 12 15 16 16 30
Média em mm 0 9 12 15 16 17 30
Desvio padrao +0 +1 +0 +1 +1 +1 +0

HUT: Hospital Universitario de Taubaté.
Resultados numéricos em mm.

O citral tem mostrado ter alta eficiéncia sobre
cepas de C. albicans, inclusive superando antifingicos
como a nistatina e cloreto de benzalcénio'”'****. No
entanto, no presente trabalho foi utilizado o nitrato de
miconazol como controle positivo, numa concentragao
relativamente alta, que mostrou maior eficiéncia sobre
as leveduras que o citral. Vale ressaltar que os trabalhos,
citados acima, utilizaram poucas amostras sendo a
maioria cepas padrdes (ATCC). Nosso trabalho se difere
pelo fato de se utilizar uma quantidade relativamente
grande de isolados clinicos como amostras que, por sua
vez, sdo conhecidas como resistentes aos antifungicos
convencionais>»!®!»1415,

Mesmo com a escassez de dados relacionados a
acao antifiingica do citral contra Candida sp., é possivel
comparar a diferenca no grau de sensibilidade entre as
cepas de uma mesma espécie, com a atividade antifingica
do 6leo essencial obtido das folhas de Cymbopogon citratus
(capim limao), ja que o citral corresponde cerca de 70%
dos constituintes do 6leo®?!. Lima e Farias'®, a0 analisarem
o referido dleo, verificaram variagdes no didmetro dos
halos de inibi¢dao em oito isolados clinicos de C. albicans
(20240 mm), em duas cepas de C. tropicalis (20 e 32 mm)
e em duas cepas de C. parapsilosis (20 e 28 mm).

Segundo Onawunmi’!, o citral possui uma
melhor atividade em pH alcalino, e pode ser utilizado
em combinag¢do a outros agentes para aumentar sua
atividade antimicrobiana. Em consequéncia da avalia¢do
da atividade antifingica do citral contra Candida sp., e
da ndo ocorréncia de cepas resistentes a este componente,
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o presente trabalho abre perspectivas na produgao de
novos antifingicos; jdé que estudos vem relatando o
aumento de leveduras do género Candida resistentes
aos antifingicos convencionais disponiveis atualmente
para uso clinico.

CONCLUSAO

O citral mostrou boa atividade antifingica contra leve-
duras do género Candida de origem hospitalar. Todas as
cepas avaliadas foram sensiveis a partir da concentragdo
de 25%. Sendo assim, sugere-se futuros estudos do citral
frente a outras espécies de fungos patogénicos, como
também ensaios toxicologicos e farmacoldgicos para que
este componente possa ser utilizado, futuramente, como
um importante principio ativo na produc¢do de novos
antifingicos.
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RESUMO

No presente estudo foi realizado o levantamento retrospectivo de diagndstico citopatoldgico das lesdes pré-neoplasicas e
neopldasicas pela método de Papanicolaou e sua distribui¢do por faixa etdria das mulheres atendidas no periodo de 2003
a2008. Das 222.024 amostras analisadas, 3.674 (1,65%) foram classificadas como insatisfatérias, 206.439 (92,98%) foram
negativas e 11.911 (5,36%) apresentaram algum tipo de atipias nucleares. Dentre as alteragoes epiteliais atipicas, 6.437
(54,04%) foram de ASC-US e 210 (1,76%) de ASC-H; 3.264 (27,40%) de LSIL; 1.279 (10,74%) de HSIL; 131 (1,10%)
de SCC; 552 (4,63%) por AGC-US e 23 (0,19%) de AGC-H; 7 (0,06%) de AIS e 8 (0,07%) de ADENOCA. Quanto a
ocorréncia e distribuicdo dos diagnésticos de lesdes intraepiteliais escamosas e glandulares, de acordo com a faixa etdria
em intervalos de 5 anos, foi observada maior frequéncia de diagnéstico de LSIL entre as mulheres mais jovens (15-25 anos)
e os diagnésticos de ASC-US, ASC-H, AGC-US, HSIL, SCC e ADENOCA nas mulheres >50 anos de idade. As alteracdes
glandulares, como AGC-H e AIS, ocorreram em mulheres na faixa etdria entre 30-34 e 45-49 anos. Foram detectados dois
(0,16%) casos de HSIL em pacientes <14 anos e em 51 (3,99%) pacientes na faixa entre 15-19 anos. Os dados da presente
avaliagdo enfatiza a importancia de campanhas orientativas, rastreamento e seguimento das pacientes para garantir a
melhoria e a efetividade dos programas de prevengao.

Palavras-chave. rastreamento citoldgico, esfregaco cervical, método de Papanicolaou, faixa etdria.

ABSTRACT

The retrospective study on cervico-vaginal smears analyzed by Papanicolaou (Pap) test at Instituto Adolfo Lutz — Division
of Pathology, during the period from 2003 to 2008, was carried out. The diagnoses of pre-neoplasic and neoplasic lesions on
Pap smears were analyzed, according to the age groups distribution. Of the 222,024 analysed samples, 3,674 (1.65%) were
classified as unsatisfactory, 206,439 (92.98%) were negative and 11,911 (5.36%) presented abnormal cytology diagnoses. Of
those with abnormal cytology, 6,437 (54.04%) were classified as ASC-US, 210 (1.76%) as ASC-H, 3,264 (27.40%) as LSIL,
1,279 (10.74%) as HSIL, 131(1.10%) as SCC and 552 (4.63%) as AGC-US, 23 (0.19%) as AGC-H, 7 (0.06%) as AIS, and 8
(0.07%) were diagnosed as ADENOCA. The distribution of the squamous and glandular intraepithelial lesions diagnosis
in the age group ranging at 5-year intervals, showed the major frequency of LSIL among younger women (15-25 years
of age), and the diagnoses of ASC-US, ASC-H, AGC-US, HSIL, SCC and ADENOCA among >50 year- old women. The
glandular variations as AGC-H and AIS occurred in women at of 30-34 and 45-49 age groups. Two (0.16%) women with
HSIL were under 14 years of age, and 51 (3.99%) were from 15 to 19 years old. This study emphasizes the relevance in
implementing the educational campaigns, the patients screening and follow-up protocols for assuring the improvement
and the effectiveness of prevention programs.

Key words. cytology screening, cervical smears, Pap test, age group.
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INTRODUCAO

O cancer de colo uterino é o segundo tipo de cAncer mais
comum entre as mulheres, sendo responsavel pelo 6bito
de aproximadamente 230 mil mulheres por ano e sua
incidéncia é cerca de duas vezes maior em paises menos
desenvolvidos comparado com os mais desenvolvidos'.
Aproximadamente 80% dessas mortes ocorreram nos
paises em desenvolvimento®. Nos paises desenvolvidos,
onde os programas de rastreamento organizados
foram implantados, a incidéncia de cancer cervical tem
diminuido. Entretanto nos paises em desenvolvimento
ou subdesenvolvidos que nao tém acesso a programas de
rastreamento efetivos, o cancer cervical ainda é um dos
maiores problema de satde*’. Desde 1998, o Ministério
da Satde segue recomendag¢ao da Organizacao Mundial
da Satide (OMS) que propoe um exame citoldgico cervical
(Papanicolaou) a cada trés anos em mulheres de 25 a 59
anos de idade®.

O rastreamento populacional abrangente e cons-
tante pelo exame de Papanicolaou estd associado a uma
redugdo da mortalidade em mais de 70% em relagao
as populagdes fora da cobertura®. Provavelmente este
efeito se deve ao grande nimero de mulheres nas quais
foi detectada doenga em estddios mais precoces, em
que as chances de cura sio maiores, como: lesdo intra-
epitelial de baixo grau (LSIL), lesdao intra-epitelial de
alto grau (HSIL), atipias escamosas ou grandulares de
significado indeterminado nas quais nao se pode afastar
lesao de alto grau (ASC-H e ASG-H, respectivamente) ou
adenocarcinoma in situ (AIS)°.

O exame de Papanicolaou tem sido a principal
ferramenta na prevencao de cincer cervical hd mais de
cinquenta anos, o que proporcionou quedas expressivas
na incidéncia e mortalidade por esta doenga em muitos
paises’. Essa tendéncia foi atribuida aos programas de
rastreamento por este método difundido em muitos
paises. A acurdcia deste exame em detectar anormalidades
citoldgicas tem sido bastante questionada por apresentar
sensibilidade bastante varidvel (30% a 87%) e especificidade
entre 86% e 100%?, pelo método convencional. A real
sensibilidade é de aproximadamente 60% em programas
de rastreamento rotineiro’.

Para melhorar o desempenho dos exames cito-
patolégicos é necessario implementar programas de
controle de qualidade interno (CQI) e externo na rotina
diagnéstica, com o objetivo de reduzir resultados falso-
negativos'®!!. O CQI deve compor um conjunto de a¢des

sistematizadas e realizadas regularmente, que abrange o
monitoramento da adequabilidade da amostra, revisao
hierdrquica dos esfregacos e revisao dos casos negativos.
A revisao dos esfregacos pela metodologia do roteiro de
critérios de risco (RCR) avalia as informagdes clinicas
relevantes, antecedentes e sintomas que podem ser
associados aos riscos para lesdes cervicais'>". A técnica de
revisdo dos esfregacos prévios negativos é o método CQ
recomendado pela Academia Internacional de Citologia'*
e, no Brasil, o Monitoramento Externo de Qualidade
(MEQ) foi elaborado a partir de recomendagdes do
Instituto Nacional do Cancer (INCA), com intuito de
oferecer aos laboratdrios da Rede Publica uma avaliacio de
desempenho nos diagndsticos citoldgicos do colo uterino
e fornecer fomentos para educacao continuada’.

O Programa de Prevengdo do cancer de colo
uterino tem sido uma estratégia bastante eficaz para o
rastreamento do cincer cervical. O objetivo deste estudo
foi avaliar a distribuicdo dos diagndsticos citopatoldgicos
das lesdes pré-neoplasicas e neoplésicas do colo uterino,
por faixa etdria, pertencentes a rotina do Setor de Citologia
Oncotica do Instituto Adolfo Lutz.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado levantamento retrospectivo dos diagnds-
ticos pelo método de Papanicolaou em esfregagos cérvi-
covaginais, provenientes de mulheres que realizaram
exames pelo Sistema Unico de Satide (SUS), no periodo
de novembro de 2003 a outubro de 2008 avaliados pelo
Setor de Citologia Oncética da Divisao de Patologia,
no Instituto Adolfo Lutz. As amostras foram coletadas
com espdtula de Ayre e/ou citobrush, fixadas em
polietilenoglicol (Carbowax), nas Unidades de Saude,
e coradas pelo Método de Papanicolaou em nosso
laboratério. A classificagao utilizada para o diagnéstico
dos exames de Papanicolaou no periodo de 2004 a 2006,
foi de acordo com o Bethesda System, 2001. A partir de
2007, por recomendagdo do Instituto INCA, passou-se a
utilizar a Nomenclatura Brasileira para Laudos Cervicais
e condutas preconizadas'®. Com a nova nomenclatura,
foram incluidas as subdivisdes das atipias escamosas/
glandulares de significado indeterminado (ASC-US; AGC-
US), nido se podendo excluir lesao de alto grau (ASC-H/
AGC-H) respectivamente.

Neste periodo de cinco anos, 222.024 amostras
cérvicovaginais foram submetidas a avaliagao pré-analitica
sobre a adequabilidade da amostra para andlise segundo
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critérios recomendados pelo Ministério da Satide (MS)"
e pelos critérios estabelecidos no laboratdrio. A avaliagdo
analitica inclui os diagnésticos descritivos como: dentro
dos limites da normalidade/ alteragdes celulares benignas
reativas ou reparativas; ou classificadas como atipicas em
diferentes graus. Em todos os casos foi avaliada também
a microbiologia.

Para garantia da qualidade dos diagnésticos cito-
patologicos, o Setor de Citologia Oncética realiza revisao
das amostras como rotina, hd mais de 15 anos pelo CQI
através da metodologia RCR com consideragdes clinicas
relevantes e citoldgicas, segundo recomendagao do INCA'*
e revisao de 10% (R10%) dos diagndsticos negativos se-
lecionados aleatoriamente!*". Pela metodologia do RCR,
foram selecionadas amostras com base nas consideragdes
clinicas da requisi¢ao de solicita¢ao do exame: amostras
consideradas inadequadas para anélise; amostras com
diagndsticos suspeitos entre outras. Também foram rea-
lizadas revisoes de esfregacos cervicais prévios negativos
em mulheres com diagnéstico de ASC-H, HSIL, SCC,
AGC-H, AIS, ADENOCA e SCC™". Os diagndsticos pro-
venientes de mulheres com idade <14 anos a >50 anos
e inclusive as sem idade (s/idade) do periodo de 2004 a
2006, foram compilados por faixa etdria em intervalos
de cinco anos, analisados conforme a distribui¢do e
comparados ano/ano.

RESULTADOS

No total de 222.024 amostras analisadas no periodo de
novembro de 2003 a outubro de 2008, a classificacao das
amostras foi: 3.674 (1,65%) insatisfatorias, com variagao
de 0,59% (2005) a 2,82% (2008); 206.439 (92,38%)
negativas, com varia¢ao de 89,23% (2008) a 94,42%
(2005) e 11.911 (5,37%) com algum grau de atipia
nuclear (Tabela 1). Dentre os 11.911 casos com alteracdes
epiteliais atipicas, 6.647 (54,04%) apresentaram atipias
escamosas de significado indeterminado, possivelmente
nao neoplédsicas (ASC-US) e 210 (1,76%) mostraram
atipias escamosas de significado indeterminado, nas
quais nao se pode afastar lesao de alto grau (ASC-H);
3.264 (27,40%) lesao intraepitelial de baixo grau (LSIL),
1.279 (10,74%) lesdo intraepitelial de alto grau (HSIL);
131 (1,10%) carcinoma de células escamosas (SCC); 552
(4,63%) atipias glandulares de significado indeterminado,
possivelmente ndao neopldasicas ou (AGC-US), 23 (0,19%)
atipias glandulares de significado indeterminado, nas
quais ndo se pode afastar lesao de alto grau (AGC-H),
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7 (0,06%) adenocarcinoma in situ (AIS) e 8 (0,07%)
adenocarcinoma (ADENOCA) (Tabela 2).

A distribuicdao dos diagndsticos das lesdes
intraepiteliais escamosas e glandulares, por faixa etdria
com intervalos de 5 anos, apresentou maior frequencia
entre LSIL nas mulheres mais jovens (17,25%, 22,79%
e 16,91%) no intervalo entre 15-29 anos de idade
respectivamente e os casos de ASC-US, ASC-H, HSIL,
SCC, AGC-US e ADENOCA nas mulheres > 50 anos.
Ja as alteragdes glandulares como AGC-H e AIS foram
detectadas em mulheres na faixa etdria entre 30-34 e
45-49 anos. Foram detectados 2 (0,16%) casos de HSIL
em pacientes <14 anos e 51 (3,99%) casos na faixa etdria
entre 15-19 anos.

O CQI revisou neste periodo de cinco anos 21%
das amostras citopatoldgicas, sendo que 9% foi pela
técnica de R10% e 12% pelo RCR.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Nos paises em desenvolvimento o cancer cervical ainda é
um problema de satide ptiblica. Provavelmente isso se deve
a limitagoes de recursos ou programas de rastreamentos
deficientes, tornando dificil a identifica¢ao do grupo etario
alvo para cobertura desses programas'’. No Brasil, apds a
implanta¢ao do Programa “Viva Mulher” em 1998, 0 INCA
exerce um importante papel na elaboracao de normas e
rotinas, bem como gera planejamento estratégico para o
programa'®.

Apesar das controvérsias nos dltimos anos,
sobre a sensibilidade e especificidade do método de
Papanicolaou em programas de rastreamento®, este ainda
tem demonstrado ser eficaz na preven¢do do cancer de
colo uterino. Para garantir a eficicia dos resultados dos
exames citopatologicos, foi realizada a rejeicao da amostra
na fase pré-analitica segundo critérios recomendados
pelo MS'; utilizamos também critérios estabelecidos
pelo Setor de Citologia Oncética®®, implementados a
partir do programa de controle de qualidade interno e
externo, bem como a capacita¢do e treinamento de novas
metodologias®. O CQI realizado pela metodologia do RCR
é considerado mais sensivel do que a revisao aleatéria de
10% na otimiza¢do em detectar lesdes precoce do cancer
do colo do utero'*".

No periodo analisado, amostras insatisfatdrias
foram detectadas em 1,65% dos casos. Em estudo anterior,
os autores relatam 2,54% de amostras insatisfatorias no pe-
riodo de 2005 a 2007, nas quais as principais causas foram:
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artefato de dessecamento, presenca de pidcitos, material
insuficiente, presenca de sangue e superposi¢ao celular®.

Neste estudo, observou-se que a frequencia de
LSIL foi maior na faixa etdria entre 20 a 24 anos (22,79%),
que corrobora os dados da literatura em que as lesoes de
baixo grau se concentram nas faixas etdrias entre 15 a 29
anos, com aumento significativo na faixa de 20 a 24 anos,
nao priorizada pelo Programa?"*%. A classificagao ASC-H
foi introduzida pelo Sistema de Informagao do cancer do
colo do utero (SISCOLO) a partir de 2006 e compilados
a partir de 2007'% nestes dois anos foram detectadas
estas alteracdes em 0,09% dos casos; estudos anteriores
relatam taxa de 0,3% de ASC-H?>?*. Barret et al.**
observaram que em 72% das pacientes com diagndstico
de ASC-H, apresentaram correla¢do cito-histolégica de
HSIL confirmando assim, a associagdo desta categoria
diagndstica com o risco para cancer cervical.

Alguns autores relatam que a taxa de exames com
anormalidades é menor nas mulheres com maior idade*.
Em nosso estudo, os diagndsticos mais frequentes nas
mulheres acima de 50 anos foram de ASC-US/H, AGC-
US, HSIL, SCC e ADENOCA. Estes achados enfatizam
a importancia da realizagdo do exame de Papanicolaou
peridédico em mulheres na perimenopausa, devido a
proporgao significante de lesdes precursoras desenvolvidas
neste grupo de idade®"’.

O conjunto dos achados diagndsticos através
de lesdes em fases iniciais, consideradas precursoras do
cancer do colo de ttero, desempenha importante papel no
processo de evolugao da doenga'’. Resultados indicam que
tais lesOes estao se apresentando mais frequentemente em
mulheres mais jovens (25 anos)**. Em nossa casuistica
sao relatados dois casos de HSIL em pacientes <14
(0,16%) e 51 (3,99%) na faixa etdria entre 15-19 anos.
Em estudo anterior Yamamoto et al.?' relataram 0,25% e
3,62% respectivamente nestas mesmas faixas etdrias. Os
resultados do presente estudo mostram que a frequéncia dos
diagnosticos atipicos vem aumentando progressivamente
ao longo dos dltimos anos, e em maior propor¢ao na
populagdo mais jovem; as lesdes escamosas de alto grau
(ASC-H, HSIL, SCC) sao mais frequentes nas mulheres
> 50 anos. Ja as lesoes glandulares de alto grau (AGC-H e
AIS) aparecem predominantemente nas mulheres da faixa
etaria entre 30-34 anos (Tabela 2). Os dados apontam que
a realizagao periddica do exame de Papanicolaou ainda é
o melhor meio para a detecgao de lesdes pré-neoplasicas,
mesmo com as limitagdes de cobertura populacional de
rastreamento®*?**%_ Por outro lado, estudiosos de paises

desenvolvidos tecem criticas severas quanto a sensibilidade
limitada do método citolégico".

Alguns tipos de Papilomavirus humano (HPV),
nos ultimos anos, tém sido responsabilizados pelo
desenvolvimento de neoplasias nas regides que comumente
infectam, compreendendo na mulher, principalmente a
regiao genital. Estudos recentes utilizando técnicas de
biologia molecular demonstram presenca do DNA-HPV
(tipos 16 e 18) em mais de 99,7% dos casos de cancer
cervical e atualmente ji estd bem estabelecido que a
infec¢ao pelo HPV é o fator central e causal do cancer do
colo do dtero®. A transmissao do HPV ocorre através do
contato sexual, sendo assim, é de extrema importancia
educar a populacdo quanto ao modo de transmissdo. Para
isso é necessario enfatizar os métodos preventivos, bem
como os comportamentos de risco. A educagdo visa tanto
a prevenc¢ao quanto a detec¢ao precoce da doenga?®?.

Concluimos que o método de Papanicolaou é
importante ferramenta para a detecgao do cancer de colo
uterino, principalmente quando realizado sob rigoroso
controle de qualidade interno e externo. Nossos dados
reforcam a necessidade de campanhas orientativas, follow-
up das pacientes e planejamento de futuras agdes para a
melhoria e efetividade dos programas de prevengao das
doengas sexualmente transmissiveis.
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RESUMO

No presente estudo foi avaliada a histéria de realizagao dos exames citolégicos (EC) prévios e posteriores com diagndstico
citolégico de células escamosas atipicas (ASC) e sua correlagao com os resultados de exames de bidpsias. Para tanto, foi
realizado o estudo retrospectivo, de 60 casos de EC cérvico-vaginais com diagndstico de ASC e bidpsias correlatas, os
exames prévios e posteriores de ASC e a periodicidade de exames realizados. Das 60 andlises selecionadas, 57 apresentaram
diagnéstico citologico anterior de ASC-US (possivelmente ndo neoplasico), 30 (52,6%) foram negativos no exame de
bidpsia, 16 (28,1%) de NIC 1, 11 (19,3%) com diagndsticos discrepantes acima de 2 graus; 3 (100%) casos de ASC-H
(ndo se pode afastar lesdo de alto grau) foram NIC 1 na biépsia. Dentre os 60 casos, 44 (73,3%) que tiveram exames
anteriores, 14 (23,3%) eram positivos; 53 (88,3%) que fizeram EC posteriores a bidpsia, 10 (16,7%) eram positivos.
Quanto a periodicidade dos exames, 26 (43,3%) realizaram o exame com intervalo de até 1 ano, 29 (48,3%) de 1 a 3 anos,
1(1,7%) em intervalo maior que 3 anos. De acordo com os achados observados neste estudo, os diagnésticos citoldgicos de
ASC, quando comparado com os exames da bidpsia, estavam mais frequentemente associados as alteracdes morfologicas
reacionais. Estes dados mostram o valioso papel da correlagdo cito-histoldgica, uma vez que a execug¢do apenas do
seguimento citolégico pode ser insuficiente para obter o diagnéstico morfolégico. E salientada, ainda, a necessidade de
efetuar o exame de acompanhamento de seis em seis meses, para realizar o controle evolutivo dessas atipias, bem como
para auxiliar na conduta terapéutica das pacientes.

Palavras-chave. ASC, diagnostico citoldgico, exame de Papanicolaou, neoplasia intraepitelial cervical, correlagao cito-
histologica

ABSTRACT

The history of the previous and the later Papanicolaou smears results with diagnosis of atypical squamous cells (ASC)
and its correlation with respective biopsies was retrospectively analyzed. The previous and the later exams which resulted
as diagnoses of ASC by cytologic test were investigated, and also the examinations periodicity. Of 60 selected cases of
ASC with correlated biopsy results, 57 had the first cytologic diagnosis of ASC-US (undetermined significance) and 3 had
ASC-H (cannot exclude high grade lesion) diagnosis. Of 57 cases, 30 (52.6%) were negative on biopsy, 16 (28.1%) had a
diagnosis of NIC 1, and 11 (19.3%) presented diagnose discrepancies above 2 degrees. Among ASC-H (100%) all the cases
were diagnosed as NIC 1 on biopsy. Of 60 cases, 44 (73.3%) cases who had previous examinations results, 14 (23.3%) were
positive. Among patients who had the later cytology exams, 53 (88.3%) had cytologic examinations after being biopsied,
and 10 (16.7%) were positive. Concerning the examinations periodicity, 26 (43.3%) were examined 1- year interval, 29
(48.3%) at 1 to 3-year interval, and one (1.7%) at a period longer than three years. According to the observed findings
the ASC diagnoses were frequently associated with reactional morphologic changes, showing the relevance in carrying
out the cyto-histological correlation, since performing cytological follow up only it should be insufficient for adequately
managing the patients. It is emphasized the importance in conducting ASC patients follow up every 6 months for assessing
the evolutionary control of these atypias and for guiding the introduction of an adequate treatment protocol.

Key words. ASC, cytologic diagnoses, Pap test, cervical intraepithelial neoplasia, cyto-histological correlation
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INTRODUCAO

O cancer de colo do utero é uma neoplasia com alta
prevaléncia e incidéncia, apresentando um dos mais altos
potenciais de preven¢ao e cura, quando diagnosticado
e tratado precocemente. Sua incidéncia é maior em
paises menos desenvolvidos, quando comparado aos
mais desenvolvidos, sendo evidente na faixa etdria de 20
a 29 anos, e o risco aumenta na faixa etdria de 45 a 49
anos“?’.

O céancer de colo uterino é o terceiro cAncer mais
comum no mundo, estimando-se a detec¢ao de mais de
471.000 casos novos anuais. Segundo o Instituto Nacional
do Cancer (INCA), no Brasil, estimou-se 18.680 novos
casos de cancer de colo do tutero em 2008, com um risco
estimado de 19 casos a cada 100 mil mulheres’.

A relagao entre o cancer cervical e a infec¢ao por
Papilomavirus humano (HPV) jd estd bem estabelecida.
Sabe-se hoje que para o surgimento do cincer do colo de
utero, é necessdria a presenga da infeccao por um dos 15
tipos existentes de HPV de alto risco, sendo os tipos 16
e 18 os mais prevalentes. O DNA do HPV de alto risco é
detectado na maioria dos espécimes (92,9% a 99,7%) de
cancer cervical invasivo*>*.

O exame citopatoldgico convencional (Papani-
colaou) foi introduzido no Brasil na década de 1950,
sendo a principal estratégia utilizada em programas de
rastreamento voltados ao controle do cancer do colo
do utero. Segundo a Organizacao Mundial da Satde,
estudos demonstram que, em mulheres entre 35 e 64 anos,
depois de um exame citopatoldgico negativo, o exame
subsequente pode ser realizado a cada trés anos, com a
mesma eficdcia da realizagao anual. No Brasil, 0o INCA, em
1998, definiu que o exame citoldgico devera ser realizado em
mulheres de 25 a 60 anos, ou mesmo antes dessa faixa etéria,
nas mulheres com vida sexual ativa, uma vez por ano e, apds
dois exames anuais consecutivos negativos, a cada trés anos.
Para as mulheres que compreendem outra faixa etaria, é
feito o agendamento do exame quando indicado®®.

Apesar do sucesso na prevengao do cincer cervical
nos paises onde hd eficientes programas de rastreamento,
um dos maiores problemas que os laboratérios de
citopatologia enfrentam em sua rotina sao as altas taxas
de resultados falso-negativos. Estudos tém demonstrado
que resultados falso-negativos variam de 6% a 56% e as
principais causas de erros estdo relacionadas a coleta, erros
de escrutinio e de interpreta¢ao dos diagnodsticos. O cancer
cervical ocorre com maior frequéncia em mulheres que
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nunca fizeram o rastreamento, mas, um estudo realizado
no Reino Unido detectou que 47% dos casos de cancer
cervical invasivo ocorreram em mulheres que apresentaram
resultados negativos em citologias recentes e com uma
histéria de screening aparentemente adequada”®.

Em 2005, segundo o INCA, apenas seis estados
brasileiros e o Distrito Federal apresentaram 100% dos seus
municipios com taxas de exames insatisfatérios menores
que 5%, padrao minimo de qualidade estabelecido pela
Organiza¢dao Pan-Americana de Satude (OPAS). Outro
indicador é o indice de atipias em células escamosas de
significado indeterminado (ASC), que vem crescendo nos
dltimos anos, chegando, em 2005, a 46,9% dos exames
positivos”!?.

O ASC encontra-se nos novos termos criados pelo
Sistema Bethesda para melhoria de comunicagao entre o
servico de citopatologia e o clinico. Sao definidas como
alteracdes morfoldgicas mais marcantes que as esperadas
para alteracdes reativas, mas que quantitativamente e
qualitativamente nao sao suficientes para o diagndstico
de lesao intraepitelial escamosa®'"'%.

O diagnéstico de ASC ¢é de dificil interpretagao,
e na histologia é traduzida em vérias possibilidades,
desde o achado de normalidade até carcinoma escamoso
invasor, nao havendo, portanto, uma correlacdao direta
entre o diagnéstico citoldgico e uma lesao histoldgica. Sua
correlagao com lesoes histoldgicas graves é muito baixa:
cerca de 5% a 15% das mulheres com ASC apresentam
neoplasia intraepitelial cervical grau 3 (NIC 3), e cerca de
0,1% pode estar associado a presenca de uma neoplasia.
E importante salientar que 20 a 40% das pacientes com
diagnostico de ASC terdo NIC associado!b12!>14 15,

Devido a subjetividade envolvida na interpretagao
das ASC, o seguimento das pacientes e a correlagao
cito-histoldgica é de suma importancia para a garantia
de qualidade dos exames citopatoldgicos'>'e. O exame
histoldgico, realizado em bidpsia cervical obtida na colpos-
copia, é aceito como o “padrdo-ouro” para o diagndstico
do cancer cervical™'"%,

Novos métodos de rastreamento, como testes
biomoleculares para detec¢io do DNA do HPV e
exames citoldgicos em meio liquido sao apontados, em
vérios estudos, como eficazes na reducao das taxas de
mortalidade por cancer do colo do tdtero, mas no Brasil,
ainda é preconizado como teste primdrio a citologia
convencional”!1%221,

O presente estudo teve como objetivo analisar
a historia de realizagao de exames citoldégicos prévios
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e posteriores com diagndstico citologico de ASC e sua
correlagao com as bidpsias.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados retrospectivamente 60 casos de exames
citopatoldgicos cérvico-vaginais provenientes do SUS
(Sistema Unico de Satide), com diagnéstico citopatolégico
de ASC (ASC-US e ASC-H), no periodo de 2002 e 2008,
pertencentes ao Setor de Citologia Oncética do Instituto
Adolfo Lutz (SCO-IAL).

As amostras cérvico-vaginais foram coradas
pelo método de Papanicolaou e classificadas segundo
nomenclatura do Sistema de Bethesda. A partir de 2007,
por recomendacao do Instituto INCA passou-se a utilizar a
Nomenclatura Brasileira para Laudos Cervicais e condutas
preconizadas®. Todos os 60 casos apresentavam bidpsias
correlatas. Os cortes histopatolégicos foram corados
pelo método de Hematoxilina & Eosina e classificados
de acordo com os critérios definidos pela Organizagao
Mundial de Satide®.

Os casos foram selecionados do banco de dados
do Sistema de Informagao do Controle de Cancer de Colo
Uterino — Ministério da Saude (SISCOLO).

Foram coletados do SISCOLO informacdes
como a idade das pacientes, periodicidade da realizagdo
de exames, resultados histopatoldgicos, bem como
os resultados citolégicos anteriores e posteriores ao
diagnéstico citoldgico de ASC e bidpsia.

Para este estudo, os diagnoésticos histopatolégicos
foram utilizados como padrao-ouro.

RESULTADOS

A média de idade das pacientes pertencentes a este estudo
foi de 33 anos, variando de 18 a 73 anos.

A Tabela 1 demonstra a correlagao cito-histoldgica
dos casos de ASC. Dos 60 casos selecionados com bidpsia
correlata, 57 tiveram diagndstico citolégico de ASC-US e
3 de ASC-H. Foram observados que dos 57 casos de ASC-
US, 30 (52,6%) foram negativos na bidpsia, 16 (28,1%)
tiveram diagnostico de NIC 1 e 11 (19,3%) tiveram
diagndsticos discrepantes acima de 2 graus. Nos casos de
ASC-H, todos os 3 (100%) casos foram diagnosticados
como NIC 1 na biépsia.

A Tabela 2 demonstra os exames citologicos
anteriores ao diagndstico citoldgico de ASC. Dos 60 casos,
44 (73,3%) tinham exames anteriores no SCO-IAL, e em
16 (28,1%) nao foi encontrada nenhuma informagao.
Destes 57 ASC-US, 29 (50,9%) tinham citologia anterior
negativos, 7 (12,3%) foram ASC, 1 (1,7%) ASC-H, 3
(5,3%) LSIL, 1 (1,7%) HSIL e em 16 (28,1%) nao foi
encontrada nenhuma informacao. Nos 3 casos de ASC-H,
1 (33,3%) foi negativo e 2 (66,7%) ASC-US.

Na Tabela 3, dos 60 casos, 53 (88,3%) tinham
exames citoldgicos posteriores a bidpsia, e em 7 (11,7%)
ndo foi encontrada nenhuma informacgao. Dos 30 casos
onde a bidpsia foi negativa, 22 (73,3%) eram negativos, 1
(3,3%) ASC-US, 2 (6,7%) ASC-H, 1 (3,3%) LSILeem 4
(13,3%) nao foi encontrada nenhuma informagao. Dos 30
casos onde a bidpsia foi positiva, 21 (70,0%) eram negativos,
4 (13,3%) foram ASC, 1 (3,3%) LSIL, 1 (3,3%) CA invasor
e em 3 (100%) nao foi encontrada nenhuma informacéo.

Tabela 1. Correlacgao cito-histoldgica das mulheres com diagnoéstico citoldgico de ASC, selecionadas no periodo entre
2002 e 2008, realizados no Setor de Citologia Oncética do Instituto Adolfo Lutz

Diagnostico

Resultado da biépsia

citologico

Cervicite NIC 1 NIC 2
30 16 6
ASC-US (52,6%) (28,1%) (10,5%)
3
ASC-H - (100%) -
Total 30 19 6

NIC 3 CA in situ CA invasor Total
1 4

(1,8%) (7,0%) - >/
- - - 3
1 4 - 60

* NIC1 — neoplasia intraepitelial cervical grau 1; NIC2 — neoplasia intraepitelial cervical grau 2; NIC3 — neoplasia intraepitelial cervical grau 3;
CA — carcinoma invasor; ASC-US — atipias escamosas de significado indeterminado — possivelmente ndo neoplasicas; ASC-H — atipias escamosas de

significado indeterminado — ndo podendo afastar lesao de alto grau.
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O intervalo de tempo entre a realizacdao de
exames, como demonstrado na Tabela 4, observamos
que, dos 60 casos, 26 (43,3%) realizaram o exame com
intervalo de até um ano, 29 (48,33%) fizeram no periodo
de um a trés anos, 1 (1,7%) em um periodo maior que
trés anos. Em 4 (6,7%) ndo foi encontrada nenhuma
informacao.

DISCUSSAO

A correlagao cito-histoldgica tem sido apontada como
um dos indicadores para medir e garantir a qualidade dos
diagndsticos citoldgicos dos laboratérios de citopatologia
envolvidos com programas de prevencao de cancer do
colo uterino'”!®. Em nosso estudo, a correlacao cito-

Tabela 2. Levantamento de exames citoldgicos anteriores aos casos de ASC, selecionadas no periodo entre 2002 e
2008 no Setor de Citologia Oncética do Instituto Adolfo Lutz

Citologia anterior

Diagnéstico
citolégico NEG.  ASCUS  ASCH LSIL HSIL cA S/ * Total
Invasor

29 7 1 3 1 16

ASC-US (50,9%)  (12,3%)  (1,7%)  (53%)  (1,7%) (28,7%) 7
1 2

ASCH (333%)  (66,7%) ' ' ' i i ’

Total 30 9 1 3 1 - 16 60

* S/l sem informacado; * NIC1 — neoplasia intraepitelial cervical grau 1; NIC2 — neoplasia intraepitelial cervical grau 2; NIC3 - neoplasia intraepitelial
cervical grau 3; CA — carcinoma invasor; ASC-US — atipias escamosas de significado indeterminado — possivelmente ndo neoplésicas; ASC-H — atipias
escamosas de significado indeterminado — ndo podendo afastar leséo de alto grau.

Tabela 3. Levantamento de exames com citologia posterior a bidpsia, que na citologia anterior tinham diagnéstico de
ASC, selecionadas no periodo entre 2002 e 2008, no Setor de Citologia Oncética do Instituto Adolfo Lutz

Citologia posterior

Bidpsia CA
Negativo  ASC-US ASC-H LSIL HSIL | S/l * Total
nvasor
. 22 1 2 1 4
Negatva  7330)  (33%)  (67%)  (3,3%) ' ' (13,3%) *
16 3
e (84,2%)  (15.8%) - - - ° - U=
2 1 1 1 1
NIC 2 (333%)  (16,7%) (16,7%) - (16,7%)  (16,7%) 6
1
NIC 3 } } ] } } ] (100%) 1
CA in situ 3 - - - - - ! 4
(75,0%) (25,0%)
CA Invasor - - - - - - - -
Total 43 5 2 2 - 1 7 60

* S/I: sem informacao; * NICT — neoplasia intraepitelial cervical grau 1; NIC2 — neoplasia intraepitelial cervical grau 2; NIC3 — neoplasia intraepitelial
cervical grau 3; CA — carcinoma invasor; ASC-US — atipias escamosas de significado indeterminado — possivelmente ndo neoplasicas; ASC-H — atipias
escamosas de significado indeterminado — nao podendo afastar lesédo de alto grau.
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Tabela 4. Intervalo de tempo de realizacdo de exame

Tempo Ne %
Até um ano 26 43,33
Um a trés anos 29 48,33
Mais de trés anos 1 1,67
Sem informacao 4 6,67
Total 60 100,00

histoldgica das pacientes com diagnéstico citoldgico
dos 60 casos de ASC mostrou que 52,6% dos casos
tiveram diagndstico negativo na bidpsia. Sebastiao e col'®
também encontraram porcentagem semelhante quando
comparado com a bidpsia, 57,3% de citologias com
ASC foram reclassificados como negativos, mostrando
a importancia da realizagdo de programas de controle
de qualidade diagnostica, principalmente para casos de
atipias indeterminadas.

Em relagdo as lesdes de baixo grau encontramos
28,1% quando comparado com o diagndstico da bidpsia
e 19,3% de lesoes de alto grau, sendo 10,53 % de NIC
2, 1,8% de NIC 3 e 7,0% de Ca in situ. Ja em rela¢ao
aos diagndsticos citoldgicos de ASC-H, trés casos foram
diagnosticados como NIC 1, quando comparado ao diag-
néstico das bidpsias, mostrando uma supervalorizagao
dos diagndsticos citoldgicos. A dificuldade em graduar
esta categoria diagnodstica pode levar muitas vezes a uma
grande variagao interobservador, como notamos em nos-
so estudo Pereira e col.?! encontraram em sua pesquisa
uma variabilidade interobservador significante, pois de
96 casos diagnosticados como ASCUS, apenas 13 foram
classificados como atipias de significado indeterminado.
Corte et al** constataram também fraca concordancia nos
diagnésticos de ASC-US e ASC-H, com indices Kappa de
0,321 e 0,135, respectivamente.

Neste estudo encontramos 73,3% casos de cito-
logias que tinham exames anteriores, sendo que nos 26,7%
ndo foi encontrada nenhuma informacao. Nos casos sem
informacdo no nosso banco de dados, suspeitamos que
estas pacientes possam ter feito o exame em outra Unidade
de Satde ou em outro laboratério nao conveniado ao
Sistema Unico de Satde (SUS). O mesmo pode ter
acontecido aos 11,7% de mulheres que ndo foram achados

exames posteriores ao resultado histoldgico positivo neste
levantamento.

Os resultados dos exames citoldgicos anteriores
ao ASC apontam que em 50% dos casos os diagnosticos
anteriores foram negativos, sendo que os demais 50% foram
positivos. Ja os resultados dos exames posteriores a bipsia
mostraram que em 30 casos onde a bidpsia foi negativa,
as citologias posteriores foram negativas (73,34%), e em
26,7% dos casos onde a bidpsia foi negativa, as citologias
posteriores foram positivas.De acordo com Corte et al.,
as taxas de resultados falso-negativos que podem variar
em torno de 5% a 70%, e os falso-positivos, de 10% a
30%, devem-se a certas limitacoes como amostra celular
insuficiente, prepara¢des inadequadas dos esfregacos,
auséncia de controle de qualidade dos laboratdrios de
citopatologia, interpretagdo inadequada dos achados
citoldgicos e seguimento inadequado das mulheres com
esfregacos alterados. Vdrios autores?**?* apontam que
2/3 dos resultados falso-negativos sao causados por erros
de coleta e os outros sao causados devido a erros de
escrutinio e interpretacao do resultado citolégico.

As pacientes (48,3%) deste estudo realizaram
exames de Papanicolaou com frequéncia de um a trés anos
mostrando que o rastreamento continua eficaz nessa faixa,
se aproximando da porcentagem preconizada pelo INCA'>.
A recomendacao de screening no Brasil segundo trabalho de
Martins LFL e col.”’ e em paises como o Canada™ também
segue esta recomendacdo em intervalos de trés anos, apds
dois exames anuais consecutivos negativos.

Concluimos neste trabalho que os diagndsticos
citologicos de ASC, quando comparados com a bidpsia,
estavam mais frequentemente associados as alteragdes
morfoldgicas reacionais (52,6%), e 19,3% as lesdes
intraepiteliais de alto grau, mostrando o valioso papel
da correlagao cito-histolégica, uma vez que apenas o
segmento citolégico pode ser insuficiente para o diag-
noéstico morfoldgico. Salientamos também a necessidade
de repeticao do exame citolégico em 6 meses; se negativo
repetir ap6s 6 meses; se positivo encaminhar para
colposcopia; para casos de ASC nao podendo afastar lesao
de alto grau encaminhar para bidpsia e colposcopia®. A
realizagao de testes de biologia molecular para estudar o
comportamento biolégico do papilomavirus humano,
assim como acompanhar periodicamente os exames
anteriores para controle evolutivo dos casos diagnosticados
como ASC, é de fundamental importincia nestes casos
de diagnésticos limitrofes, podendo assim auxiliar na
conduta terapéutica destas pacientes.
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ABSTRACT

Rabies is a contagious, neurotropic zoonosis associated with abandoned street dogs and low immunity. The
disease has a reduced laboratory diagnosis rate because it is difficult to gather and transport sample material
(brain). Based on this challenge, we studied the cervical medulla (CNS) as the pathway of the Rabies virus
from the body to the brain. The cervical medulla was an ideal candidate for our study because its anatomy
and location make it an easy material to gather. Our objective was to analyse the use of cervical medulla in
the laboratory diagnosis of Rabies. Rabies viruses were intramuscularly inoculated into five Rattus species.
After death, the brain and cervical medulla of each animal were intra-cerebrally macerated and inoculated.
Five Rattus species were used in the study (a total of twenty-five brains). Twenty-five of the medullas were
100% positive for Rabies using the direct immunofluorescence (DIF) test and intracerebral inoculation.
Overall, there was agreement between the analyses of the brains and the cervical medullas. Therefore, we
propose the use of cervical medulla as a material for the laboratory diagnosis of Rabies.

Key words. rabies, diagnosis, laboratory, cervical medulla.

RESUMO

A Raiva é uma zoonose neurotrépica infecto-contagiosa, cuja persisténcia estd associada: aos cdes
abandonados nas ruas, baixa imunidade, reduzida procura pelo diagnéstico laboratorial devido a dificil
coleta e transporte do material (cérebro). Portanto, justifica-se o estudo da medula cervical (SNC), por ser
via obrigatéria dos virus rébicos para o cérebro e deste para todo corpo, cuja anatomia e localizagio, facilitam
a coleta. Assim, objetivou-se testar sua eficacia como material para o diagndstico laboratorial da Raiva.
Para tanto, inoculou-se virus da raiva intramuscular em cinco Rattus. Apds o 6bito, o cérebro e a medula
cervical de cada animal foram macerados e inoculados intracerebral em cinco Rattus (repeti¢des). Os 25
cérebros e 25 medulas foram 100% positivo para Raiva, pelas provas de imunofluorescéncia e inoculagdo
intracerebral. Apesar da concordincia entre o cérebro e a medula cervical, este estudo propde a utilizacao
da medula cervical como material para o diagndstico laboratorial da Raiva.

Palavras-chave. raiva, diagnéstico, medula cervical.
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INTRODUCTION

Rabies is a contagious zoonosis caused by a neurotropic
virus that acts on the Central Nervous System (CNS). The
virus produces an acute and deadly encephalomyelitis
because its replication leads to nervous system cell
destruction'. The virus often causes behavioural and motor
alterations, including restlessness, rage, aggressiveness and
hind limb paralysis®.

Rabies infection in humans is associated with
domestic animals of low immunity, an overpopulation
of abandoned cats and dogs, and a failure or lack of
epidemiological monitoring. According to OPS’ 0.1%
of annual samples from the canine population should
undergo Rabies laboratory diagnosis. Despite these
recommendations, there are challenges related to the
gathering, preservation, and transport of these samples
(brain, head, or whole animal).

According to the literature, the encephalus is
the sample of choice for post-mortem diagnosis of
Rabies in animals, but the diagnostic procedure must be
completed quickly. The sample should be preserved on
ice and transported to the laboratory* in a rapid fashion.
Animals suspected of having Rabies often arrive whole,
or with their head inside an appropriate container. These
methods lead to an increased infection risk to personnel
during transportation to the laboratory. In the state of
Ceara, samples for Rabies examination are received 24
hours a day, including weekends and holidays. After long
holidays, the freezer used to store the samples (whole
animals or heads) often gets full. Frequently, the cover to
the freezer is left half-open. Consequently, the samples are
inappropriately conserved, leading to the loss of samples
and serious consequences for the victims.

A study of the cervical medulla is justifiable
because it is a part of the CNS. It is an obligatory pathway
of the Rabies virus to the brain (where the virus multiplies).
Once the virus is in the brain, it disseminates to the rest
of the body. This study aims to test the efficiency of the
cervical medulla as a sample for Rabies diagnosis.

The anatomy and location of the cervical medulla
make it easy to gather, store, and transport. The use of the
cervical medulla may reduce the risk of infection due to
mishandling of materials. This reduction may lead to a
decrease in human prophylactic treatments. A decrease
in prophylactic vaccination would strongly contribute
to epidemiological monitoring and disease control. The
objective of this study was to test the effectiveness of
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the cervical medulla as an alternative material for the
laboratory diagnosis of Rabies.

METHODS AND MATERIAL

The experiment was carried out at the Virology Laboratory
of the Post-Graduate Program in Veterinary Science
at the State University Ceara and at the Laboratory of
Medical Entomology of the state of Ceara Secretariat of
Health. Work was also completed at the Rabies Diagnostic
Laboratory in the Zoonosis Control Center at Crato-
CCZC.

= Viruses used in the experiment

A sample of dog brain that was positive for Rabies was
kindly donated by the Rabies Diagnostic Laboratory in
the Zoonosis Control Center at Crato-CCZC. To create
samples with easily identifiable anatomy and increased
reliability, the virus from this sample was replicated. To
accomplish this, 5 g of the sample was macerated in 95
mL of sodium chloride solution (NaCl 0.9%) and filtered
through gauze. After this filtration, 0.3 mL was inoculated
by intra-cerebral (IC) into three organisms of Rattus
norvegicus wistar. The first animal to die was confirmed
to have Rabies. Laboratory corroboration was completed
throughout the experiment.

= Animals used in the experiment
To perform this experiment, 65 Rattus norvegicus winstar
from the Central Animal House — BIOCEM of the Federal
University of Ceard-UFC were used. All of the protocols
used were in accordance with the ethics committee for the
use of animals-UECE, number 07175988-5.
Thirty-day-old rats of both genders with live
weights between 85 g and 100 g were used. The rats were
assigned randomly into two groups and eleven subgroups
(each subgroup contained five animals). The rats remained
confined in 13 cages appropriate for R. norvegicus during
the entire experiment.

= Experimental Design
The experiment was conducted in three stages:

Ist Stage (two groups with five animals each)

Group I: served as the control group. Five R. norvegicus
were inoculated with 0.5 mL of a sodium chloride
physiological solution (NaCl 0.9%) by an intramuscular
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route (IM). This administration corresponded to the same
dose and solution as the diluent in the experiment.
Group II: served as the challenge group and was infected
by the Rabies virus. The first rat brain that evolved to obit
was macerated in 95 mL of sodium chloride physiological
solution (NaCl 0.9%) and filtered through gauze. This
treatment resulted in a suspension containing first
passage Rabies virus. A half millilitre of the solution
was inoculated intramuscularly into the inner surface
of the thigh of each of the five R. norvegicus in Group II.
According to Germano?®, an observation time of 30 days
was set. After death, the cervical medulla and the brain
of each rodent were gathered separately using clean
utensils. The laboratory diagnoses were 100% positive
by direct immunofluorescence (IFD) and biological
proofs (IC).

2nd Stage

Every R. norvegicus in experimental group II tested
positive for Rabies. Throughout the experiment, the
samples were stored in individual containers. The brain
and medullar samples were macerated separately in 10ml
sodium chloride physiological solution (NaCl 0.9%) and
filtered through gauze. This process resulted in five brain
filtrates and five medullar filtrates. Five R. norvegicus were
inoculated with 0.3 mL of brain filtrate by intracerebral
administration (IC). The five subgroups (C1; C2; C3; C4;
C5) were repeated five times. A total of 25 rodents were
challenged with the Rabies virus derived from the brain.
Similarly, the medullar filtrates were inoculated by the
IC route in five R. norvegicus. These five subgroups (M1;
M2; M3; M4; M5) underwent five replications, leading to

a total of 25 rodents challenged with Rabies virus from
the medullar source.

The control subgroup was inoculated by the
IC route with 0.3 mL sodium chloride physiological
solution (NaCl 0.9%). This dose correlated with the
solution used as diluent in the other experimental
groups. Overall, there were a total of eleven subgroups.

3rd Stage

The clinical term and the infection onset were monitored
in the R. norvegicus. The clinical characteristics of the
animals that received brain and medullar inoculate were
compared to the sham group.

RESULTS

Rattus norvegicus belonging to Group I and the control
subgroups did not go to obit. Every Rattus norvegicus
winstar belonging to experimental Group II evolved to
obit. These rats had a mean incubation time of 15.2 days
and a clinical term of 4.2 days.

The rats had clinical findings compatible with
Rabies, including isolation from the group, loss of
appetite, acute weight loss, bristled hair, agitation, lack
of coordination, paralysis, death, and aggressive rage.
These findings demonstrate the pathogenic power of the
inoculated suspension.

The laboratory results of the brain and cervical
medulla from Rattus belonging to experimental Group II
were 100% positive for Rabies. This finding demonstrates
the presence of the virus in the cervical medulla and
brain. There was perfect conformity of the techniques

Table 1. Clinical observation terms and results of brain and cervical medulla samples using IFD and IC proofs

Clinical observation Brain Medulla

Group Il _ —

Challenge Incul()l.::l-lt_:fn T. C|I(I2:I'C1E-.I'|) T. DIF Ic DIF ic
R. norvegicus | 14 3 + + + +
R. norvegicus |l 14 4 + + + +
R. norvegicus lll 15 5 + + + +
R. norvegicus IV 16 4 + + + +
R. norvegicus V 17 5 + + + +
Total 76 21 100% 100% 100% 100%

DIF — Direct Immunofluorescence; IC — intracerebral inoculation.
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of direct immunofluorescence (DIF) and intra-cerebral
inoculation (IC) (Table 1).

Laboratory diagnoses of 25 brain samples and
25 cervical medulla samples (repetition subgroups)
were 100% positive for Rabies using DIF. These results
corroborated the presence of the Rabies virus inside both
regions of the Central Nervous System (Table 2).

The mean incubation terms in the subgroups
inoculated with brain and medulla filtrates were 6.36
and 6.2 days, respectively. The mean clinical terms of
the subgroups inoculated with medullar filtrates were
2.88 and 2.8 days, respectively.

DISCUSSION

Comparison of the results of the brain and medullar
samples in this experiment demonstrated agreement
between these two areas of the nervous system. These
results are in agreement with those reported by Ito?,
who detected 100% Rabies antigen in the brain and
spinal medulla of naturally infected dogs using direct
immunofluorescence (DIF) and intra-inoculation (IC).
This group utilised intramuscular inoculation (IM) at
the masseter with a Rabies virus suspension.

In this experiment, Rabies virus was detected in
the brain and medullar tissue of every Rattus norvegicus
winstar inoculated with Rabies virus by the intramuscular
route. This finding was in agreement with the results of
Germano’, who analysed viral dissemination through

different organs (brain, medulla, tongue, heart, lungs,
kidneys and liver). Germano used three groups of mice
infected by the intramuscular route with three different
Rabies strains. Jales and Nigéria used two canines and one
desmodine (DR19). Both groups detected Rabies antigen
inside the brain and medulla of every animal, regardless
of the inoculated strain. This consistency did not occur
with the rest of the researched organs. These results
disagree with those found by Silva et al.®, who reported
hydrophobic dogs with the virus in their salivary glands
and absent in their encephalus. However, Heuschele’
stated that the neurotropism of the Rabies virus was not
controversial. The studies of Fishbein, Robinson® and
Tsiang” demonstrated that the Rabies virus reaches the
spinal medulla via a centripetal mechanism after reaching
the peripheral nerves. Using this mechanism, it invariably
reaches the brain and replicates with great intensity.

In the first stage of this study, a natural infection
(infected animal bite) was simulated in Rattus norvegicus
winstar. Brain filtrate containing Rabies virus was
inoculated intramuscularly, leading to the death of all
animals. These results are in agreement with Tsiang’.
After inoculation with an animal bite, the Rabies virus
reaches sensory and/or motor nerve endings, or remains
for an unidentified time in the affected muscle cells. At
these locations, the process of viral amplification occurs,
leading to propitious nerve infection.

According to Germano et al.’, the material of
choice for the laboratory diagnosis of Rabies is the

Table 2. Consolidated diagnostic and clinical monitoring results from five repetitions of each subgroup

Subgroups Repetitions Inoculated Material
C1 5 Brain filtrate
M1 5 Medullar Filtrate
C2 5 Brain filtrate
M2 5 Medullar Filtrate
C3 5 Brain filtrate
M3 5 Medullar Filtrate
c4 5 Brain filtrate
M4 5 Medullar Filtrate
C5 5 Brain filtrate
M5 5 Medullar Filtrate

Diagnostic and Clinical monitoring

DIF I.T. C.T.
+ 7 2,8
+ 6,4 2,6
+ 5,8 3
+ 5,8 2,6
+ 6,2 3
4 6,4 2,8
+ 6,6 2,8
+ 6 2,8
+ 6,2 2,8
+ 6,4 3,2

DIF — Direct Immunofluorescence; I.T. — incubation time; C.T — clinic time.
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Central Nervous System (hippocampus, cerebral trunk,
thalamus, cortex, cerebellum and medulla oblongata).
This rule does not apply to equidae species (horse, ass,
and donkey), except in cases where the material gathered
in these animals is the medulla. In this paper, we conclude
that Rabies viruses are present in the cervical medulla of
animals killed by Rabies.

In this study, agreement was found between
the tests on the brain and the cervical medulla. The
sensitivities of immunofluorescence and intracerebral
inoculation were similar to those reported by Smith'.
Smith showed that the brain and cervical marrow are
the best areas for the laboratory diagnosis of Rabies.
These areas have sensitivities that are greater than the
hippocampal, cortical and cerebellar areas.

Charlton', cited by Carrieri'?, observed that
human paralytic Rabies is characterised by the destruction
of nerve cells, microglial proliferation, and perivascular
infiltration. These findings are mainly observed in the
brain and cervical marrow. In classic Rabies (furious),
the inflammatory reaction, vascular modifications,
and inclusion bodies are more diffuse in the thalamus,
hippothalamus, cerebellum and cervical medulla. Perl
and Good" confirmed that paralytic Rabies lesions are
always found in the cervical medulla and brain. The
results of these studies showed the inevitable presence of
large amounts of viral antigen in the brain and cervical
medulla. Therefore, these two CNS regions should be
targeted for laboratory diagnosis.

In this experiment, Rabies antigens were present
in all medullar samples of animals that died. This finding
is in agreement with those of Lee and Becker', Ito’,
Germano et al.’, Binghan and Van der Merwe'®, and
Rolim et al. '%. Due to its location and anatomy, several
features of the medulla make it an ideal sample. The
medulla can be gathered without contamination, is easy
to contain, is easy to transport and store, has a reduced
infection risk during manipulation, and has greater
resistance to decomposition. Overall, these qualities
paired with credible and incontestable results make
the routine use of this organ feasible in the laboratory
diagnosis of Rabies.

CONCLUSION

The cervical medulla is the region of the CNS that is
most suitable for the laboratory diagnosis of Rabies using

direct immunofluorescence (IFD) and intracerebral
inoculation (CI).

Rabies viruses, regardless of the inoculation site,
are present in the cervical medulla and brain of animals
killed by Rabies.
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ABSTRACT

The present study evaluated the efficacy of various culture media for performing the isolation and growth
of the rubella virus inoculated into SIRC cells. Rubella virus RA-27/3 strain and RVi/SdoPaulo/BRA99
wild type strain (GenBank number DQ458965) were inoculated into SIRC cell line and cultivated in 199,
DMEM, MEM and RPMI media. The inoculated cells when examined on phase contrast microscopy showed
the characteristic rounded and multipolar cells. The CPE was observed at the first 48 hours cultivation
in the respective tested media. The curve of the infectivity increase was higher in the cultures maintained
in DMEM and RPMI media. Hence, the SIRC cellular lineage cultivated in DMEM or RPMI media is an
excellent substratum for performing the rubella virus isolation. These findings are relevant since the SIRC
has been one of the few cell lines described in the literature which presents a cytopathic effect, and on
that account it can be useful for carrying out the virus isolation from clinical specimens.

Key words. rubella virus, SIRC cells, virus isolation, cytopathic effect.

RESUMO

O presente estudo avaliou a eficiéncia de vérios meios de cultura no isolamento e crescimento do virus da
rubéola inoculado na linhagem celular SIRC. O virus da rubéola padrao RA27/3 e o virus selvagem RVi/
SaoPaulo/BRA99 (GenBank nimero DQ458965) foram inoculados na linhagem celular SIRC e cultivada
nos meios de cultura 199, DMEM, MEM e RPMI. As células inoculadas observadas em microscopia de
fase apresentaram aspecto arredondado, com produgio de células multinucleadas. O efeito citopético foi
observado ap6s 48 horas de cultivo nos respectivos meios de cultura testados e a curva do crescimento da
infectividade do virus foi maior nas células cultivadas em meios DMEM e RPMI. Os resultados obtidos
indicam que SIRC é um 6timo substrato para crescimento do virus da rubéola, uma vez que poucas linhagens
celulares descritas na literatura apresentam efeito citopético considerdvel e mostram que o potencial dessa
linhagem celular ser utilizadas para efetuar o isolamento do virus da rubéola em amostras clinicas.

Palavras-chave. virus da rubéola, células SIRC, isolamento viral, efeito citopatico.

Rev Inst Adolfo Lutz, 68(1):145-9, 2009 145



Figueiredo CA, Oliveira MI de, Afonso AMS, Curti SP. Growth of rubella virus into SIRC (rabbit cornea cell line) using various culture media.

Rev Inst Adolfo Lutz, Sao Paulo, 68(1):145-9, 2009.

INTRODUCTION

The discovery in the early 1900s that human cells could
be propagated in vitro provided virologists with an
alternative to embryonated eggs and laboratory animals
for in vitro isolation of viruses. Cell cultures, which are
derived from dispersed cells taken from original tissue
and disaggregated by enzymatic, mechanical, or chemical
means, provided large numbers of cells suitable for virus
isolation'. Although virus isolation in cell cultures was
employed by research laboratories by the early 1960s,
diagnostic services were very limited, varying from
laboratory to laboratory and often not available at all,
except in major medical centers. For viral diagnosis,
isolation is sensitive because a positive result can be
obtained with a single infectious virion* In addition, viral
isolation permits the detection of unexpected viruses, new
viruses, or multiple viruses in a specimen.

Rubella was initially known as “German Measles”,
as it was first described by two German physicians. It
is generally a mild disease and received little attention
until 1941, when Norman MacAlister Gregg recognized
its association with congenital defects’. The risk of
congenital defects was underestimated until the 1960s,
when tecniques were developed to identify the virus.
In Sao Paulo, Brazil the rubella immunization program
began in 1992 with the introduction of MMR (measles/
mumps/rubella) vaccine or MR (measles/rubella) vaccine
to the basic immunizations schedule. In our laboratory
the routine diagnosis of rubella virus (RV) infections is
based on detection of RV-specific IgM in serum, isolation
of rubella virus in cell culture and PCR>*”. RV replicates
in a variety of cell culture systems, primary cells and
continuous cell lines"*”*, The virus isolation permits
the detection of a wide variety of virus types including
new or antigenic variants of known viruses. However,
the presence of rubella virus indicated by the typical
cytopathic effect (CPE) in infected cells, is difficult and
laborious to detect. The objective this study study was
to evaluate the importance of culture medium for the
isolation and growth of the rubella virus inoculated in
SIRC cells

MATERIAL AND METHODS
= Media

The SIRC cells were grown in: (1) 199; (2) Dulbecco
Minimum Eagle Essential Medium (DMEM, Gibco); (3)
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MEM; (4) RPMI 1640) media (Invitrogen/Life, Carlsbad,
CA). All media were supplemented with 10% inactivated
fetal bovine serum (FBS, Invitrogen/Life, Carlsbad, CA ),
20mM L-glutamine and contained 0.1% gentamicin.

= Virus stock

The rubella virus RA-27/3 strain (Meruvax II, Merck, Sharp
and Dohme) and RVi/SaoPaulo/BRA99 wild type strain
isolated in our laboratory (GenBank number DQ458965)
was seeded in Vero cells (African green monkey kidney
— ATCC CCL-81) and tittered, as previously described
by Kaerber?®.

= Cells and Virus

The SIRC (Statens Serum Institute Rabbit Corneal
Epithelial Cell line - ATCC CL 60) were adapted to
199, DMEM, MEM and RPMI media, through five
serial passages. Cells were cultivated in 75cm2 plastic
cell culture flasks contained 5x105 cells/mL. After five
passage, SIRC cells were grown in 24 well plates in each
media supplemented with 2mM L-glutamine and 10%
FBS. Plates were incubated at 37°C in a humidified 5%
CO2 atmosphere. A serial tenfold dilution of the rubella
virus (RA 27/3 and RVi/SaoPaulo/BRA99) was prepared in
medium 1, 2, 3 and 4. The confluent cells were inoculated
with 200mL of the virus dilutions in quadruplicates, for
each medium. After one hour of adsorption at room
temperature, each well received 2mL of medium with 2%
FBS. Uninfected cultures were also prepared and treated
identically as controls. Plate cultures were observed for
CPE daily during seven days, when the test was concluded.
Fifty per cent infectivity end points were calculated by the
method of Karber(8).

= Optic microscopy

SIRC cells infected cultures and controls were routinely
examined by phase-contrast microscopy and photographed.
For staining cell cultures with toluidine blue, SIRC infected
cultures and controls on coverslips were washed with PBS,
fixed with 1% glutaraldehyde in 0.15M phosphate buffer at
pH 7.2 for 1 hour and then stained with 1% toluidine blue,
pH 3.5 for 5 minutes. After fixation, a brief water rinse
was carried out and the cultures were then immediately
examined and photographed.

RESULTS
The SIRC cells are fibroblasttic type and form a dense
monolayer (Figure la). After changing to the various
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Figure 1. Cytopathic effect of rubella virus in SIRC cell line. A: Uninfected; B: Cells infected after 8 days with wild type strain (DQ4589) cultivated in
DMEM. Observe the cytopathic effect is characterized by a formation of foci consisting of small, circular cells, (100x),
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Figure 2. A- Curve of increased infectivity of SIRC cells infected with the strain RA27/3 of the rubella virus during 7 days and B- Curve of increased
infectivity of SIRC cells infected with strain. DQ458965
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maintenance media the cultures not developed differences
in your morphology. The SIRC cells showed best
adaptation to two media: DMEM and RPMI-1640, not
showing any significant signs of degeneration until the
12™ day. In the 199 and MEM medium, dead cells were
observed in the supernatant, after the 7 day and the
monolayer showed signs of loss of confluency. The MEM
was the least adequate, once in the 6™ passage more than
50% of the cells were dead, the cellular monolayer was
not confluent in several points and the monolayer was
unfastened. The cells cultivated in DMEM/RPMI had
good aspect until the 15" day. After the 15" day , the cells
showed a progressive rise in the number of unfastened
cell on the supernatant. The cytophatic effect in SIRC cells
inoculated with rubella virus was observed after 48 hours
of the inoculation in all media tested. The early cytophatic
effect in all cultures is characterized by a formation of foci
consisting of rounding, along with bipolar and multipolar
cells. In media 1and 3, the foci disappear very rapidly and
fast degeneration of the cell sheet takes place. In media 2
and 4, various foci can be observed for approximately one
week after the inoculation, when a complete degeneration
of the cell sheet eventually occurs. However, SIRC cells
inoculated in DMEM or RPMI showed about 90% of
the cell altered by CPE by day 8 (Figure 1B). Infective
titers of RA27/3 strain and RVi/ /Sao Paulo.BRA/99 in
SIRC cells cultivated with various medium are shown in
Figure 2A and B. The maximum virus titers are reached
approximately seven days after inoculation with all
maintenance media, nevertheless, the titrations are higher
in cultures maintained on media 2, and 4 while titer values
in media 1 and 3 cultures are lower.

DISCUSSION

Rubella is a common cause of childhood rash and fever.
Its public health importance is related with the teratogenic
effects of primary rubella infection in pregnant women*”.
Congenital rubella syndrome may be diagnosed through
the classic triad of clinical signs, but many infants only
have one of these clinical signs or may present neonatal
signs earlier. The clinical diagnosis is further more elusive
by the fact that maternal infection is often subclinical’. A
definitive diagnosis of rubella virus infection is achieved
with serological tests and virus isolation.

The present study reports the SIRC cultures
maintained on different media as well as the influence of
these media on the titers of rubella virus. In our results,
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the morphology of the SIRC cells was not affected by
change of media. A difference, however, was observed
in the ability of the media to maintain the cells, media 2
and 4 maintaining cultures in good condition for the 15-
day period of observation. Furthermore, the cells did not
develop non-specific degenerations which are observed in
other media tested. The results of the growth of rubella
virus in SIRC cells are in agreement with Leerhoy et al.,
1965;1968'%13, The rubella virus in SIRC cells inoculated
with RA27-3 and RVi/SaoPaulo/BRA99 showed clear and
readily detectable CPE and these cell have been shown to
be as effective for primary isolation of rubella virus and
cells cultivated with DMEM or RPMI produced earlier and
more extensive cytophatic effect. Titration of rubella virus
in SIRC cultures showed differences in the growth of the
virus and titer of approximately 0.5-1 log'’ depending on
maintenance media. The maximal titers 6.40-6.45 log10
were obtained in media 2 and 4. The low replication
level of RV in SIRC maintained in media 1 and 3 can be
related to the fact that few cell receptors were exposed to
virus. The media used can promote easy virus attachment
to the cell, by exposing virus receptors. However, other
factors, though, could be influencing the viral yield, such as
temperature, pH, oxygen concentration etc''. The present
paper demonstrates that the SIRC cell line cultivated in
DMEM and RPMI could be included in the group of cell
lines in which CPE induced by RV is observed within
2-5 days after inoculation. The isolation of rubella virus
is extremely valuable for molecular epidemiology studies
as a rapid and convenient method for obtaining field
isolates’* (WHO,2005).
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RESUMO

Com o objetivo de avaliar a qualidade microbiolégica de alimentos minimamente processados, com base
na Legislagdo Brasileira foram analisadas 30 amostras de frutas e hortalicas minimamente processadas
comercializadas em supermercados de Bauru e regido. Todas as amostras analisadas apresentaram
concordantes com a legislagdo vigente, no entanto a qualidade microbiolégica das amostras de frutas foi
superior a das hortalicas. Quanto as hortalicas, 93,3% das amostras analisadas se mostraram em acordo
com a legislagao vigente, sendo que uma delas (6,70%) apresentou contagem de coliformes termotolerantes
acima do numero estabelecido, além da presenca de Escherichia coli. As amostras de frutas e hortalicas
apresentaram contagens de coliformes totais elevadas, que sdo indicadores de falta de higiene e das Boas
Priéticas de Fabricagdo.

Palavras-chave. vegetais, processamento minimo, coliformes, Salmonella.

ABSTRACT

Aiming at assessing the microbiological quality of minimally processed foods based on the Brazilian
Legislation, 30 samples of minimally processed fruits and vegetables were analyzed. These samples were
collected from supermarkets in the Bauru region. All of the analyzed samples complied with the current
legislation standards, although the fruit samples presented higher microbiological quality than vegetables. As
for the vegetables, 93.3% of analysed samples presented compliance with the current legislation. Nonetheless,
one of the samples (6.70%) showed higher thermotolerant coliform counts than those of the standards, and
Escherichia coli, as well. Both fruits and vegetables samples showed high total coliform counts, indicating
inadequacy on hygiene standards and manufacturing practices.

Key words. vegetables, minimally processed, coliforms, Salmonella.
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INTRODUCAO

A vida corrida da populagdo em geral faz com que os
consumidores procurem maior facilidade e qualidade na
area alimenticia. Por isso, vem crescendo no mercado a
procura por alimentos minimamente processados. Este
método de processamento foi introduzido no Brasil na
década de 1990 e emprega operagoes que eliminam suas
partes nao comumente consumidas como cascas, talos
e sementes.

Estes vegetais passam por lavagem, descascamento,
corte, sanitiza¢do, centrifuga¢ao, embalagem adequada
e devem ser armazenados sob baixas temperaturas'.
Tal processamento nao altera significativamente as
caracteristicas nutricionais do produto, sdo praticos e
passam a populacdo uma imagem de seguranca, durabi-
lidade e qualidade®.

Segundo Cruz e colaboradores 2006, a seguranca
microbioldgica do produto minimamente processado
passa, obrigatoriamente, pelas condi¢oes higiénico-
sanitdrias do pessoal, utensilios, equipamentos envolvidos
no processamento, além da estrutura da instalacao.

Todos os vegetais minimamente processados
precisam ser rigorosamente selecionados, ou seja, frescos,
colhidos no ponto ideal de matura¢ao, sem manchas,
cascas lisas e com cores homogéneas por todo o produto.
Além da escolha adequada da matéria-prima, se nio
houver higiene, tanto dos manipuladores como do local e
do equipamento envolvido neste processo, esses alimentos
podem representar perigo para os consumidores?.

Frutas e hortalicas minimamente processadas
apresentam metabolismo mais elevado que as inteiras,
devido aos danos mecanicos causados pelas operagoes
de corte e descascamento. A injuria causada pelo corte
promove aumento na produg¢ao de etileno e na atividade
respiratdria, favorecendo assim a rdpida deterioracao do
vegetal*

A presenca de células injuriadas e a perda de
componentes celulares durante as operacdes de proces-
samento propiciam 6timas condi¢des para o desenvol-
vimento de micro-organismos. O tipo e a espécie, assim
como o nivel microbiano nos produtos minimamente
processados variam de acordo com a fruta ou hortaliga,
as praticas de cultivo, as condigoes higiénicas durante o
manuseio e processamento, a temperatura de armazena-
mento, entre outros fatores®

ARDCne 12 de 02 de Janeiro de 2001, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria®, estabelece que os

alimentos minimamente processados tenham controle
microbiolégico através das pesquisas de Salmonella e
coliformes termotolerantes.

Pesquisas realizadas com vegetais minimamente
processados comercializados na cidade de Fortaleza e
Porto Alegre detectaram amostras em desacordo com a
legislacao vigente®”.

Para prevenir os riscos microbiolégicos deve-se
implantar o programa de Boas Praticas de Fabricagao,
estabelecido pela Portaria n° 326, de 30 de julho de 1997 da
Anvisa®, que é um regulamento técnico sobre as condi¢oes
higiénico-sanitdrias e de Boas Praticas de Fabricagao
para Estabelecimentos Produtores e Industrializadores
de Alimentos e a RDC 275 de 21 de outubro de 2002 da
Anvisa’® que preconiza os Procedimentos Operacionais
Padrao.

Outro programa utilizado objetivando o controle
de higiene e a qualidade dos produtos é o sistema Anélise
de Perigos e de Pontos Criticos de Controle (APPCC),
recomendado pela Organizagio Mundial de Sadde,
que tem como objetivo a avalia¢do de todas as etapas
envolvidas na produgao de um alimento, desde a obten¢ao
das matérias-primas até o uso pelo consumidor final'’.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a qualidade
microbioldgica de frutas e hortalicas minimamente
processadas comercializadas em supermercados da
regidao de Bauru e verificar se os mesmos se encontravam
em acordo com a RDC 12 de 02 de Janeiro de 2001, da
Anvisa.

MATERIAL E METODOS

= Material

Foram analisadas 30 amostras de produtos minimamente
processados, adquiridas em 04 estabelecimentos comerciais
da regiao de Bauru, sendo 15 de frutas e 15 de hortaligas.
Todas as amostras foram transportadas sob refrigeracao
e analisadas imediatamente apds a aquisi¢ao.

= Métodos
As metodologias empregadas nas andlises microbioldgicas
foram segundo Silva et al. (2001)". Para a pesquisa de
coliformes totais e termotolerantes foi utilizada a técnica
do Numero Mais Provivel (NMP.g"'). A pesquisa de
Salmonella sp foi conduzida em 25 g da amostra.

Este estudo apenas se concentrou nas andlises
indicadas na RDC ne°. 12, de 02 de janeiro de 2001,
da Anvisa, assim nao foram avaliadas as bactérias
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piscirotéficas e patdgenos como Listeria monocytogenes
e Yersinia enterocolitica que sdo passiveis de estarem
presentes neste tipo de produto'>*.

RESULTADOS E DISCUSSAO

= Frutas
Para as frutas minimamente processadas o padrio
microbiolégico estabelecido pela Portaria n°. 12 de 02
de janeiro de 2001 indica o0 maximo de 500 UFC.g! para
coliformes termotolerantes e auséncia de Salmonella em
25g da amostra. Todas as amostras de frutas analisadas
apresentaram-se em acordo com a legislacao vigente.

Algumas amostras apresentaram contagens de
coliformes totais igual ou maior que 1.100 NMP.g! (Tabela
1). Isso pode ocorrer quando o estabelecimento processa
matéria-prima de ma qualidade e/ou nao segue estratégias
de qualidade sanitaria, isto é, nao segue o conjunto de
medidas chamado Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), o
qual é considerado um dos programas mais importantes
para se garantir a qualidade final de um produto.

A microbiota dos alimentos, em geral, é associada
com 0s micro-organismos presentes no alimento cru ou

in natura, bem como aqueles contaminantes que ocorrem
durante o manuseio, processamento e dos sobreviventes
aos tratamentos de preservacao, os quais permanecem
durante o armazenamento dos produtos'.

Em frutas como meldo, a microbiota bacteriana é
favorecida devido a baixa acidez. No entanto, dentre as trés
amostras de meldes analisadas, apenas uma apresentou
niveis de coliformes acima de 1.100 NMP.g!. Da mesma
forma, kiwi e salada de frutas que apresentam acidez
elevada apresentaram niveis elevados de coliformes. Este
fato evidencia que o manuseio e o processamento foram
os principais fatores para a maior contaminagao desses
produtos acidos.

A amostra de coco seco apresentou suas carac-
teristicas organolépticas alteradas, como cor, odor e
consisténcia. Esse fato pode ter ocorrido pelo alto indice de
coliformes totais encontrados nessa amostra, que possui
ainda elevado teor de lipidios que podem facilmente
se oxidarem devido a embalagem e temperatura de
armazenamento inadequadas.

Pinheiro et al. (2005)* avaliaram a qualidade
microbioldgica de frutos minimamente processados
comercializados em supermercados de Fortaleza e

Tabela 1. Resultados microbioldgicos obtidos para as frutas analisadas

Coliformes totais

Amostras (NMP.g")
Abacaxi <3
Coco seco 1 1.100
Coco seco 2 >1.100
Goiaba Branca 93
Goiaba Vermelha 240
Kiwi > 1.100
Mamao papaya 7
Melao 1 64
Meldo 2 > 1.100
Melao caipira 240
Melao Bahia fatiado 150
Salada de fruta 1 1.100
Salada de fruta 2 14
Salada de fruta 3 1.100
Salada de fruta 4 <3

Coliformes
termotolerantes Salmonella
(NMP. g)
<3 Auséncia em 25g
<3 Auséncia em 25g
210 Auséncia em 25g
<3 Auséncia em 25g
<3 Auséncia em 25g
<3 Auséncia em 25g
<3 Auséncia em 25g
4 Auséncia em 25g
<3 Auséncia em 25g
240 Auséncia em 25g
9 Auséncia em 25g
3 Auséncia em 25g
<3 Auséncia em 25g
<3 Auséncia em 25g
<3 Auséncia em 25g

*NMP/g: Nimero Mais Provavel por grama.

** Composicao da salada de fruta: maca, banana, kiwi, melao e morango.
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verificaram que 43% das amostras estavam improprias
para o consumo, segundo a RDC n°12 de 02 de janeiro
de 2001.

= Hortalicas

Entre as amostras analisadas 14 (93,3%) se mostraram em
acordo com o padrao microbioldgico estabelecido pela
Portaria n°. 12, de 02 de janeiro de 2001, que estabelece o
méximo de 100 UFC.g"! para coliformes termotolerantes
e auséncia de Salmonella em 25g da amostra.

Algumas amostras apresentaram contagens de
coliformes totais igual ou maior que 1.100 NMP.g"* (Tabela
2),0 que indica falta de cumprimento com as Boas Praticas
de Fabricacao.

Na amostra de couve, que corresponde a 6,7%
do total, foi constatada a presenga de coliformes
termotolerantes acima do permitido, sendo confirmada
a presenca de Escherichia coli.

Santos et al. (2005)" analisaram 30 amostras
de alface, cenoura e couve minimamente processadas
comercializadas em Brasilia — DFE. Os autores verificaram
a presenca de coliformes a 45°C acima do permitido em

todas as amostras analisadas e foi observada a presenga de
Salmonella sp. em uma das amostras de alface.

Silva et al. (2007)7 avaliaram 56 amostras de
vegetais minimamente processados comercializados na
cidade de Porto Alegre-RS e confirmaram a presenga de
Escherichia coli em oito amostras.

De acordo com a International Commission on
Microbiological Specifications for Foods — ICMSF'S, a
presenca de coliformes em alimentos indica manipulacao
inadequada durante o processamento, uso de equipamentos
em mds condi¢des sanitdrias ou ainda utilizacao de
matéria-prima contaminada.

CONCLUSAO

Procedimentos operacionais inadequados levam a
um incremento no crescimento microbiano, o qual
compromete a qualidade e seguran¢a dos produtos
minimamente processados.

Diante dos resultados obtidos, conclui-se
que hd necessidade de maior controle de qualidade
desde a aquisi¢ao da matéria-prima até o produto

Tabela 2. Resultados microbioldgicos obtidos para as hortalicas analisadas

Coliformes totais

Amostras (NMP.g")
Acelga 240
Almeirao 1.100
Beterraba em fios 1.100
Cenoura em tiras >1.100
Cenoura fatiada 210
Cenoura em fios 28
Cenoura ralada 23
Chicéria 1 1.100
Chicéria 2 1.100
Couve 1 240
Couve 2 3
Quiabo 1.100
Repolho 9
Salsa e cebolinha 93
Vagem 1.100

Coliformes
termotolerantes Salmonella
(NMP. g)
<3 Auséncia 25g
<3 Auséncia 25g
<3 Auséncia 25g
<3 Auséncia 25g
<3 Auséncia 25g
<3 Auséncia 259
<3 Auséncia 259
<3 Auséncia 259
<3 Auséncia 259
E,Zc?)ﬁ Auséncia 259
<3 Auséncia 259
<3 Auséncia 25g
<3 Auséncia 259
=8 Auséncia 25g
<3 Auséncia 259

*NMP/g: Nimero Mais Provavel por grama.
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final, adotando-se rigorosamente as Boas Préticas de
Fabricacao. Sugere-se também a implementacdo de
um sistema efetivo de controle, por meio de programa

de

Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle

(APPCC), de forma a garantir um produto saudavel e

seg

uro para o consumidor.
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RESUMO

Foram analisadas amostras de farinha de mandioca por meio das técnicas de Lane-Eynon e de polarimetria
para determinagdo de amido, a fim de avaliar o desempenho de ambas as metodologias. Foi utilizado o
teste de Student para comparar os resultados obtidos por meio dessas duas técnicas e foram calculados os
valores da média, do desvio padrao e do coeficiente de variagdo dos resultados obtidos de andlises realizadas
em replicata. Ndo houve diferenca significativa entre os dois ensaios em nivel de 5%. As duas técnicas
mostraram-se precisas e exatas, porém requerem técnicos adequadamente treinados. A técnica polarimétrica
apresenta vantagens por ser de execu¢do mais rapida e de menor custo. A técnica de Lane Eynon pode ser
empregada como ensaio alternativo, conforme a disponibilidade tecnoldgica do laboratério.

Palavras-chave. farinha de mandioca. amido. Lane-Eynon. ensaio polarimétrico.

ABSTRACT

The Lane Eynon and polarimetric techniques performance were assessed in determining starch in manioc
flour samples. The Student’s t-test was used to compare both methodologies and to calculate the average,
the standard deviation and the coefficient of variation of the results obtained from replicate assays. No
significant differences were shown between both methodologies at 5% level. Both techniques proved to be
accurate, although highly trained technicians are required. Nevertheless, the use of polarimetric methodology
showed advantages because it is faster and easy to perform, and of low cost The Lane Eynon technique
might be employed as an alternative assay, according to the laboratory conditions availability.

Key words. manioc flour, starch, Lane-Eynon, polarimetry.
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INTRODUCAO

O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de
mandioca, tendo produzido 25,4 milhdes de toneladas em
1995, numa area cultivada de 1,96 milhoes de hectares'.

De acordo com estudos de Cereda?, a mandioca
é uma raiz eminentemente caldrica, sendo o amido o
principal carboidrato. Esta apresenta, em média, 62,0%
de umidade, 1,3 % de fibras, 34,0% de carboidratos e
1,1% de cinzas.

Dentre os muitos subprodutos obtidos da man-
dioca, a farinha é considerada o principal produto
processado, absorvendo cerca de 70 a 80% da produgao
mundial da raiz’. Ele é destinado em grande parte ao
comércio interno, ndo apresentando valor relevante como
produto de exportacao®.

A farinha de mandioca é o produto obtido pela
ligeira torragao da raladura das raizes de mandioca
previamente descascadas, lavadas e isentas do radical
cianeto. O produto submetido & nova torracao é
denominado farinha de mandioca torrada.

Segundo a Portaria n°. 554, de 30 de agosto de
1995/Ministério de Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA)> a Farinha de Mandioca seca ¢ classificada nos
subgrupos Fina Beneficiada, Extra Fina, Fina, Grossa,
Média, Bijusada, sendo, em cada subgrupo, os tipos 1,2 e
3, considerando os seus aspectos fisicos e quimicos, dentre
estes, os teores de amido, umidade, acidez e cinzas.

O método de Lane-Eynon é muito aplicado em
farinha de trigo, mandioca ou amostras que contenham
alto teor de amido. Este é um método titulométrico
baseado na hidrélise completa do amido até glicose,
que reduz o cobre do reagente de Fehling a 6xido de
cobre®, porém o método mais recomendado para sua
determinacdo é o da polarimetria”®. Seu fundamento esta
no valor do desvio da luz polarizada ao atravessar uma
quantidade ji determinada de uma solu¢ao opticamente
ativa®. Neste caso, realiza-se a hidrélise branda do amido
com solu¢ao de HCI 0,31M.

O objetivo deste trabalho foi comparar os resul-
tados obtidos na determinac¢ao de amido por dois métodos
oficiais'’, considerando-se que o de Lane-Eynon é muito
utilizado e o da polarimetria é o indicado pelo Ministério
da Agricultura por ser o recomendado pela Comunidade
Econdmica Europeia (EEC). Os resultados obtidos
possibilitariam os laboratérios de andlise de alimentos a
uma alternativa metodoldgica, sem prejuizo da exatidao e
precisao dos resultados, levando também em consideragao,
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a limita¢ao de custo do método Polarimétrico, pois o
preco de um polarimetro varia de, aproximadamente, R$
3.000,00 a R$ 50.000,00.

MATERIAL E METODOS

= Amostragem

Para o teste de repetibilidade, foram utilizadas amostras
de uma farinha de mandioca fina tipo 2 adquirida no
comércio, em Belo Horizonte/MG, denominadas de A
e B para o método polarimétrico e C para o método de
Lane Eynon. Para os testes de recuperac¢ao, amostra D, e
também, amido padrao marca Synth, com teor de 0,4%
de cinzas e 8% de umidade.

Para a compara¢ao dos resultados entre os dois
métodos, foram utilizadas nove amostras de farinha de
mandioca, analisadas pelo método polarimétrico, no
Laboratério CLAPAR/Maringa, codificadas e enviadas ao
laboratério NUGAP/MG.

METODOS

= Polarimetria

O preparo da amostra consistiu em homogeneizar e
passar por tamis 16 Tyler/Mesh. Para a determinacédo da
rotacao Optica total (PR) pesou-se 2,5¢g para a digestdo
com HCI 0,31N em banho-maria fervente. Em seguida
foi feito o resfriamento, adi¢ao de dgua deionizada e a
adicdo dos clarificantes. Ap6s o ajuste do volume com
agua deionizada, foi realizada filtracao e leitura a 20°C
no polarimetro, usando dgua deionizada como branco.
Para eliminar interferéncia de outras substancias como
glicidios redutores e nao redutores, caso presentes,
determinou-se a rotagdao dptica de substincias soltveis
em etanol (PB), da seguinte forma: pesou-se 5 g da
amostra para baldao volumétrico de 100mL, diluindo-
se com etanol 40%. Pipetou-se 50 mL desta solucao e
procedeu-se a digestdao com 2,1 mL de HCI 25%, em
banho-maria com refluxo, seguindo-se o procedimento
descrito acima, a partir do resfriamento no preparo da
amostra."

Para os estudos preliminares, foi utilizada uma
amostra de farinha de mandioca adquirida no comércio
em Belo Horizonte, analisada inicialmente em 10
(dez) repeticdes para padroniza¢do do procedimento.
Posteriormente analisou-se outra amostra em 8 (oito)
repeticdes. Foi utilizado o Polarimetro Polax WXG4 do
laboratério da Unifenas de Belo Horizonte/MG.
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Para a comparagdo dos resultados obtidos pelos
métodos polarimétrico e de Lane Eynon, a andélise
polarimétrica foi realizada no Laboratério CLASPAR/
Maringd, credenciado pelo MAPA para andlises fisicas e
quimicas de produtos derivados da mandioca, utilizando
polarimetro marca Atago, modelo PX 552.

O teor de amido na amostra foi obtido aplicando-
se a formula:

% amido = 2000 x (PR — PB)
20
[ )

Onde:

20
[ JI = 184,8 (especifico da farinha de mandioca);
PB=Prova Branco; PR= Prova Real;

Fator 2000 = 100 (conversdao do resultado em %) x 40
(foi tomado 2,5g da amostra) / 2 (o comprimento do
tubo em dm)

= Lane Eynon

O método de Lane-Eynon é um método oficial, mais
acessivel e usado rotineiramente, como demonstrado
no trabalho de controle interlaboratorial Interlab XV,
realizado pela CIENTEC, onde, de 42 laboratérios
envolvidos no projeto, 39 determinaram o teor de
amido por este método. As andlises foram realizadas
no laboratério NUGAP/BH, conforme procedimento
operacional deste laboratério:

Pesou-se 2g da amostra tamisada em tamis 32 Ty-
ler/Mesh, adicionou-se cerca de 80mL de dgua deionizada,
procedendo-se ao aquecimento até fervura. Adicionou-se
15mL de HCI 37% mantendo o aquecimento por uma hora
e meia a aproximadamente 100 °C, com refluxo. Em seguida
foi feita a neutralizacao com NaOH, a transferéncia para
um balao de 250 mL, a clarificagdo com acetato de zinco IM
e ferrocianeto de potdssio 0,25 M. Completou-se o volume
com dgua deionizada e realizou-se a filtra¢ao.'®'> 2

Para realizar os cdlculos, utilizou-se o fator da
solugao de Fehling, determinado por uma solugao de
glicose a 1%. O resultado foi convertido em g de amido
por 100g de amostra, ao ser multiplicado pelo fator de
conversao 0,9.

= Processo de coleta e analise de dados (Delineamento
experimental)

Para o estudo da precisio do método polarimétrico™

foram realizadas dez repeticdes, denominada amostra A e

oito repeti¢des, denominada amostra B. Para o método de
Lane Eynon foram realizadas seis repeticdes, amostra C.

Na comparag¢ao dos métodos, polarimétrico
e Lane-Eynon, utilizou-se a técnica de pareamento. A
equivaléncia dos resultados foi avaliada pelo teste-T
de Student Pareado testando-se a hipdtese Ho: d = 0.
Sendo d, = x;, — y, conforme tabela 1. Os métodos sao
considerados estatisticamente iguais se a diferenga média
dos pares de resultados d for estatisticamente igual a
Zero.

Para os testes de recuperagao, foram analisadas
amostras de amido padrao marca Synth, com teor de
0,4% de cinzas e 8% de umidade em triplicata, amostras
de farinha de mandioca (amostra D) em cinco repeticdes e
amostras de farinha preparadas, nas quais foram substituidos
10% do peso utilizado na andlise, pela mesma quantidade de
amido padrao, em seis repeti¢des para cada método, sabendo-
se que o peso total daamostra para o método de Lane-Eynon
e Polarimetria, sdo 2,00g e 2,50g, respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Como estudo preliminar, foi analisada uma amostra de
farinha de mandioca fina tipo 2 por polarimetria em dez
repeticoes. Esta amostra foi analisada no Laboratério
Claspar de Maringd, também por polarimetria, e apre-
sentou um resultado de 86,96% de amido referente a
amostra A, portanto bem mais alto que a média de 69,12%
dos resultados encontrados no laboratério da Unifenas
de Belo Horizonte/MG. Verificou-se entao a necessidade
de uma melhor padroniza¢ao do método, com énfase na
importancia da temperatura do banho-maria, do tempo e
da agita¢ao, formando uma massa homogénea de amostra,
na fase da hidrdlise. As modificagdes foram introduzidas
conforme orientagao do Laboratério da CLASPAR™ e
realizadas novas andlises, em oito repeti¢des, atingindo
uma média de 84,97%.

Para o método Polarimétrico foi observado neste
trabalho e confirmado pela CLASPAR', que para a farinha
de mandioca a leitura do PB foi menor que o limite de
detec¢do do polarimetro WXG-a, ou seja, menor que 0,05,
indicando a auséncia de substancias soldveis em etanol,
neste produto. O limite de detec¢io do método nao foi
determinado, pois ndo se trata de quantidade traco. **

A amostra A, com média de 69,12% e desvio
padrao de 0,83, possui coeficiente de variagdo igual a
0,01%; ja a B, 84,97%, 0,83 € 0,0097%; e a C 81,17%, 1,77
e 0,02%, respectivamente.
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Os testes de repetibilidade objetivaram reduzir
indice de erros, amenizar falhas técnicas e aperfeicoar o
manipulador. Ap6s realizagao destes, foram realizadas as
andlises que levaram a conclusio deste estudo, o qual é
comentado a seguir:

Analisando os resultados da Tabela 1, por meio do
teste-T Pareado, aceita-se Ho, ou seja, nao existe diferenca
significativa entre os métodos a um nivel de significincia
de 0,05, uma vez que, o valor de t calculado(g=s; 95%) = 1,52
é inferior ao t criticowicaudal, gi=s, 9s%) = 2,31, onde, gl é graus
de liberdade.

Para os testes de recuperac¢do, foram realizadas
andlises referentes ao teor de amido do amido padrio da
marca Synth no Laboratério da Unifenas/BH pelo método
polarimétrico. O resultado foi de 85,50% correspondendo
a 93,33% de recuperagdo. Para a amostra de farinha D,
o teor médio encontrado foi de 82,79% e o da farinha
preparada foi de 84,32%, o que corresponde a 102,06%
de recuperacio.

Ja para o método de Fehling, cujas andlises foram
realizadas no Laboratorio NUGAP/BH, o teor de amido
do amido padrao foi de 88,66% correspondendo a 96,78%
de recuperagdo. Para a amostra de farinha D, o teor médio
encontrado foi de 82,12% e o da farinha preparada foi de
82,20%, o que corresponde a 99,21% de recuperacao.

Aplicando o teste-T entre médias com varidncias
diferentes concluiu-se que ndo houve diferenga significativa
entre as médias dos valores de recupera¢ao encontrados

pelos dois métodos, a um nivel de significincia de 0,05.
Pelo teste F percebe-se que existe diferenca significativa
entre as varidncias dos resultados de recuperagao
encontrados pelos dois métodos sugerindo que ha uma
variabilidade maior para os valores encontrados pelo
método de Lane-Eynon.

CONCLUSAO

Pelo resultado do teste de comparagao pareada conclui-se
que nao hd diferenca significativa dos resultados obtidos
pelos dois métodos em questao ao nivel de 5%.

Tanto o método polarimétrico quanto o de
Lane-Eynon, demonstraram ser precisos, mas exigem
um treinamento adequado do técnico. O método
polarimétrico apresentou a vantagem de ser mais
rapido, mais econdmico relativo a uso de reagentes,
podendo ser realizado em polarimetro simples de custo
acessivel. Concluimos que o laboratdrio deve adotar
preferencialmente o método polarimétrico e utilizar o
método de Lane-Eynon como alternativo.
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Tabela 1. Resultados da determinacdo do teor de amido em farinha de mandioca pelos métodos polarimétrico e

Lane-Eynon, e comparacdo dos mesmos

Amostra Método de Lane-Eynon
Farinha de mandioca (lab. NUGAP) - x. (%)
849 84,25
851 80,73
852 73,36
858 84,32
859 82,17
864 88,69
865 88,29
866 82,37
868 79,82

Método Polarimétrico

(lab. Claspar) - y, (%) d
82,61 1,64
82,61 -1,88
69,57 3,79
83,70 0,62
83,70 -1,53
83,70 4,99
86,96 1,33
82,61 -0,24
78,26 1,56
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REsuMOs DE TESES E DISSERTACOES

Instabilidade oxidativa do 6leo de soja submetido
a fritura de alimentos congelados

Tanamati, AAC. Oxidative instability of soybean oil submitted to the frying of frozen foods.
Maringé, Parand, 2008 [Tese de Doutorado — Area de concentragio: Quimica Universidade Estadual
de Maringd — UEM Parand]. Orientador: Prof. Dr. Jesui Vergilio Visentainer.

@ presente estudo teve como objetivo avaliar o estado de degradagdo do éleo de
soja refinado (OSR), utilizado em cinco processos domésticos de fritura, onde foram fritos
separadamente, empanados de frango (EF), hambuirguer bovino (HB), hambtrguer de peixe (HP),
mandioca palito (MP) e batata palito (BP). Foram observadas diferencas significativas (P<0,05)
entre os valores da composigio centesimal,descrita nos rétulos e determinadas experimentalmente,
paraalguns produtos estudados. As reagdes de hidrdlise, nos 6leos de fritura, foram acompanhadas
pelo aumento do indice de acidez (IA), atingindo 0,51 mg KOH/g. As reacoes termoxidativas, nos
6leos de fritura, foram monitoradas por meio de indice de acidez (IP) com o maximo de 13,81
meq O,/kg, determinagio da extingdo especifica Eiz’n a 232 nm e 270 nm, alcancando 13,76% e
5,72%, respectivamente. O teor de compostos polares totais (CPT) foi determinado utilizando de
cromatografia cldssica em coluna (CC) e o instrumento analisador Testo 265, atingindo 11,23 ¢
22,5%, respectivamente, com correlacdo desejével entre os dois métodos. Os ésteres metilicos de
dcidos graxos (EMAGs) foram separados por cromatografia a gas (CG), identificados a partir dos
valores do comprimento equivalente da cadeia (CEC), obtidos pelo uso da coluna Carbowax 20M,
com isoterma de 200°C e comparagdo com tempo de retengio de padrées e valores da literatura. A
quantificagao dos dcidos graxos (AG), dos produtos e dos 6leos de fritura, foi realizada utilizando
o tricosanoato de metila (23:0), como padrio interno. A verificagio da otimizagio do detector
de ionizagdo de chama (DIC) foi avaliada pelos fatores de resposta de 4cidos graxos saturados
e insaturados. Ap6s andlise comparativa, entre o fator de correcdo experimental (FCE) e o fator
de corregdo tedrico (FCT), os resultados indicaram o uso do FCT dos EMAGs para expressio
da concentragdo em massa dos AG, com maior precisio. Apenas na mandioca in natura nio foi
verificada a presenga de 4cidos graxos trans (AGT). A transferéncia lipidica alterou a composicio

-em AG, provocando acréscimo de AGT nos 6leo de fritura e incorporagdo nos produtos fritos.
Dentre os produtos fritos a maior quantidade de AGT foi encontrada na BP (545,06 mg/100 g). A
concentragdo de AGT nos 6leos de fritura variou de 9,25 a 29,00 mg/g de 6leo. Ocorreu aumento
dos AGT e a redugdo de AG essenciais, com diferenca significativa (P<0,05), no 6leo com o niimero
de aquecimento, mesmo na auséncia de qualquer alimento. Foi confirmada, por espectrofotometria
no infravermelho, a presenga de AGT na BP e seus respectivos 6leos de fritura. De maneira geral,
os resultados indicaram a transferéncia de AG entre o 6leo de fritura e os alimentos, geracio de
AGT durante as frituras e altera¢des negativas dos diversos pardmetros fisico-quimicos analisados.
Desta forma, recomenda-se aos consumidores, evitar a reutiliza¢do de 6leos vegetais de soja nos
processos de fritura.

Tese disponivel na

Biblioteca da Universidade Estadual de Maringa
E-mail: aactanamati@utfpr.edu.br
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REsuMos DE TESES E DISSERTACOES

Estabilidade oxidativa do 6leo de soja adicionado
de extrato de sementes de limao (Citrus limon)

Luzia, DMM. Oxidative stability of the soybean oil added to lemon seeds extract (Citrus limon) Sao
José do Rio Preto, SP 2008. [Dissertacio de Mestrado — Area de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da Universidade Estadual Paulista “Jilio de Mesquita
Filho”, Campus de Sdo José do Rio Preto — UNESP]. Orientadora: Neuza Jorge.

O presente trabalho teve como objetivos conhecer o efeito antioxidante do extrato
de sementes de limdo adicionado ao 6leo de soja, submetido a oxidagdo acelerada em estufa e
ao processo de termoxidacdo; analisar a influéncia do extrato de sementes de limédo e do terc-
butilhidroquinona (TBHQ) na resisténcia do a-tocoferol naturalmente presente no 6leo de soja;
além de determinar o perfil de 4cidos graxos e avaliar o efeito isolado e sinergistico do extrato
com o TBHQ, sob diferentes condi¢bes de aquecimento. A atividade antioxidante dos extratos
de sementes de liméo, variedades cravo e galego, foi avaliada no 6leo de soja através do Rancimat
(100°C) para a selegdo da variedade e concentragdo de maior estabilidade oxidativa, expressa em
horas. Os tratamentos Controle, ESL (2.400 mg/kg Extrato de Sementes de Limao), TBHQ (50 mg/
kg), Mistura 1 (ESL + 50 mg/kg TBHQ) e Mistura 2 (ESL + 25 mg/kg TBHQ) foram submetidos
ao teste de estufa (60°C/12 dias) e a termoxidagdo (180°C/20 horas), cujas amostras foram tomadas
nos intervalos de tempo de 0, 3,6,9 ¢ 12 dias e 0, 5, 10, 15 e 20 horas, respectivamente. As amostras
obtidas do aquecimento em estufa foram submetidas as analises de per6xidos e dienos conjugados
e as da termoxidagdo foram analisadas de acordo com as determinagdes de indice de peréxidos,
dienos conjugados, estabilidade oxidativa, teor de tocoferdis, composi¢do em écidos graxos e
compostos polares totais. Os resultados obtidos das determinagdes analiticas foram submetidos as
andlises de variincia, em esquema fatorial, no delineamento inteiramente casualizado, de modo a
determinar a influéncia dos fatores tratamentos e tempos de aquecimento sobre as alteragdes nos
6leos. Pelos resultados obtidos no teste de estufa, observou-se que o TBHQ teve efeito protetor sobre
0 6leo de soja contra a oxidagio propiciada pelo aquecimento. Porém, o 6leo de soja adicionado
das Misturas 1 e 2 apresentaram efeito protetor semelhante ao TBHQ de forma individual. J4 para
os resultados da termoxidacio, verificou-se que o ESL e as Misturas 1 e 2 apresentou capacidade
de retardar a oxidagio lipidica, quando adicionados no 6leo de soja. Entretanto, as Misturas 1
e 2 apresentaram um maior poder antioxidante, comprovando, assim, o efeito sinergistico dos
antioxidantes estudados.

Dissertagao disponivel na Biblioteca do

Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da
Universidade Estadual Paulista “Jalio de

Mesquita Fitho”, Campus de Sdo José do Rio Preto
E-mail: deboramaria_moreno@yahoo.com.br
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Divisdao,Departamento, Instituto, Faculdade e Universidade); indicagao de um autor responsével pela troca de cor-
respondéncia; se subvencionado, indicar nome da agéncia de fomento que concedeu o auxilio e respectivo nome do

processo; se foi extraido de dissertagao ou tese, indicar titulo, ano e instituigao em que foi apresentada.

Resumo: Todos os textos deverdo ter resumo em portugués e em inglés (Abstract), dimensionado entre 200 palavras.
Para os artigos originais, o resumo deve destacar os propdsitos do estudo, procedimentos bésicos adotados (selecao
de sujeitos de estudo ou animais de laboratdrio, métodos analiticos e observacionais), principais descobertas e con-
clusoes. Devem ser enfatizados novos e importantes aspectos do estudo ou das observagdes. Uma vez que o resumo é
a principal parte indexada do artigo em muitos bancos de dados eletronicos, e a tinica parte que alguns leitores 1éem,
os autores precisam lembrar que eles devem refletir, cuidadosamente, o contetido do artigo. Para os demais textos, o
resumo deve ser narrativo, mas com as mesmas informagoes.

DESCRITORES (UNITERMOS OU PALAVRAS-CHAVE): Seguindo-se ao resumo, devem ser indicados no minimo trés e no max-
imo dez descritores do contetdo, que tém por objetivo facilitar indexag¢des cruzadas dos textos e podem ser publica-
dos juntamente com o resumo. Em portugués, os descritores deverao ser extraidos do vocabuldrio “Descritores em
Ciéncias em Saide” (DeCS), da Bireme (disponivel em www.bireme.br). Em inglés, do “Medical Subject Headings”
(Mesh). Caso nao sejam encontrados descritores adequados a tematica abordada, termos ou expressdes de uso cor-
rente poderdo ser empregados.

INTRODUGAO: Contextualiza o estudo, a natureza dos problemas tratados e sua significancia. A introdugdo deve ser
curta, definir o problema estudado, sintetizar sua importincia e destacar as lacunas do conhecimento abordadas.

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.
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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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