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INSTRUCAO AOS AUTORES

A REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ (RIAL) tem por finalidade a
divulgagio de trabalhos relacionados com as atividades laboratoriais em Satide Publica.

1. Missao: esta revista tem como missdo divulgar resultados de investigagdes cientificas
tanto basicas como aplicadas inclusive tecnoldgicas, abrangendo as diversas areas de
interesse em saude puiblica, na forma de artigos originais, artigos de revisdo, comunicagdes
breves, notas cientificas, relatos de caso, resumos de teses e dissertagdes.

2. Normas para Publicagdo: o trabalho submetido a publicagdo deve ser inédito,
ndo sendo permitida a sua apresentagéo simultdnea em outro periédico, conforme
declaragdo a ser assinada pelos autores. Todas as opinides e declaragdes contidas no
trabalho sio de responsabilidade exclusiva dos autores, ndo sendo necessariamente
as mesmas do Corpo Editorial. Os trabalhos redigidos em lingua portuguesa ou inglesa
deverdo ser enviados para o Setor de Publicagdes do Instituto Adolfo Lutz, em trés
copias impressas, sendo uma completa e as outras duas omitindo os nomes dos autores
e respectivas institui¢des, tanto na pagina de rosto como nos resumos em portugués
e inglés. Apods aprovagio do trabalho, sera solicitado aos autores o envio do artigo
completo em copia eletronica acompanhado de uma copia impressa.

3. Processo de Julgamento dos Manuscritos: os trabalhos serdo aceitos para
publicagdo apds avaliagdo por dois pareceristas de unidades distintas daquela da origem
dos autores do mesmo indicados pelo Corpo Editorial. Caso haja divergéncia entre
seus pareceres, o artigo serd encaminhado a um terceiro parecerista para decisdo. A
publicagdo de artigos esta condicionada a aprovagdo do Corpo Editorial da Revista do
Instituto Adolfo Lutz, que podera sugerir ao autor alteragdes no original. Os manuscritos
revisados com as copias dos pareceres serdo devolvidos aos autores para as devidas
corregdes. Ha sigilo no decorrer deste processo. O novo texto devera retornar aos Editores
que notificardo a aceitagdo ou a recusa do artigo. A lista de pareceristas que colaboraram
em cada volume ¢ publicada no Gltimo fasciculo do ano.

4. Etica: os trabalhos de pesquisa envolvendo seres humanos deverdo atender
a Resolugdo n°196/96 do CNS/MS e aqueles envolvendo ensaios com animais
deverdo atender a Lei Federal 9605 contra crimes ambientais e a Lei Federal
6638/76. No item Material e Métodos devera constar o niimero do processo e
o nome do Comité que o aprovou. Os autores deverdo ter em seu poder todos
os documentos referentes a este procedimento, que poderdo ser solicitados em
qualquer momento pelos editores.

5. Conflito de Interesses: os autores ao submeterem um artigo cientifico a RIAL
serdo responsaveis por reconhecer e revelar conflitos financeiros, de interesse comercial,
associativo relacionados ao material do trabalho ou outros que possam influencia-lo,
apresentando uma declarag@o sobre a existéncia ou ndo de tais conflitos. O autor devera
explicitar todo o apoio financeiro direto ou indiretamente recebido. Os agradecimentos
as pessoas, por seu auxilio no trabalho, devem ter o seu consentimento documentado.
Os pareceristas, também devem revelar aos editores qualquer conflito que possa influir
ou impedir sua avaliagdo.

6. Ensaios Clinicos: este periddico apdia as politicas para registros de ensaios clinicos
da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e do International Committee of Medical
Journal Editors (ICMJE) em acesso aberto. Somente, serdo aceitos para publicagdo os
artigos de pesquisas clinicas que tenham recebido um niimero de identificagdo em um
dos Registros de Ensaios Clinicos validados pelos critérios estabelecidos pela OMS e
ICMIJE. O niimero de identificagdo devera ser colocado ao final do resumo.

7. Categorias: os seguintes tipos de trabalhos serdo aceitos para publicagéo na RIAL.
7.1. Artigo original: relato completo de pesquisa original ainda ndo publicada. Deve
apresentar no maximo vinte paginas impressas, incluindo figuras, tabelas e referéncias.
7.2. Comunicagdo breve: ¢ um artigo sucinto, com objetivo limitado ou cujos
resultados sejam provenientes de estudos com metodologia de baixa complexidade ou
rotineira, de relevancia para a rea de satde publica. Deve apresentar o mesmo formato
do artigo cientifico, contendo no maximo duas tabelas ou duas figuras ou uma tabela e
uma figura, até quinze referéncias e dez paginas impressas.

7.3. Nota cientifica: ¢ o relato de resultados parciais de um trabalho experimental dignos
de publicacéo, embora insuficientes para constituirem um artigo original. Deve ser relevante
e que merega rapida divulgagdo. Deve apresentar no maximo duas tabelas ou duas figuras
ou uma tabela e uma figura e até quinze referéncias e dez paginas impressas. O texto deve
conter todos os topicos de um artigo cientifico, porém na forma de texto tinico.

7.4. Relato de caso: contempla principalmente a area médica, em que o
resultado ¢ anterior ao interesse de sua divulga¢do ou a ocorréncia dos
resultados ndo é planejada. Inclui novas técnicas, terapias, diagndstico,
patologias, materiais e solu¢des inovadoras para problemas especiais,
fendmenos anatomicos e fisioldgicos. Deve conter os topicos: titulo e resumo

em portugués e inglés, introducdo, relato do caso, discussdo, conclusdes,
referéncias e apresentar no maximo trés paginas incluindo figuras e tabelas e até dez
referéncias.

7.5. Artigo de revisdo: elaborado por especialista convidado pelo Corpo Editorial.
Deve constituir uma avaliagdo da literatura sobre assunto cuja divulgagdo possa
contribuir para melhorar o conhecimento da area. O Corpo Editorial aceitara sugestdes
que sejam relevantes a revista, sendo que neste caso devera ser enviada uma sinopse
para apreciago. A revisdo devera ser subdividida em topicos, conter resumos em inglés
e portugués e apresentar no maximo 15 paginas.

7.6. Resumos de teses e dissertagdes: serdo aceitos para publicagdo os resumos de
teses e dissertagdes até um ano apds a defesa. Deverdo conter o nome do autor e seu
enderego eletronico, 0 nome do orientador, titulo da obra (em portugués e em inglés),
nome da instituigdo em que foi apresentada ¢ ano da defesa. O resumo podera ser
publicado em lingua portuguesa ou inglesa, sendo de total responsabilidade do autor o
seu contetido e também a revisdo ortografica e gramatical.

8. Preparacio do manuscrito ou artigo

Geral: os textos devem ser redigidos em processador de texto Word for Windows 6.0
ou compativel, no formato A4, espago duplo, fonte Times New Roman, tamanho 12.
Se usar versao superior, enviar o arquivo em Rich Text Format (.rtf). Devem ser evitados
arquivos compactados.

Estrutura

Pagina de rosto: a) titulo do artigo; b) nome do(s) autor(es): nome seguido do Gltimo
sobrenome por extenso ¢ em caixa alta (ex.: Ana Maria C. D. da SILVA); c) local de
trabalho indicado por niimero sobrescrito. O autor responséavel e o seu enderego deverdo
estar assinalados com asterisco (*) para encaminhamento da correspondéncia.
Resumo: deve ser redigido em portugués, ser claro e conciso num tnico paragrafo,
contendo objetivo, metodologias, resultados e conclusdes. Ndo deve exceder a 200
palavras.

Palavra-chave: podem ser utilizados até seis descritores que identifiquem o contetdo
do artigo, se possivel baseados no DECS (Descritores em Ciéncias da Saude), disponivel
no www.bireme.br terminologia em saude e consulta a0 DECS ou no Medical Subject
Headings (MeSH), do Index Medicus, disponivel no www.nlm.nih.gov/
meshhome.html.

Introducio: deve iniciar em pagina nova e deve conter os objetivos da pesquisa,
justificativa de sua importancia, apresentagdo das principais variaveis, defini¢des
necessarias e discussdo do problema de acordo com a literatura pertinente.

Material e Métodos: o método deve estar claramente descrito e validado, de modo a
possibilitar a sua reprodugéo. Qualquer modificagdo, em métodos ja publicados, deve
ser devidamente explicitada.

Resultados: devem ser claros e concisos e podem apresentar tabelas e figuras quando
necessarias, que devem ser auto explicativas. As figuras devem ser enviadas em arquivos
separados, legendas no texto original, suficientemente claras para permitir sua reproduggo
(minimo 300 dpi), fotos em arquivos (.tif).

Discussao: deve fornecer a interpretagdo dos resultados em fungio das informagdes
apresentadas. Este item pode ser incluido em resultados, ndo havendo necessidade de
repeti-lo em item a parte.

Conclusdo: deve ser clara, concisa podendo, em alguns casos, ser incluida no item
discussdo ndo havendo a necessidade de repeti-la em item a parte.

Agradecimentos: ¢ opcional e deve vir apds a discussdo/conclusdo.

Title, Abstract e Key words: devem ser redigidos em inglés e seguir as reco-mendagdes
apresentadas para a pagina de rosto, do resumo e das palavras-chave.

Referéncias: as referéncias devem ser citadas seguindo os “Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomedical Journals” produzidos pelo International Committee
of Medical Journal Editors, também conhecidos como Vancouver Style. Os autores
devem seguir as diretrizes da quinta edi¢do (Annals of Internal Medicine 1997; 126:
36-47 ou na pagina (website) http://acponline.org/journals/resource/unifreqr/htm.

As referéncias devem ser numeradas consecutivamente na ordem em que foram
mencionadas a primeira vez no texto. Identifique as referéncias no texto, tabelas e
legendas de ilustragdes por numerais arabicos sobrescritos. As referéncias citadas em
tabelas ou em legendas devem ser numeradas de acordo com a seqiiéncia estabelecida
pela sua primeira identificagéio no texto.

Segundo o Sistema Vancouver, deve-se evitar a utilizagdo de resumos bem como as
“observagdes inéditas” e as “‘comunicag¢des pessoais” como referéncias, mas as
comunicagdes escritas (ndo verbais) podem ser inseridas entre parénteses no texto. Os
artigos aceitos para publicagdo, porém, ainda ndo publicados, podem ser incluidos na
relagdo das referéncias, bastando indicar a revista e citar entre paréntesis “no prelo”.



Informagoes extraidas de manuscritos submetidos, porém ainda nio aceitos,
devem ser citados no texto como “observagdes inéditas” (entre paréntesis).
Os titulos das revistas devem ser abreviados de acordo com o Index Medicus
seja pela List of Journals Indexed in Index Medicus ou no “website” http://
www.nlm.nih.gov ou pelo Chemical Abstracts , IST Science Citation Index,
World List of Periodicals (publicado por Butterworks, Londres). Exemplos:
Artigos em revistas

Periddicos. Liste os primeiros seis autores seguidos por et al.

Telles MAS, Mosca A. Avaliacdo da técnica de microdilui¢do em placa para
determinac@o de concentragdo inibitéria minima de isoniazida em cepas de
Mycobacterium tuberculosis. Rev Inst Adolfo Lutz 2000; 59 (1/2): 15-9.
Nuimero com suplemento

Payne DK, Sullivan MD, Massie MJ. Women’s psychological reactions to
breast cancer. Semin Oncol 1996; 23 (1 Suppl 2): 8§9-97.

Volume com suplemento

Maio FD. Determinagdo de chumbo sangiiineo: a importancia de programas
interlaboratoriais na avaliagdo da qualidade analitica laboratorial. Rev Inst
Adolfo Lutz 2002; 61 (Suppl 1): 3.

Instituicio como autor

The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical exercise stress
testing. Safety and performance guidelines. Med J Aust 1996; 164: 282-4.
No prelo (forthcoming)

Leshner Al. Molecular mechanisms of cocaine addiction. N Engl J Med. No
prelo 1996.

Livros e outras monografias

Individuo como autor

Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for nurses. 2" ed.
Albany (NY): Delmar Publishers; 1996.

Editor(es), compilador(es) como autor(es)

Norman 1J, Redfern SJ, editors. Mental health care for elderly people. New
York: Churchill Livingstone; 1996.

Instituicio como autor e editor

Institute of Medicine (US). Looking at the future of the Medicaid program.
Washington (DC): The Institute; 1992.

Capitulo num livro

Franco DBGM, Landgraf M. Microorganismos patogénicos de importancia
em alimentos. In: Franco DBGM, Landgraf, M, editores. Microbiologia dos
Alimentos 2" ed. Sdo Paulo: Ed Atheneu; 1996. p. 55-60.
Resumo/Trabalho de congresso publicado

DuPont B. Bone marrow transplantation in severe combined
immunodeficiency with an unrelated MLC compatible donor. In: White HJ,
Smith R, editors. Proceedings of the 3" Annual Meeting of the International
Society for Experimental Hematology. Houston: International Society for
Experimental Hematology, 1974: 44-6.

Dissertacio/Tese

Cairns RB. Infrared spectroscopic studies of solid oxigen [Tese de doutorado].
Berkeley, California: University of California, 1965. 156pp.

Material legal

Quanto a legislagdo, a forma proposta por Vancouver néo se aplica a realidade
brasileira, para tanto recomenda-se adotar as normas a seguir:

Os elementos essenciais sdo: competéncia (pais, estado ou cidade ou nome
da entidade ou 6rgdo no caso de se tratar de normas), titulo (especificacdo da
legislagdo, niimero e data), ementa e titulo da publicagdo oficial, local da
publicagido oficial
(cidade), data (dia, més abreviado e ano), se¢do e paginagdo. Exemplos:
Brasil. Portaria n°® 695 de 1998 da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do
Ministério da Saude. Diario Oficial [da] Republica Federativa do Brasil, Poder
Executivo, Brasilia, DF, 30 mar. 1998. Se¢do 1, n° 60-E, p. 5-6.

Brasil. Resolugdo n® 16, de 13 de dez. 1984 do Conselho Federal de Educagéo.
Dispde sobre reajustamento de taxas, e altera a redagdo do artigo 5 da
Resolugdo n.1 de 14/1/83. Diario Oficial [da] Republica Federativa do Brasil,
Brasilia, DF, 13 dez. 1984. Se¢do 1, p. 190-1.

Associagdo Brasileira de Normas Técnicas [ABNT]. NBR 7024, de 1989: veiculos
rodoviarios automotores leves: medi¢do do consumo de combustivel. Rio de
Janeiro; 1990. p.29.

Conselho Nacional do Meio Ambiente [CONAMA]. Resolugéo n.315, de 29 out
2002: dispde sobre as novas etapas do Programa de controle da polui¢do do ar

por veiculos automotores (Proconve). Brasilia (DF); Diario Oficial da Unifio; 15
mar 2002.

Material Eletrénico

Artigo de revista em formato eletronico:

Morse SS. Factors in the emergence of infectious diseases. Emerg Infect Dis
[serial online] 1995 Jan-Mar [cited 1996 Jun 5]; 1(1):[24 screens]. Available
from: http://www.cdc.gov/ncidod/EID/eid.htm.

Monografia em formato eletronico:

CDI, Clinical Dermatology Illustrated [monograph on CD-ROM], Reeves JRT,
Maibach H. CME Multimedia Group, producers. 2nd ed. Version 2.0. San Diego:
CME; 1995.

Arquivo de computador:

Hemodynamics III: the ups and downs of hemodynamics [computer program].
Version 2.2. Orlando (FL): Computerized Educacional Systems; 1993.
Patente

Larsen CE, Trip R, Johnson CR, inventors; Novoste Corporation, assignee.
Methods for procedures related to the electrophysiology of the heart. US
patent 5,529,067. 1995 Jun 25.

Abreviaturas: devem ser evitadas ou usadas apenas as oficiais.

Unidades de medida e seus simbolos: utilizar as legais do Sistema
Internacional de Metrologia.

Tabelas: as tabelas devem ser encaminhadas em folhas separadas e designadas
no texto como “Tabelas”. A sua localizac¢do aproximada deve ser indicada no
texto. Serdo numeradas consecutivamente, com ntmeros arabicos e
encabegadas pelos respectivos titulos, que devem ser breves e indicar
claramente o conteudo. Os dados apresentados em tabela ndo devem ser
repetidos em graficos.

Ilustracdes (fotografias, graficos etc.): as ilustracdes devem ser
encaminhadas em arquivos formato (jpg—CMYK ¢ ou tif) (minimo de 300
dpi) folhas separadas e designadas no texto como “Figuras”: terio numeragéo
unica e seqilencial, em algarismos ardbicos e devem apresentar na sua parte
inferior ¢ fora da area de reprodugdo, informagdes breves e claras que
esclaregcam o conteudo da mesma. As suas localizagdes aproximadas devem
ser indicadas no texto. Todas as ilustragdes devem ser tdo claras que permitam
sua reprodugdo com reducdo de 6,5 cm no sentido da largura, sem perda de
nitidez ou legibilidade. Os custos das ilustra¢des coloridas ficarfo a cargo
dos autores e estardo sujeitas a confirmagdo. Mencionar a fonte e a permissio
para reprodugio das ilustra¢des.

Da Publicacgédo

1. Os trabalhos destinados a publica¢io na RIAL deverdo ser encaminhados
a Biblioteca do Instituto Adolfo Lutz, Setor de Publicagdes, Av. Dr. Arnaldo,
355, Cerqueira César, Sdo Paulo/SP, 01246-902, ou rial@saude.sp.gov.br
a/c: Rocely Bueno.

2. Todo trabalho entregue para publicacdo deverd ser assinado pelo autor e
trazer enderego para correspondéncia ou endereco eletronico. No caso de
mais de um autor, devera ser expressamente indicado o responsavel pela
publicagdo. Deverdo ser enviados os nomes de todos os autores e afiliagdo
completa.

3. Os trabalhos serfo publicados em ordem cronoldgica de aprovagio, salvo
o caso especial de comunicagdo breve, nota cientifica e relato de caso que
terdo prioridade.

4. A data de recebimento e a de aprovagdo do artigo constardo
obrigatoriamente no mesmo.

5. As provas graficas dos trabalhos serdo enviadas aos autores para corre¢do
pelo correio eletronico em formato.pdf (portable document format). O Corpo
Editorial se reserva o direito de introduzir alteragdes nos originais, visando
a manutencdo da homogeneidade e a qualidade da publicacdo, respeitando,
porém, o estilo e as opinides dos autores.

6. E permitida a reprodugdo, no todo ou em parte, de artigos publicados na
RIAL, desde que sejam indicados a origem e o nome do autor, em
conformidade com a legislagéo sobre direitos autorais.

Da Distribuicio

A RIAL ¢é distribuida gratuitamente a entidades governamentais, culturais,
ou em permuta de periddicos nacionais ou estrangeiros.

INSTRUCTION FOR AUTHORS
available at http://revista.ial.sp.gov.br
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RESUMO

Os hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAS) constituem um grupo de compostos contendo dois ou
mais anéis aromédticos condensados. Estes compostos sdo formados, principalmente, pela combustdo
incompleta da matéria organica. Os estudos em cobaias tém demonstrado que muito desses compostos,
incluindo o benzo(a)pireno (BaP), sdo carcinogénicos e mutagénicos, sendo também considerados
potencia mente genotdxicos e carcinogénicos para os humanos. O BaP é um dos HPAs mais estudados e
€ utilizado como indicador da presenca de outros HPAs. Esse composto € um contaminante de ampla
distribuicdo ambiental, presente em diversas matrizes, como solo, agua, ar e alimentos. Napresenterevisio
s80 abordados os aspectos gerai s dos HPA's, especia mente do BaP, assim como as metodol ogias analiticas
publicadas desde a década de 1960. S&o apresentadas as modificagdes nos diferentes métodos de extracdo
e nos solventes utilizados, as quais tém resultado numa significativa reducdo de tempo de andlise, de
volumes de solvente e de custo. S&o também discutidas as técnicas cromatogréficas empregadas para a
quantificacdo desses compostos, como CLAE e CGMS.

Palavr as-chave. benzo(a)pireno, técnicas analiticas, alimentos, bebidas, &gua.

ABSTRACT

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS) are a chemical group composed of more than one hundred
organic compounds containing two or more condensed aromatic rings. They are produced by anincomplete
combustion of organic material. Many of them, including benzo(a)pyrene (BaP), have shown to be
carcinogenic and mutagenic in experimental animals, and these compounds have been regarded as
potentially genotoxic and carcinogenic to humans. BaP has been the most commonly subject of study, and
PAH compound has been used as an indicator of total PAHs contamination. The present review describes
some general topics on PAHs, mainly BaP, including the analytical methodologies for its quantification,
which have been reported since 1960. Modifications on different extraction methodology and solvents,
which resulted in reduction of turn-around time, solvent volumes, and analysis cost are also discussed.
Chromatography techniquesfor PAHsand BaP quantification, such asHPL C and GC-M S are commented.
K ey wor ds. polycyclic aromatic hydrocarbons, benzo(a)pyrene, analytical methodol ogies, food, beverage,
water.

INTRODUCAO

Hidrocar bonetospaliciclicosar omaéticos

Nas Ultimas décadas, a contaminacdo de alimentos por
substéncias téxicas tem sido objeto de intensas pesqguisas.
Diversas classes de compostos quimicos de diferentes origens
vém sendo detectadas em alimentos e bebidas, dentre elas os
hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAS)**.

Os HPASs representam uma familia de mais de 100

compostos organicos, formados por carbono e hidrogénio,
contendo 2 ou mais anéis arométicos condensados. S&o
formados, principalmente, em processos de combustéo
incompleta de matériaorganicae encontram-se nanaturezacomo
contaminantes de solos, ar, agua e alimentost. Os HPAs sdo
poluentes orgénicos de importancia ambiental e de interesse
toxicoldgico, pois muitos apresentam propriedades pré-
carcinogénicas e/ou mutagénicas para homens e animais*’.
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Origem

Os HPAs so produzidos por combustéo incompleta ou
pirdlise da matéria organica. A formacao pirolitica de HPAs é
bastante complexa e variavel, dependendo das condigdes
reacionais. O esguema mecanistico aceito para esta reacao
envolveapolimerizagdo viaradicaislivres, em vérias etapas, até
a formagdo de nucleos arométicos condensados’. A formagéo
destes compostos depende de fatores como tipo da biomassa
presente, quantidade de oxigénio disponivel, pressdo e,
principalmente, de calor, poisaconcentragdo de HPAsaumenta
linearmente nafaixade temperaturade 400 a 1000°CE,

Estudos revelam que os HPAs podem ser provenientes
de varias fontes antropogénicas como queima de carvéo,
escapamentos de veiculos, 6leos lubrificantes usados em
motores, fumaga de cigarro, dentre outras, bem como de fontes
ambientai s como erupgdes vul cani cas e queimadas espontaness.
A contribuicdo defontes naturais € muito limitada, contribuindo
com pequenas quantidades de HPAs, enquanto que as fontes
antropogénicas representam o principal processo de emissdo
destes compostos?3°.

Propriedadesfisico-quimicasdosHPAs

As propriedades fisicas e quimicas dos HPAs séo
amplamente determinadas pelo sistema de duplas conjugadas
presentes nas estruturas desta classe de compostos. A
temperatura ambiente todos os HPAs so solidos e apresentam,
comumente, altas temperaturas de fusio e ebulicdo, baixas
pressdo de vapor e solubilidade em &gua. Os valores referentes
a estas duas Ultimas propriedades tendem a diminuir com o
aumento damassamolecular’.

Alguns HPAs sdo semi-voléteis, porém, muitos deles
podem ser transportados até longas distancias e serem
adsorvidos em material particulado'®*. HPAscom 2 ou 3 anéis
aromaticos estéo quase totalmente na fase de vapor; aqueles
com 4 ané sencontram-se numaposi¢ao intermediaria. OsHPAs
com 5 ou mais anéis arométicos sdo encontrados
predominantemente em particulados (cinzas ou fuligens cujas
particulas sdo menores que 2,5 um)s.

Com relagdo a sua caracteristica lipofilica, os HPAs
tendem ase acumular em tecidos|lipidicos de plantase animais;
com relagdo as plantas, estes compostos concentram-se mais
na superficie (peles e folhas) do que nos tecidos internost.
Apesar da pouca solubilidade em agua, os mesmos podem ser
transportados em meios aquéticos, adsorvidos em particulas
em suspensédo, ficando posteriormente, depositados nos
sedimentos'. Devido a habilidade em filtracdo de agua e por
ndo apresentarem capacidade de biotransforma-los,
determinados animaismarinhos, como ostrase mexilhdes, acabam
acumulando os HPAs em seus organismos'2,

Os HPAs sdo quimicamente inertes, porém, quando
reagem, participam de reagdes de substituicdo eletrofilica e de
adicdo. No caso das reactes de adicéo, os compostos formados
tendem a sofrer reacBes de eliminacdo, regenerando a
aromaticidade’.

Toxicidade

O interesse pelo estudo da contaminagdo por HPAS e
seus derivados reside no fato de que muitos deles séo
potencialmente carcinogénicos e mutagénicos**®. Os HPAs
estdo entre agueles poluentes ambientais que apresentam
atividade cancerigena e mutagénica, podendo provocar
tumorac&o em animais e mutacao em bactérias’.

A exposicdo humana aos HPAs pode ocorrer por
diferentes vias, como inalagdo, pele ou por ingestéo. A acdo
exercida pelos HPAs é ativada durante o seu processo
metabdlico, visando a formagéo de compostos hidrossolGveis
parafacilitar asuaexcrecdo. O mecanismo de eliminago envolve
a formacdo de epoxidos, seguidos de compostos
polihidroxilados, osquaissio maissol ivelsem égua, viabilizando
asuaeliminacdo pelaviaurindria. Um destesintermedidriospode
reagir com aguaninado DNA eformar um aduto dando origem
a processos de tumoragao’.

Segundo a Agéncia Internacional de Pesguisas sobre o
Céncer (IARC), os HPAs séo classificados de acordo com a
evidéncia de carcinogenicidade em humanos e em animais
experimentais. A Tabela 1 apresenta a classificagdo de alguns
HPAs de acordo com a evidéncia de sua carcinogenicidade™.

Tabela 1. Classificago de algunsHPA s de acordo com osgrupos
estabelecidos pela IARC, com relacdo a evidéncia
carcinogenicidade'.

HPA Classificagdo
Antraceno Grupo3
Benzo(a)antraceno Grupo2B
Benzo(b)fluoranteno Grupo2B
Benzo(j)fluoranteno Grupo2B
Benzo(k)fluoranteno Grupo2B
Benzo(g,h,i)fluoranteno Grupo 3
Benzo(c)fenantreno Grupo2B
Benzo(a)pireno Grupo1
Benzo(e)pireno Grupo 3
Criseno Grupo 2B
Coroneno Grupo 3
Dibenzo(a,c)antraceno Grupo3
Dibenzo(ah)antraceno Grupo 24
Dibenzo(ajj)antraceno Grupo 3
Fluoranteno Grupo3
Fluoreno Grupo 3
Indeno 1,23-cd-pireno Grupo 2B
Naftaleno Grupo3
Pireno Grupo3
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IncidénciadeHPAsnosalimentos

Os alimentos e bebidas s8o uma das maiores fontes de
exposi¢&o humanaaos HPAs. A ocorrénciadestes nos alimentos
éinfluenciada pelas mesmas caracteristi casfisico-quimicas que
determinam suaabsorc¢éo e distribui¢cdo em humanos®. Diversos
estudos tém sido realizados comprovando a presenca destes
compostos em varios alimentos brutos ou processados, além
de bebidas e aguas->.

Osalimentos podem ser contaminados a partir de HPAs
disseminados no meio ambiente (ar atmosférico, solo ou agua)
ou durante o processamento e cozimento. As principais etapas
de processamento sdo secagem e defumacdo e as de cozimento
s80 as que utilizam altas temperaturas, tais como aquelas que
envolvem acOes de grelhar, assar e fritar’®. Em areas distantes
de centros urbanos e industriais, os teores de HPAs presentes
nos alimentos ndo processados refletem a contaminag&o
ambiental 3.

Algumas pesquisas tém sido realizadas com o objetivo
de se avaliar quais sdo os grupos de alimentos que mais
contribuem na ingestdo humana destes contaminantes.
Diversos trabalhos relatam a ocorréncia de HPAs em diversos
tipos de alimento, incluindo 6leos vegetais, margarinas,
maionese, produtos defumados, chés, café, leite e produtos
lacteos, cereais, frutas, vegetais, carnes, peixes efrutos do mar,
entre outros!s161820-23,

Na Inglaterra, em um estudo realizado em 1983, foi
verificado que dentre os grupos de alimentos, o dos éleos e
gorduras e 0 dos cereai s foram 0s que apresentaram os maiores
niveis de HPAs. Apesar do grupo de 6leos e gorduras
apresentarem os maiores teores de HPAS, 0 grupo dos cereais
foi 0o que mais contribuiu para aingestdo diaria devido ao seu
ato consumot®.

Na Holanda, verificou-se a presenca de 17 HPAS nos
principais grupos alimenticios que fazem parte da dieta da
populagdo, sendo que a ingestdo de aglcar e correlatos foi
uma das maiores fontes de HPAs. Nestes produtos foi
observada uma elevada concentragdo de criseno, equivaente
a 36 ug.kg! . Em uma outra pesquisa também realizada na
Holanda, os autores observaram altos teores de HPAS em
mexilh& eemrepolho®. A estimativadaingestadidriadeHPAs
foi de 1,1 a 22,0ug/pessoa/dia, sendo que 30% desse valor
correspondeu aos HPAs com atividade carcinogénica.

Na Itdlia foi constatado que os grupos dos cereais,
produtos lacteos, carnes, vegetais e frutas foram os maiores
responsaveis pelaingestdo de HPAs. A estimativa da ingestéo
foi de 3,0 pg/pessoa/dia com base em todos HPAs ede 1,4 ug/
pessoa/dia para 0s carcinogénicos™,

NoBrasil, aingestdo didriade HPAsfoi estimadaem 11
regides, com base em val ores médios de consumo per capta de
alimentos e em dados analiticos dos niveis de HPAs totais e
carcinogénicos; foram escol hidos os alimentos representativos
da dieta destas regides. As maiores concentragdes de HPAs
foram obtidas no grupo de dleos e gorduras, seguido pelos
grupos de agUcares e vegetais. Os 6leos e gorduras se

destacaram como fonte de HPAs em 10 &reas estudadas, sendo
gue, somente em Belém, o grupo das carnes contribuiu deforma
mais significativa paraaingestao diériadesses contaminantes®.

No &mbito do Codex Alimentarius, a necessidade de
estabelecimento de limites para HPAs em alimentos tem sido
manifestada por indmeros paises. Em 1991, o benzo(a)pireno
foi reavaliado pelo Comité Conjunto FAO/OMS de Peritosem
Aditivos Alimentares (JECFA), que recomendou a elaboracéo
de estratégias por parte das indUstrias e dos consumidores
paraminimizar aexposi ¢do humanaaeste contaminante. Na 642
Reuni&o do JECFA, realizadaem Roma, em fevereiro de 2005,
este Comité identificou 13 HPAs como sendo genotoxicos e
carcinogénicos, sendo eles: benzo(a)antraceno, benzo(b)
fluoranteno, benzo(j)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno,
benzo(a) pireno, criseno, dibenzo(a,h)antraceno, dibenzo(a,e)
pireno, dibenzo(a,h)pireno, dibenzo(a,i)pireno, dibenzo(a,l)
pireno, indeno[ 1,2,3-cd] pireno e 5-metil criseno®.

A Tabela2 apresentaosteoresde HPAstotaisem algumas
amostras de alimentos e bebidas. A partir dos dados € possivel
observar como o processamento pode influenciar na
contaminagdo dos produtos, uma vez que 0s que apresentam
0s maiores teores de HPAs sGo aquel es submetidos a processos
que envolvem el evadas temperaturas como secagem, torrefacdo
ou defumagdo. Nas infusdes de cha e café as concentractes de
HPA s sdo rel ativamente menores em funcgéo dabai xa solubilidade
destes compostos em é&gua, ficando depositados nas folhas ou
particulas do p6. As bebidas alcodlicas foram as que
apresentaram os teores mais baixos de HPAS, provavelmente,
porque a destilacdo favorece a eliminacdo destes
Contami nantesl,S,7,10,16,17,19,21,27,28.

Tabela 2. Concentracdo de HPAs totais em alguns tipos de
alimentos e bebidas.

Género HPAs Totais (ppb) Referéncia
Oleos vegetais/gorduras 329 1
Margarinas 1,7-39 7
Carnes e derivados 1343 16
Carnes defumadas 5-52 19
(porco, salsicha e salm&o)

AcUcar 1544 1
Puré de batata 9,35-17,1 17
Vegetais 0,887 16
Pé de café 2004 2
Café coado 30 2
Chapreto (folhas) 8800+ 360 10
Chaverde (folhas) 566+ 35 10
Chamate (infusdo) 0,6418-2,319 2z
Cachaca NDal,94 2
Rum branco ND a0,0009 5
Whisky 0,0036 5

ND = ndo detectado
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Degradagdo

Os HPAs s@o quimicamente estaveis, mas séo
suscetiveis a oxidagdo e foto-degradacdo pela luz. As meias
vidas no ar variam numa faixa de poucas horas a dias; ja, no
s0l0, estima-se que as meias vidas possam ser de varios meses
a muitos anos’.

Os HPAs com 4 anéis aromaticos sdo biodegradaveis
sob condicGes aerdbias e a velocidade de degradagdo diminui
com o0 aumento do nimero de anéis. A biodegradagéo sob
condi¢Bes anaerdbias é lenta para todos os compostos.
Normamente, as reagdes acontecem pela introducéo de dois
grupos hidroxilas nos nucleos aromaticos, formando
dihidrodidis intermediarios. A degradacdo bacteriana produz
cis-dihidrodidis intermediarios, enquanto que o metabolismo
dos fungos e mamiferos produz trans-dihidrodiois
intermediarios. Certos tipos de algas também podem degradar
0s HPAS®.

Benzo(a)pireno

Dentre os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, o
benzo(a)pireno € um dos mais conhecidos e estudados.
Segundo a recomendagéo da International Union Pure and
Applied Chemistry, IUPAC, agrafia correta & benzo[a] pireno,
enquanto que o Chemical Abstract adota benzo(a)pireno.
Também s8o observados na literatura as seguintes formas:
benzo(def)criseno; 1,2-benzopireno; 3,4-benzopireno; 6,7-
benzopireno; alfa-benzopireno; benzo(alfa)pireno; 3,4-
benzpireno; 3,4-benz(a)pireno; BaP e B(a)P**%°,

Brevehistérico

O inicio dos estudos dos HPASs teve sua origem em
1931 com o isolamento do benzo(a)pireno (BaP) a partir do
carvao e sua sintese no mesmo ano. Os primeiros dados
referentes aos riscos ocupacionais e ambientais dos HPAs
foram obtidos em 1922 pela demonstracdo de que extratos
organicos de fuligem eram carcinogénicos em animais. Além
da atividade cancerigena do extrato de material particulado
ambiental, o BaP foi identificado em fuligem doméstica e
posteriormente em material particulado ambiental. Em 1970,
ele foi caracterizado como um agente cancerigeno de
distribuicdo mundial, em ambientes respiraveis e como
constituinte de aerossdis urbanos®.

Dentre os HPAs, o BaP tem sido o composto mais
amplamente avaliado. Em fevereiro de 2005 a Comisséo da
Comunidade Européia, através do Regulamento (CE) n° 208 de
04 de fevereiro de 2005, estabeleceu niveis maximos para
benzo(a)pireno em algunsalimentos, tais como: peixes, 6leose
gorduras (2,0ug.kg?); crustéceos, carnes e peixes defumados
(5,0ug.kg?); moluscoshivalves (10,0ug.kg?) edimentosinfantis
(1,0ug.kg?)®. No Brasil, alegidagdo vigente somente determina
gue os aromatizantes/aromas de fumaga ndo poder&o fornecer
mais de 0,03ug.kg? de benzo(a)pireno no alimento final*2e
estabelece limite maximo de 0,7ug.L* de benzo(a)pireno em
aguas potaveis®,

4

Caracteristicasfisico-quimicas

O BaP possui a aparéncia de cristais amarelo-palidos
emformadeagulhas, formulamolecular C, H,, e peso molecular
252,3°. Apresenta baixa volatilidade, seus pontos de fusdo e
ebulic8o s80 178,1 e 310-312°C (a 10mmHg), respectivamente.
Suapressdo de vapor (25°C) é€2,13x 10° eaconstante de Henry
(20°C) 1,86 x 10°. Sofre foto-oxidagdo quando exposto a luz
solar ou radiacgo fluorescente. Reage com NO ou NO, para
formar nitroderivados; é oxidado pelo ozbnio, produzindo
benzo(a)pireno-(1,6 ou 3,6)-quinona®*,

Como os demais HPAs, o BaP é lipossoluvel,
apresentando coeficiente de particdo octanol/agua (log Kow)
igual a6,04 e solubilidade em agua a 25°C de 3,8ug/L . Desta
forma, em sistemas aquosos, 0 BaP tende a concentrar-se em
sedimentos ou permanecer associado a matéria organica em
suspensao®.

Toxicidade

O BaP é considerado um dos mais potentes agentes
carcinogénicos em animais, além de embriotoxico e
teratogénico™. Por esta razdo, ele tem sido utilizado como
indicador da presencade outros HPAs em amostras ambientais,
alimentos e bebidas™.

ApoOs ser absorvido por animais, o BaP é
biotransformado no figado por uma classe enzimética
denominada citocromo P-450 monooxigenases. Nas células
hepaticas, as reacles catalisadas pela citocromo P450-
monooxigenase se processam no compartimento celular
composto por uma rede tridimensional de tlbulos e cisternas
interconectados, que vai desde a membrana nuclear até a
membrana plasmética, isto €, no reticulo endoplasmético. Estas
conexdes intracelulares permitem que, apos as reagdes de
biotransformag&o, os HPAs hidroxilados sgjam eliminados da
céula’.

A toxicidade do BaP é provocada por sua potente acéo
pré-carcinogénica uma vez que alguns dos seus metabdlitos
intermediarios sdo intercalantes de DNA e, portanto, agentes
mutagénicos/oncogénicos. Processos neoplasicos sao
claramente observados em figado de pei xese mamiferosjaapos
6 h ao tratamento com concentracBes de BaP da ordem de 250

ppb2.

M etodologiaanalitica par adeterminagdodeBaPeoutrosHPAs
em amostrasdealimentos, bebidaseaguas.

A metodologia para andlise de BaP ou outros HPAs em
alimentos vem sofrendo modificagdes visando aumentar a
eficacia dos métodos em relacdo a extracdo, sensibilidade e
reprodutibilidade, entre outros parémetros. A Tabela3traz uma
revisdo de diversos trabal hos cientificos desde a década de 60
nos quais estéo descritos os métodos mais utilizados para
analise de BaP ou HPAs em alimentos, bebidas e aguas, bem
como as respectivas concentragdes encontradas. A seguir, estéo
descritas as metodologias de extragdo e de quantificagdo de
HPAs comumente utilizadas.
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METODOS DE EXTRACAO

Extracdoliquido-liquido(ELL)

A ELL éumadas préticas mais utilizadas até os dias de
hoje paraisolar os HPAs das matrizes alimentares. Nas décadas
de 1960 e 1970, a maioria dos trabalhos publicados relatava o
emprego desta técnica; entretanto, de uma maneira geral, a
metodologia era bastante complexa e demandava diversas
etapas, que se alternavam em extracdo e purificagdo®23+3, Em
suas pesquisas, Howard e colaboradores®® adotaram estes
procedi mentos naanalise de determinados alimentos defumados
como peixes, carnes, embutidos, queijos e alimentos ndo
defumados, como laticinios, vegetais, bebidas, 6leosegorduras.
A maioria das amostras foi submetida a uma saponificacao
préviacom KOH metandlico sendo, posteriormente, efetuadas
as seguintes operagdes. ELL com isooctano; purificagdo em
coluna cléssica de Florisil, tendo como solvente de €luicdo o
benzeno; uma segunda ELL com H_PO, e dimetilsulfoxido/
isooctano; novamente purificagdo em coluna e separacdo dos
analitos em cromatografiaem papel e em camada del gada®3+%,
Os autores também fizeram uso de outros solventes na ELL,
intercalando duas extracdes com isooctano com uma
combinagdo de etanol/agua/acetona®. Na mesma linha
metodol 6gica, Manoski et d., em 1968, avaliaram acontaminagdo
de diversos tipos de embutidos, além de bacon, churrasco de
porco edeboi, carnes de frango e de peru e pei xes defumados™.

A metodologia de extracdo adotada nos trabalhos
anteriormente referidos envol ve muitas etapas, 0 que demanda
intensa manipulacdo dos analistas, alto custo pelo excessivo
volume de solventes, em torno de 3000mL, e, principal mente, o
manuseio de produtos téxicos, como o benzeno. Atualmente, o
uso deste solvente é desaconselhavel devido as suas
caracteristicas cancerigenas®.

Em 1975, Grimmer e Bohnke®, propuseram uma
metodologia que vem sendo bastante utilizada por diversos
pesquisadores. Neste procedimento as matrizes eram divididas
em dois grupos. Faziam parte do grupo | os alimentos que
necessitavam ser saponificados por conterem proteinas e
gorduras em sua composi¢ao, por exemplo, produtos de origem
animal e vegetais; o grupo Il compreendia todos os dimentos
nos quais ndo havia necessidade de saponificagcdo, como os
aclicares, os 0leos e gorduras. Apesar de envolver menos etapas,
este método ainda empregava grandes quantidades de solventes,
em torno de 2500mL, utilizados na ELL com ciclohexano, com
dimetil formamida/adgua e novamente com ciclohexano. A etapa
de purificacdo era feita em coluna classica com ciclohexano®.
Esta metodologia vem sofrendo vérias alteragtes desde a sua
publicacéo, sendo que atualmente o volume de solvente
empregado é quase 1/6 desse total 171625283942,

Kolarovic e Traitler®®, em 1982, apresentaram o0s
resultados de uma pesquisa sobre a contaminagdo de 6leos
vegetais por HPAs, naqual foi utilizadaaELL, porém de uma
maneirasimplificada; as amostras eram dissolvidas em 400mL
de ciclohexano e submetidas a duas extrages com 100mL de
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uma solugdo de cafeina-&cido formico e duas extragBes com
250mL de ciclohexano, sendo que, devido a formagdo de um
complexo cafeina-HPA, a extragéo é favorecida. A purificagdo
era feita em coluna de silica, tendo como eluente, 100mL de
ciclohexano. Twominen et al*°, em um estudo sobre a presenca
deHPAsem cereais, também adli cionaram cafeina as amostras,
todavia a metodol ogia de extrac&o adotada foi aguela proposta
por Grimmer e Bonke™.

A extracdo de HPA s utilizando parti¢do com ciclohexano
e purificagéo em colunacléssica, com mais alteragdes visando
sua simplificacdo tem sido bastante empregada para diversas
matrizes. Stijve e Hischenbeur* analisaram aromas de fumaga,
carnes defumadas, peixes, 6leos vegetais, cafés, cereais,
especiariasecha. Kruijf 4 e Badolato et al*® empregaram-naem
analises de café verde e torrado apés saponificagdo com KOH
metandlico, sendo que neste Ultimo trabalho, inicialmente, as
amostras foram extraidas com acetona usando o extrator de
Soxhlet. Este procedimento também foi utilizado por de Vos
para avaliar a contaminagdo da dieta da populagdo alema por
HPAS®™. Igualmente, Kleijans et al. adotaram este método de
extragdo para analise de whiskies®.

Nalliteratura é relatado, ainda, o uso de outros tipos de
solventesparaaEL L, como por exemplo, acetato de etila (frutas
e vegetais)®, acetonitrila (bacon, arenque e queijo)*; hexano
(ostras)*, ciclohexano/metanol/agua (aroma de fumaga)®. E
possivel notar que hé, por parte da comunidade cientifica, uma
preocupacdo em optar pelautilizacdo de solventes que atendam
as caracteristicas fisico-quimicas necessarias para andlise de
HPA s e que atinjam amaximaeficiénciade extragdo com o menor
volume possivel.

Extracaoem fasesdlida

Nos Ultimos anos, a extragdo em fase sdlida (EFS) tem-
se mostrado uma ferramenta (itil na determinacdo de HPAsem
alimentos e em bebidas em virtude da praticidade, reduzido
tempo de andlise e menor custo devido aos baixos volumes de
solvente empregados. Sua maior aplicagdo, ainda, esta
relacionada a etapa de purificagdo dos extratos de analitos
obtidos por ELL, ultrassom ou por outros métodos. A fase
estacionaria comumente usada para a limpeza é a silica
gel®18425152 tendo sido relatado também, o emprego de Florisil
para purificar extratos de carne e visceras de porco, frango e
pato®.

Diversos autores apontam a EFS como método de
extracdo de HPAs em alimentos®5*%6. Barranco e
colaboradores®, em um estudo que envolveu amostras de 6leos
vegetaiscomestiveis, avaliaram aeficiénciade extracdo de seis
tipos de fases estacionarias, C8, C12, C18, ciclohexil, fenil e
aminopropil. Os melhores val ores de recuperagdo, em torno de
94%, foram obtidos com o cartucho de C18 e hexano como
eluente. Em 2004, Garcia-Falcon et al.*® apresentaram os
resultados da comparacdo entre dois métodos de extracdo para
analise de HPAs em é&guas para consumo: EFS (cartucho de
C18, dluicdo com 25mL de acetonitrilaldguae 5mL de hexano) e
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microextracdo em fase sdlida, M EFS (fibras de dimetil siloxano,
agitacdo com 40mL de &gua, por 40 minutosa60°C). Os autores
concluiram que, dentre as duas técnicas avaliadas, a EFS
apresentou as maiores porcentagens de recuperacdo (96%) e
os menores limites de deteccdo; citaram também, que aMEFS
necessita ainda de maior aprimoramento para aumentar a
performance de extrag&o.

Em 2005, Bettin e Franco® utilizando aEFSavaliaram a
contaminacdo por HPAs de 25 amostras de aguardente, obtidas
a partir de cana queimada e ndo queimada; foram testadas
diversas combinagGes de fase estacionaria e solventes,
chegando-se a conclusdo que o melhor desempenho foi
alcangcado com cartuchos de C18, com eluicdo de 2mL de
isopropanol e 2mL de acetato de etila, com uma porcentagem
de recuperacdo superior a 90%.

Apesar de mais complexa, aandlise de carnes por meio
de EFS também foi possivel. Wazecha et al** conseguiram
separar HPAS, azarenos e aminoazarenos utilizando trés tipos
de cartuchos, com empacotamento e solventes distintos. Na
primeira extracdo, foi utilizada terra diatomécea e 50mL de
diclorometano, na segunda, a fase empregada foi acido
propilsulfénico usando paraelui¢do de 6mL deHCI 0,1M e2mL
de &gua; finalmente, na terceira extragdo foi escolhida a fase
C18, com 20mL de hexano e 60mL de hexano/diclorometano
(60:40).

Extragdo com ultrassom

A aplicacdo de ultrassom (US) para extracdo de HPAs
foi uma das alternativas empregadas por alguns pesquisadores
em substituicdo a ELL°Y%, Joe et al.>, em 1982, obtiveram
resultados satisfatorios para analise de HPAs em cevada
malteada; utilizando extragdo com ciclohexano em aparelho de
US e, apos purificagdo em coluna de silica gel/alumina, foi
realizadaumaEL L com dimetilsulféxido e ciclohexano.

Alimentos néo gordurosos como puré de batata, batata e
pao torrado foram avaliados quanto a presenca de HPAs. Paraa
extracdo empregou-se banho de US e como solventes éter etilico
e diclorometano. Segundo os autores, uma das vantagens deste
método é que este dispensa a etapa de purificagao®’.

Lin, Tu e Zhu® utilizaram a técnica com sucesso para
andlise de folhas de ch& verde, preto e jasmim. Os analitos
foram extraidos por 30 minutos em aparelho de US, com 20mL
de diclorometano; os extratos foram purificados em coluna
classicadesilicacom eluicdo de 10mL de hexano.

Outros solventes também podem ser utilizados para
extragdo conjunta com US como diclorometano/acetona’® e
cloroférmio™,

Outrosmétodosdeextracao: Soxhlet, extragdo acelerada com
solventeecom fluido super critico

S&o poucos os trabalhos onde s&o citados os usos de
extrator de Soxhlet, extragéo acel eradacom solvente (EAS)® e
com fluido super critico® para andlise de HPAs em agua e
alimentos. Chen et al., em 1996, efetuaram a extrac8o destes

compostos por Soxhlet em carnes e visceras™; Voutsae Samara
utilizaram amesmatécnicaparaavaliagdo de vegetais (repolho,
cenoura, alface, endivia e alho por6)%°. Badolato e
colaboradores, conforme citado anteriormente, também
empregaram este procedimento no preparo das amostras de
café verde e torrado®.

Em 1999, Wang et al. compararam aextracdo por Soxhlet
com a extracdo acelerada com solvente (EAS) em amostras de
carne de porco, salsicha e salmédo defumados. Na EAS foi
adicionado as amostras Na,SO, anidro e C18 em célula de
extragdo com diclorometano/acetonitrila sob pressdo; as
porcentagens de recuperacdo obtidas nos dois métodos foram
similares, ficando em torno de 70% para0,3ppm?°. Eimportante
observar, porém, que o nivel de concentragdo em que as
metodol ogias foram testadas é muito elevado em relago aos
val ores apresentados pel as amostras, de umamaneirageral, na
faixade ppb.

M é&odosdequantificacio

Os primeiros métodos de quantificagéo de HPAs, bem
como BaP, utilizavam espectrofotometria na regido
€eletromagnética do ultravioleta das fraces de HPAs extraidas
por particdo e separadas por cromatografia em papel e camada
delgada. A identificagdo dos compostos erafeitapor comparacdo
dos espectros de fluorescéncia e de ultravioleta dos extratos
com os obtidos a partir das solugBes padréo?°. As
recuperacoes obtidas para amostras de peixe, queijo e
“frankfurter” defumados foram na faixa de 73 a 100% para
concentractes de 2ppb?®, enquanto que paradiferentes amostras
de produtos carneos defumados as recuperagdes para BaP
variaram entre 65 e 75% para concentragdes de 1 a4 ppb*. Em
um trabalho sobre dieta total, as recuperacfes obtidas para
BaP em diferentes alimentos fortificados a 2 ppb foram 75 a
88% paracarnes, peixe e frango; 75 a84 % paravegetais, 75 a
100% para bebidas e 75 a 100% para 6leos e gorduras™.

A partir de 1970, a quantificagdo de BaP e outros HPAS
comegou a ser realizada por cromatografia a gas (CG) com
detector deionizacdo de chama (DI C)%“, Estatécnicacontinua
sendo amplamente empregada, sendo que atualmente se utiliza,
preferencialmente, o detector de massas (M S). Boas separacdes
podem ser obtidas com colunas capilares de silica fundida, o
gue permite aandlise de misturas bastante complexas de HPAs.
As fases estaciondrias mais empregadas neste tipo de andlise
s80 as de metilpolisiloxanas®.

Grimmer e Bohnke analisaram 11 HPAs em alimentos
defumados e 6leos e gorduras empregando atécnicaCG-DIC e
colunade 10m x 1,5-2mm empacotadacom 5 % OV-101. O BaP
apresentou tempo de retengéo em torno de 40 minutos®. Em
1979, Lintas et al. publicaram um método para andlise de BaP
em alimentos defumados, cozidos e tostados por CG-MS.
Usaram colunade 2m x 3mm empacotadacom 3% OV-101 em
Chromosorb W-HP operando isotermicamente a250°C, energia
de ionizagdo 20 eV e monitoramento do ion a m/z 252. As
recuperacOes paraBaP foram nafaixade 93 a95%°.
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A andlise de 6leos vegetais por CG-DIC e colunacapilar
de 30mx 0,3mm com fase estacionariaOV-17-SE-30 permitiu a
resolucdo de 15 HPAs em cerca de 25 minutos de corrida. As
porcentagens de recuperagtes para5 HPAsficaram nafaixade
66 a 97%, sendo que para o BaP foram de 95 a 97% com
coeficientedevariacao de 0,42 a0,73%.

Os primeiros trabalhos empregando a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram publicados no final da
década de 70 e, atualmente, tem sido a técnica mais utilizada
para a andlise de HPAs e BaP em alimentos, sendo que a
confirmacdo da identidade dos HPAs previamente
quantificados por CLAE tem sido realizadapor CG-MS. O uso
da CLAE permitiu o desenvolvimento de métodos mais
sensiveis, podendo-se obter limites de deteccdo e de
quantificag8o inferiores a 1 pph?249€2,

A andlise de BaP empregando atécnicaCLAE éredizada
em fase reversacom colunas defase estacionariaoctadecilsilano
(ODS ou C-18) e, geralmente, fase mével agua-acetonitrila. A
deteccdo pode ser realizada por ultraviol etal®4953576263 gy
fluorescéncia?®42465264  seando que esta Ultima é mais
amplamente utilizada. A eluicdo pode ser realizada em modo
gradiente ou isocratico, sendo que para a separacéo e
quantificacdo de misturas de HPAs o modo gradiente é
recomendado.

Em um trabalho de avaliacdo de BaP em amostras de
cachaga por CLAE-DF, os autores obtiverem valores médios
de recuperacdo em torno de 74,5% para concentragdes de 0,6 a
3,0ppb elimite de detecgéo de 0,011ppb?. Naquantificagdo de
BaP em amostras de 6leos comestiveis, os valores de
recuperacdo foram de 99,9% com coeficiente de variagdo de
2,8% para concentragoes de 1ppb, o método apresentou limite
de deteccdo de 0,07ppb e de quantificacéo de 0,14ppb®.

Em um trabalho de avaliaco de BaP em amostras de
peixes, camardes e frutos do mar enlatados utilizando atécnica
CLAE-DFI, oslimites de detec¢éo e quantificacdo obtidosforam
0,005 e0,017ppb, respectivamente, e osval ores de recuperacdo
de 88% para concentraces de 2,3ppb e 96 % para 4,5ppb, com
coeficientes de variagdo de 6,7 e 2,9, respectivamente®?. Paraa
quantificacdo de BaP em amostras de café por CLAE-DFI, os
limites de deteccéo e quantificacdo forem de 0,03 e 0,10ppb,
respectivamente, e recuperacdes entre 76 e 116% para afaixa
de concentracdes de 1,0 a 3,0ppb*.

Benzo(a)pireno em alimentosebebidas

Vé&rios estudos vém sendo realizados com o objetivo de
avaliar quais sdo os alimentos ou grupo de alimentos que mais
contribuem na ingestdo diaria de BaP e/ou HPAs. Tem sido
verificado que as fontes de exposi¢éo variam de acordo com o
pais e o respectivo habito alimentar. Nos Ultimos anos, algumas
dessas pesquisas indicam que os grupos formados pel os 6leos
e gorduras, cereais e aglicares sao 0s que apresentam maiores
niveis de contaminagdo!>1822,

Deacordo com deciso do Comité Cientifico daAlimentagéo
Humana, daComunidade Européia, osniveisde HPAsnosgéneros
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alimenticios devem ser reduzidos a concentractes tdo baixas
quanto possivel. Desta forma, através do Regulamento (CE) n°
208, de 04 de fevereiro de 2005, este Comité determinou que se
utilizasse 0 benzo(a)pireno como marcador relaivo a ocorréncia
de outros HPA s cancerigenos e determinou limites maximos para
este contaminante para alguns tipos de aimentos™; tais valores
estéo apresentados na Tabela 4.

Algumas pesquisastém sido realizadas afim de verificar
a possivel contaminagdo de bebidas alcodlicas por HPAS,
dentre eles, o BaP. De um modo geral, os resultados de BaP
obtidos tém sido relativamente baixos>#%47.5, |sto pode ser
verificado no trabalho de Swallow, onde o teor encontrado em
rum escuro foi de 1ng.mL* ¥*; em whiskies as concentragdes
de BaP situaram-se na faixa de 0,0013 a 0,0193ng.mL 14" e na
pesquisa de Toisssant e Walker ndo foi detectada a presenca
deste contaminante (limite de quantificagao: 1ng.mL)%. Em
2005, Garcia-falcon e Simal-Gandaraavaliaram acontaminagéo
devinho verde, vinho tinto, vinho do Porto, jerez, rum branco,
aguardente de uva, brandy dejerez, whisky e ponche; osvalores
de BaP, em ng.mL %, obtidos resultaram em abaixo do limite de
deteccdo (0,0001) paravinho verde, sendo que asmaioresfaixas
de concentragdo encontradas variaram de 0,3 a 10,3 para
aguardente deuvaede 2,6 a6,3 parabrandy dejerez; asdemais
bebidas revelaram teores menores que 3,1ng.mL 1%,

No Brasil, poucos sdo os trabalhos desenvolvidos com
relacdo a contaminagdo de bebidas por BaP, porém, algunstém
verificado aocorrénciadeste composto em cachagas. A maioria
deles relata como possiveis fontes de contaminacgdo a queima
do canavial, que é uma préti ca bastante adotada durante a fase
da colheita da cana®®“.. Devido as conseqiiéncias negativas
gue este procedimento acarreta ao meio ambiente, em 19 de
setembro de 2002, foi sancionadaal ei n°11.241, do Estado de
S8o Paulo, a qual dispde sobre a eliminacéo gradativa do uso
do fogo como método depal hador efacilitador do corte dacana-
de-agUcar. Os plantadores de cana sao obrigados areduzir essa
prética e eliminar a queima da palha gradativamente até o ano
de2031¢".

Tabela 4. Niveis maximos de BaP em al gunstipos de alimentos
(em pg/kg de peso fresco), de acordo com o Regulamento (CE)
n° 208, de 04 defevereiro de 2005, da Comunidade Européias.

Produto BaP

(ug/kg de peso fresco)
Oleos e gorduras 20
Alimentos para lactentes e criancas 10
Carnes defumadas e produtos 50

defumados a base de carnes
Partes comestiveis de peixes defumados 50

Partes comestiveis de peixes 20
Moluscos bivalves 100
Crustéceos e cefalOpodes 50
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CONCLUSOES

Véarios sdo os trabalhos publicados referentes a
andlise de HPAs e BaP em diferentes alimentos e, alguns, em
bebidas. Nos tltimos anos, também tém sido realizados estudos
da ocorréncia destes compostos em dietas totais.

A metodologia mais utilizada para a extragéo
destes compostos € a saponificacdo, seguida da extracdo por
particdo elimpezados extratos utilizando cartuchos de extrac&o
em fase sdlida. Para a quantificagéo, utiliza-se amplamente a
CLAE com deteccéo de fluorescéncia e confirmagdo por CG-
EM.
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RESUMO

A cachaca e a aguardente de cana sdo produtos alcodlicos oriundos da destilacdo do caldo de cana
fermentado. A aguardente de cana deve apresentar teor alcodlico de 38,0 a54,0 % (em volume, a20°C) ea
cachaca, de 38,0 a 48,0%. Foram analisadas 60 amostras de cachaga comercializadas na cidade de S&o
Paulo, com ointuito de averiguar aconformidade quanto agraduacao al codlicae componentes secundéarios
(acetaldeido, acetato de etila e dcoois superiores) em comparagdo aos parametros estabelecidos pela
legislacéo do Ministério daAgricultura. O teor alcodlico nasamostras analisadas variou de 34,7% a46,9%,
e em 10 amostras (17,0%) a graduacdo alcodlica foi inferior a 38,0%. As concentracfes de acetaldeido
oscilaram na faixa de valor ndo quantificado (< 5) a120 mg/100 mL de alcool anidro (AA); 31 amostras
(52,0%) apresentaram val ores acimado limite maximo estabel ecido de 30 mg/100 mL AA. As concentragdes
deacetato de etiladetodas asamostras estavam em conformidade com alegisacdo (maximo de 200 mg/100
mL AA). Emrelagdo aosé coois superiores, seteamostras (12,0%) apresentaram teores superioresao limite
maximo previsto (360 mg/100 mL AA). Das60 amostras, 70,0% estavam em desacordo com as especificagtes
em pelo menos um dos parémetros avaliados, sugerindo-se que ha necessidade deintroduzir melhorias no
processo produtivo e no estabel ecimento de estratégias para realizar maior controle analitico do produto
final.

Palavr as-chave. bebidas alcodlicas, legislagdo, composi¢ao, & coois, cromatografia gasosa.

ABSTRACT

Cachaca and sugar cane spirit are alcoholic products obtained from simple distillation of fermented sugar
canejuice. The acohoalic graduation in the sugar cane spirit isfrom 38% to 54% in volume at 20 °C, while
for cachagait may vary from 38% to 48 % v/v. Aiming to verify the adequacy of acoholic strength and of
amounts of secondary compounds or congeners (acetaldehyde, ethyl acetate and higher alcohols) in
conformity to limits established by Brazilian legislation of Ministry of Agriculture, 60 samples of cachaca
commercialized in Sdo Paul o city were analyzed. The al cohalic strength of the samplesvaried from 34.7%
to 46.9 % v/v; 10 samples (17.0%) presented alcoholic graduation less than 38%. The acetaldehyde
concentrations ranged from not quantified (< 5) to 120 mg/100 mL of absolute alcohol (AA); 31 samples
(52.0%) showed val ues above the maximum allowed limit, that is30 mg/100 mL AA. All theresults of ethyl
acetate amountswerewithin thelegal maximum limit of 200 mg/200 mL AA. Concerning to higher alcohols,
seven samples (12.0%) presented concentration val ues above the establi shed maximum limit (360 mg/100
mL AA). Of 60 analyzed samples, 70 % were out of the specificationsin relation to at least one of the
evaluated parameters. It is suggested that improvements have to be done on cachaga manufacturing
process and for conducting the best analytical control of the final product.

K ey words. alcoholic beverages, |egisation, compaosition, alcohols, gas chromatography.
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INTRODUCAO

O produto al codlico obtido apartir dadestilacgo do caldo
de cana-de-agUcar fermentado pode ser denominado como
aguardente de cana ou cachaca, de acordo com a graduacdo
alcodlicaque apresente. Segundo alegislacdo brasileiraemvigor,
a aguardente de cana € a bebida que possui um teor alcodlico,
emvolume, de 38 a54% e acachaga, de 38 a48%, a20°C. Tanto
a aguardente quanto a cachaga podem ser adicionadas de
aclicaresde 6,0 a30,0g/L, expressos em sacarose, porém, devem
ser denominadas de “adogadas’!. A expressdo “cachaca’ €
definida pelo Decreto n° 4851/03 e a utilizagdo destetermo sd é
permitidaparaabebidacom caracteristicas proprias, produzidas
exclusivamenteno Brasil2.

De acordo com dados da Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB), a regido Centro-Sul é responsavel
por 86,8% da producdo naciona de cana-de-aclicar, sendo o
Estado de S&o Paulo o maior produtor, com aproximadamente
60% do que é cultivado. A estimativa de producdo para a safra
de 2006/2007 € de 475,73 milhSes detoneladas, com um aumento
de 10,3% em relagdo a safra passada. Do total da canacolhida,
50,9% destinam-se a obtencéo de aclicar, 38,6% a producdo de
etanol e 10,5% restantes sdo utilizados para produzir cachaga,
alimentacdo animal, sementes, rapadura, aglicar mascavo e para
outros fins®,

A cachaga € uma das bebidas mais populares do Brasil;
depoisdacerveja, € asegundabebidaal codlicamais consumida.
A produgdo anual, estimadaem 1,4 bilh&o delitros, movimenta
um capital de, aproximadamente, R$ 1 bilh&o e éresponsavel por
maisde 400 mil empregos diretaeindiretamente*®. A exportacéo
da cachaca ainda € inexpressiva, apenas 1% do total produzido
€ exportado para paises como Alemanha, Itdlia, Franca, EUA e
Jap@o, de forma que praticamente toda a producéo € destinada
ao mercado nacional*®.

A producéo da cachagaocorre de umaformapul verizada
em quase todos os Estados. Segundo dados do Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), existem cerca
de 1.800 estabelecimentos produtores de cachaga registrados
no MAPA e mais de 30 mil produtores em todo o pais. A maior
parte esta localizada nos estados de S&o Paulo, Pernambuco,
Cearg, Rio de Janeiro, Goiés e Minas Gerais. Estes estados
respondem por cercade 75% da produc&o nacional. Considera-
sequeexistam maisde 5 mil marcas, tanto de empresasde grande
porte quanto de pequenos alambiques®. A proximadamente, 30%
do total de cachaca produzida corresponde aquel as obtidas por
destilagéo em alambique®.

O processo produtivo da cachaca pode ser resumido
nas seguintes etapas. preparacdo da matéria prima, extragdo do
cado, fermentacdo e destilacdo. Durante afermentacéo alcodlica,
ocorre o desdobramento dos aclicares do caldo de cana com a
formagao dedois produtos principais: @cool etilico edioxido de
carbono. Além desses, ha, norma mente, aformacéo de pequenas
guantidades de outros componentes, que recebem a
denominagao de produtos secundérios dafermentacéo alcodlica,

tais como acidos carboxilicos, ésteres, aldeidos e acoois
superiores’®, Segundo alnstrugéo Normativan® 13, do MAPA,
de 29 de junho de 2005, o coeficiente de congéneres
(componentes secundarios ou componentes volateis “ndo
alcool”, ou substancias volateis “ndo-dcool”, ou impurezas
voléteis“ ndo-alcool”) é asomatdriade: acidez vol il (expressa
em &cido acético), aldeidos (expressos em acetaldeido), ésteres
totais (expressos em acetato de etila), alcoois superiores
(expressos pela soma do éalcoois n-propilico, isobutilico e
isoamilicos), furfural, maishidroximetilfurfura. O coeficientede
congéneres deve situar-se entre 200 a 650 mg por 100mL de
acool anidro (AA)~

Foi objetivo deste trabalho verificar a adequagéo aos
parédmetros estabel ecidos pelalegislacdo em vigor quanto aos
teores de dlcool em volume a 20°C e componentes secundarios
em amostras de cachaga comercializadas na cidade de S&o
Paulo.

MATERIAL E METODOS

Material

Foram analisadas 60 amostras de cachaca de marcas e/
ou lotes diferentes, adquiridas no comércio da cidade de Sao
Paul o, proveni entes dos Estados de Minas Gerais (32), S&o Paulo
(22), Pernambuco (2), Ceara (2) e Mato Grosso (2). Todas as
amostras foram mantidas em suas embalagens originais, a
temperaturaambiente.

Méodos
Solventesereagentes

O padréo de acetal deido utilizado foi damarcaFluka; de
n-propanol eisobutanol, Sigma; de 3-pentanol (padrdo interno)
e acetato de etila, Merck; os padrdes de 2-metilbutanol e de 3-
metilbutanol foram damarcaAldrich. O solvente empregado foi
etanol, grau HPL C, Merck.

SolugBes-padr &o par aanélisede componentessecundériosem
cachaca

As solugdes-padrdo dos componentes secundarios
(acetaldeido, acetato de etila, n-propanol, isobutanol, 2-
metilbutanol e 3-metilbutanol) foram preparadas a partir de
diluicdes de solugbes-estoque de padrdes e de solucéo-
estoque de padréo interno (3-pentanol). A solugdo-estoque de
padrbes continha os componentes secundarios nas seguintes
concentragBes, em mg por 100g de solugéo: acetaldeido: 3080,
acetato de etila: 3169, n-propanol: 2481, isobutanol: 2459, 2-
metilbutanol: 640 e 3-metilbutanol: 1127. A solucdo-estoque de
padréo interno continha 2661 mg de 3-pentanol por 100g de
solucéo. Foi utilizado etanol grau HPLC como solvente no
preparo das solucles. Aliquotas das duas solugbes-estoque
foram misturadas e diluidas em etanol a40%, obtendo-se cinco
concentracOes diferentes; estas solugdes foram utilizadas para
construgdo das curvas de calibracdo de cada componente
secundario.
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A solucdo diluidade padrao interno em etanol a40%foi
preparada a partir da solugdo-estoque (em acool absoluto); a
concentragdo de 3-pentanol obtidafoi de 240mg/100g.

Preparodasamostras

Asamostrasforam pesadas (cercade 9mL ) e adicionadas
de solucéo diluida de padréo interno (1mL). As cachacas
adocadas foram previamente destiladas em destilador de & cool.

Deter minagdo da graduacao alcodlicaem volumea 20°C

A graduagdo alcodlica em volume a 20°C foi obtida a
partir daconversdo do valor de densidade relativa a 20°C/20°C
em porcentagem deteor alcodlico em volume, utilizando tabela
de converséo. As densidades relativa e absoluta foram
determinadas em densimetro automético digital deleituradireta
(Mettler). Nacalibragdo do equipamentofoi utilizadadguaultra-
puracomo referéncia, natemperaturade 20+£0,1°C.

Andlisecromatogr &fica®

AssolugBesde calibracéo e de amostrasforam injetadas
em cromatografo a gas com detector de ionizagdo de chama,
marcaFinnigan (9001), software Borwin, com programag&o de
temperaturado forno. Foi utilizadaa colunacapilar CP-Wax 52
CB, Varian, de30 m, 0,25um e 0,25mm; volumedeinjegéo: 1ul ;
gés de arraste: hidrogénio. A quantificacdo foi feita por
padronizagdo interna, utilizando 3-pentanol. N&o foi possivel
obter duas curvas independentes para 2-metilbutanol e 3-
metilbutanol, tendo em vista estes compostos co-eluirem na
colunaempregada; destaforma, foi considerada a&reatotal de
ambos obtendo-se uma Unica curva, possibilitando a
quantificacdo, cujo resultado foi expresso como asomade?2 e
3-metilbutanol.

A partir das curvas de calibragdo, as concentragdes de
cada analito foram obtidas em mg/100g; entretanto, para
expressar o0s resultados conforme exigido pela legislacdo em
vigor, estesval oresforam convertidos paramg/100mL de & cool
anidro (AA) utilizando-se a densidade absoluta e a graduagéo
acodlica de cada bebida’.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de dcool, em volume, variou de 34,7 a 46,9%,
sendo que 10 amostras (17%) apresentaram graduacao alcodlica
inferior aquantidade minimaexigidapor lei, que é de 38%:*. Os
dados obtidos, apresentados na Figura 1, revelaram-se
semel hantes aos reportados por Fernandes et al. (2007)%°, em
amostras de cachagas produzidas no sul do Estado de Minas
Gerais. Neste estudo, das 16 amostras analisadas, 3 (19%)
apresentaram teor de alcool abaixo daespecificagdo. O mesmo
foi constatado por Boguz Junior et a. (2006)1, em umapesquisa
onde foi estudada a composicdo quimica de cachagas de 4
regides do Estado do Rio Grande do Sul. Naquele trabalho,
apesar dos valores médios de dcool dos grupos investigados
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estarem de acordo com o que preconiza a legislacdo, asfaixas
de concentragdo obtidas iniciavam-se em valores abaixo de
38%, sdo elas (em %v/v): 37,3 — 47,7 (regido de ljui), 35,70 —
43,40 (TrésPassos), 35,60 — 43,20 (SantaRosa) e 31,10—45,70
(Cruz Alta). Este comportamento aponta provaveis problemas
no processo de destilagdo das bebidas ou dificuldade na
padronizacéo da graduagdo alcodlica do produto final.

Paraaanalise dos componentes secundariosfoi utilizada
uma coluna CP-Wax 52 CB, obtendo-se numa mesma corrida
cromatogréafica a separagdo de todos os componentes
secundérios (Figura2), além do metanol, composto considerado
um contaminante natural, proveniente da hidrolise das pectinas,
formado durante o processo de extragdo do caldo da cana e
fermentacao®®. A concentragcdo méaximatoleradapelalegislacdo
em vigor é de 20mg de metanol por 100mL de AA*. Apesar de
presente em todas as bebidas analisadas as concentracdes de
metanol situaram-se bem abaixo da especificacéo.

Como pode ser observado naFigura 2, o acetaldeido foi
0 primeiro composto a ser separado na coluna cromatografica
empregada, isto ocorre em virtude de suaaltavolatilidade; esta
caracteristica faz com que este composto seja destilado na
primeira fracdo denominada “cabega’ da destilagdo®. O
acetaldeido também é formado no organismo apos a ingestéo
de bebidas al codlicas, por meio dabiotransformagao do etanol,
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sendo oxidado, posteriormente, aécido acético'. Nestetrabalho,
as concentracdes de acetaldeido variaram de ndo quantificado
(abaixo de5) a120mg/100mL AA, sendo que 31 amostras (52%)
apresentaram resultados superiores ao limite maximo
estabelecido pela legislagdo, que é de 30mg/100mL AAL Os
resultados estéo apresentados na Figura 3. De uma maneira
geral, os dados da literatura ndo apresentam concentracdes
elevadas de acetaldeido; no trabalho realizado por Fernandes
et a.l%, apenas 1 amostra, das 16 analisadas, apresentou teor
de acetaldeido de 36,02mg/100mL AA, valor um pouco acima
da especificagdo. No estudo de Boguz Junior et al.X, todas
amostras de cachaga estavam de acordo com a legislacdo, o
mesmo ocorrendo na pesquisa de Nascimento et al.*®, onde
nenhuma das 56 amostras de cachaga atingiu o valor maximo
permitido, de 30mg/100 mL AA, onde afaixa de concentragdo
obtidafoi de 0,05a20,0mg/100mL AA. Pereiraet al*® detectaram
teores de acetaldeido acima do limite apenas em 2 das 45
amostras de cachaca analisadas.

A presenca de aldeidos em bebidas alcodlicas, em
quantidades elevadas, pode causar dores de cabeca, nduseas,
confusdo mental, queda de pressdo sanguinea, entre outros
sintomas'®. A importéancia do controle do acetaldeido deve-se
principalmente ao fato de que a Agéncia Internacional para
Pesquisas sobre o Céncer (IARC) classifica esta substancia
como pertencente ao Grupo 2B (possivel carcinogénico para
humanos) e o associa a formagdo de cancer de esdfago apos
ingestdes de grandes quantidades de bebidas alcodlicas’. A
concentracdo elevada de acetaldeido em algumas amostras
avaliadas neste trabalho pode ser resultado de oxidagdo ou
contaminacdo do mosto por bactérias indesegjaveis'.

Com relacéo ao demais compostos analisados, a
Instrucéo Normativan® 13/05! recomenda que as concentracoes
de n-propanol, isobutanol e 2 e 3-metilbutanol devem ser
somadas e 0 resultado expresso como & coois superiores. Esta
denominacéo refere-se atodos os alcoois com mais de 2 dtomos
de carbono, formados durante afermentacdo e também referidos
como Oleo fusel. Os alcoois superiores sao produzidos,
geramente, a partir da degradacdo de alguns aminoécidos e
sua producéo tende a aumentar quando ha lentiddo no
processo fermentativo. Varidveis como armazenagem

prolongada da cana, temperatura néo controlada durante a
fermentacdo, pH do mosto, niveis de inoculagdo, linhagem da
levedura, quantidade de nitrogénio presente, grau de aeracéo
durante afermentacdo, etc, podem promover a degradacdo dos
referidos aminoéacidos, promovendo a formagdo de alcoois
superiores'®18, Por serem compostos mais pesados concentram-
se principalmente na “cauda” da destilago®.

Do total de 60 amostras de cachaga analisadas, 7(12%)
apresentou teores de & coois superiores acimade 360mg/100mL
deAA, valor maximo estabel ecido pelalegislacdo emvigor®. Os
resultados, que estéo apresentados na Figura 4, sdo semel hantes
aos obtidos por Pereira et al.’®, onde 15,6% das amostras
apresentaram concentracfes acima dos teores permitidos.

Os resultados elevados de acetaldeido e de acoois
superiores encontradosindicam que, provavel mente, ndo foram
devidamente separadas as frages “ cabeca’ e “cauda’ durante
a destilagdo das cachacgas. Isto pode ter acontecido com a
finalidade de aumentar o rendimento do processo, em detrimento
da qualidade do produto final obtido, ou, por caréncia de
informag&o dos produtores. Além da quest&o toxicoldgica, a
presenca de acetaldeido e alcoois superiores em altas
concentragdes também prejudicam a qualidade sensorial da
bebida®.

As concentragdes de acetato de etila, um dos principais
ésteresresponsaveis pel o aroma e sabor das cachagas, variaram
de 5,4 a 200,0mg/100mL AA (Figura 5). Todos os resultados
obtidos revelaram-se de acordo com a legislagdo vigente
(méximo permitido de200mg/100mL AA). Omesmofoai verificado
por Boscolo et al.'® em uma pesquisarealizadaem 25 amostras
de cachaga, comercializadas em diferentes regides do Brasil.
Demodo semelhante, as pesquisas de Fernandeset al.° e Pereira
et a.*% ndo detectaram val ores de acetato de etilaforado limite
permitido.

Além dos parametros estudados neste trabalho, a
legislacdo em vigor prevé limites para contaminantes organicos
e inorganicos; fazem parte dos orgénicos, metanol, carbamato
de etila, acroleina e @coois sec-butilico e n-butilico; como
inorganicos, cobre, chumbo e arsénio®. A avaliacdo destes
contaminantes ndo foi o foco desta pesquisa, que teve como
objetivo verificar a composicdo principa das bebidas. Dentre

Acetaldeido, mg/100

N°daamostra

Alcoois superiores,
mg/100 mLAA

N° da amostra

Figura 3. Acetaldeido, em mg/100mL de &lcool anidro, em amostras de
cachaca.

Figura 4. Alcoois superiores, em mg/100 mL de &cool anidro (AA), em
amostras de cachaca.
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as60 amostras de cachacaavaiadas nestetrabal ho, 70% estavam
em desacordo com as especificacdes legais em pelo menos um
dos parametros pesquisados. Fernandes et al .2 verificaram que
das 17 amostras de cachaca analisadas, adquiridas diretamente
de seusfabricantes, 7 (aproximadamente 41%) ndo atendiam as
exigénciasde quaidade em relagdo aum parémetro avaliado, no
minimo. Os autores sugeriram que os produtores necessitavam
receber treinamento, a fim de modificar o processo e obter
cachacas dentro dos padr&es fisico-quimicos estabel ecidos.

- N
m o
o o

Acetato de etila
mg/100 mL AA
=
o

N°daamostra

Figura 5. Acetato de etila, em mg/100 mL de alcool anidro (AA), em
amostras de cachaca.

Segundo o Servico de Apoio as Micro e Pequenas
Empresas(SEBRAE), dadosnéo oficiaisdo ano de2003 revelaram
gue cerca de 90% da producéo de cachaca de alambique
poderiam ser clandestinas, ou seja, ndo tinham registro no
MAPA e nem qual quer tipo de fiscalizag8o. Este fator criaum
entrave para a organizagdo da cadeia produtiva, uma vez que,
pela falta de fiscalizacdo, de controle da producéo e de
capacitacdo dos produtores, sdo lancados no mercado produtos
com qualidadeinferior, sendo alguns até prejudiciaisasalde do
consumidor®. As bebidas clandestinas representam um risco
em potencial & saude publica, sendo necessaria uma
intensificaco das fiscalizagbes de modo a banir essa prética
constante.

O mercado da cachaca é bastante promissor e portanto,
aobtencdo de cachagas com qualidade superior podem ampliar
as fronteiras comerciais e aumentar as exportagdes, gerando
mais divisas e fontes de trabalho. Porém, para atingir esses
objetivos, s80 necessari 0s investimentos na capacitacdo técnica
dos produtores e no controle rigoroso da cadeia produtiva.
Deve-se ainda, intensificar a fiscalizagdo, com o intuito de
combater a clandestinidade das bebidas, prevalecendo, acima
de tudo, a preocupacéo com a obtencéo de produtos de
qualidade e a preservacdo da salide dos consumidores.
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CONCLUSOES

Das 60 amostras de cachaca analisadas, 70% estavaem
desacordo com as especificacdes em pelo menos um dos
parametros avaliados, como etanol, acetaldeido, acetato de etila
e dcoois superiores. Embora nem todos os parametros legais
tenham sido monitorados, os itens pesquisados sugerem que
o controle do processo produtivo das bebidas apresenta
deficiéncias.
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RESUMO

O presente trabal ho teve como obj etivo avaliar aatividade anti oxidante do extrato de coentro e de palmitato
de ascorbila para determinar as concentracBes mais eficazes a serem adicionadas ao éleo de girassol.
Foram adicionadas as concentragdes de 400, 800, 1.200, 1.600 e 2.000 mg/kg de extrato de coentro e de
pal mitato de ascorbilanas concentragdes de 100, 200, 300, 400 e 500 mg/kg ao 6leo de girassol. A atividade
dos componentes antioxidantesfoi avaliada por meio da estabilidade oxidativa utilizando Rancimat, cujas
concentragdes foram determinadas por regressao polinomial. As concentrag@es de 1.600 mg/kg do extrato
de coentro e de 500 mg/kg do pal mitato de ascorbilaforam as que conferiram mel hor estabilidade oxidativa
a0 6leo de girassol. O extrato de coentro e o de pamitato de ascorbila apresentaram efeito positivo quanto
apropriedade de conferir estabilidade oxidativa, 0 que ostornam como escol has alternativas naconservacdo
de 6leos vegetais.

Palavras-chave. extrato de coentro, palmitato de ascorbila, compostos fendlicos, 6leo de girassol,
estabilidade oxidativa.

ABSTRACT

This study was performed for ng the antioxidant activity of different concentrations of coriander
extract and of ascorbyl palmitate, in order to determine those most efficient amounts to be added into
sunflower oil. Coriander extract in concentrations of 400, 800, 1,200, 1,600 and 2,000 mg/kg, and ascorby!
pamitatein concentrationsof 100, 200, 300, 400 and 500 mg/kg were added into sunflower oil. Theantioxidant
activity of each concentration was evaluated through oxidative stability using Rancimat equipment, and
the concentrations were determined by polynomial regression. The concentrations of 1,600 mg/kg of
coriander extract and 500 mg/kg of ascorbyl palmitate werethose that presented the best oxidative stability
for sunflower ail. The coriander extract and the ascorbyl pamitate showed a positive effect in promoting
oxidative stability, which make them an aternative choice for preserving vegeta oil.

K ey wor ds. coriander extract, ascorbyl palmitate, phenolic compounds, sunflower oil, oxidative stability.

INTRODUCAO

No Brasil, a producéo de 6leo de girassol tem se
expandido consideravel mente, sobretudo nos estados da regido
Centro Oeste'. O consumo do 6leo de girassol em 1992 era de
11,6 mil toneladas efoi avaliado em 2003 em 62 mil toneladas?,
sendo este aumento de demanda atribuido a reducéo de prego
em relacdo ao 6leo de soja’.

O 6leo de girassol, um dos mais saudaveis em seu

segmento, contém em sua composi¢do o0 maior teor de &cidos
graxos poliinsaturados, sendo mais abundante o &cido linoléi co,
que € essencial ao organismo e, como ndo é sintetizado pelo
corpo humano, deve ser ingerido através dos alimentos®. Outra
caracteristicaimportante é que este 6leo é uma excelente fonte
devitaminaE, o-tocoferol®.

O retardo ou a prevencdo da oxidacdo lipidica, umadas
principais causas de deterioracdo no processo de aguecimento
de Oleos vegetais, pode ser realizado pela adicdo de
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antioxidantes, que mantém a qualidade e prolongam avida de
pratel eirado alimento®.

No entanto, 0 emprego de antioxidantes sintéticos na
industria de alimentos tem sido alvo de questionamentos
quanto asuainocuidade. Sendo assim, pesquisas sdo realizadas
para a busca de compostos naturais que apresentem esta
propriedade funcional, podendo atuar como alternativa para
prevenir adeterioraco oxidativade alimentosediminuir o uso
dos antioxidantes sintéticos.

O pamitato de ascorbila € um antioxidante sintético,
derivado do éster de &cido ascorbico, com eficiénciaem retardar
a oxidago lipidica?. E freqlientemente classificado como
antioxidante natural, mas no sentido exato isto ndo é correto,
pois o éster palmitoil ndo é encontrado em vegetais’. O
Ministério da Salde, no Brasil, limita o uso do palmitato de
ascorbilaa500 mg/kg como concentragdo méxima permitide®.

Por vérias décadas os pesquisadores tém demonstrado
um grande interesse em identificar e isolar antioxidantes
naturais, devido arejeicéo de aditivos sintéticos em alimentos®.
Dentre as inimeras fontes de antioxidantes naturais estdo
incluidos gréos e sementes de oleaginosas'®, de cereais™,
sementes de frutas citricas®?, frutas', legumes!* e especiarias'®.

As especiarias possuem uma posi¢8o especial em
relacdo a outras fontes naturais, pois sdo usadas
tradicionalmente como ingredientes, 0 que permite que sgjam
facil e diretamente utilizadas, exercendo sua atividade
antioxidante nos alimentos.

O coentro (Coriandrum sativum L) pertence a familia
Umbelliferae, é largamente cultivado e consumido na
alimentagdo nacional einternacional. V ériosestudos comprovam
sua acdo antioxidante'® 1" 18 sendo este potencial atribuido a
presenca de compostos fendlicos.

Tendo em vidta os indicios de problemas que podem ser
provocados pelo consumo de antioxidantes sintéticos, varios
estudos tém sido conduzidos com a finaidade de substitui-los por
antioxidantes naturais ou fazer associagBes entre eles, com o intuito
de diminuir sua quantidade nos aimentos™®. Além disso, estudos
epidemiol égicos sugerem que antioxidantes naturais podem ser
benéficos a organismo humano, prevenindo doengas®, porém faz-
e necessario submeter estes antioxidantes a testes toxicol égicos.

Considerando o elevado consumo de alimentosfritos, o
interesse em reduzir as alteragdes que ocorrem no 6leo durante
0 processo de aquecimento e o estimulo a substituicdo ou a
diminuicdo do uso de antioxidantes sintéticos, torna-se
necessario realizar um estudo da atividade antioxidante do
extrato de coentro e palmitato de ascorbila, para determinar as
mais eficazes a serem aplicadas no 6leo de girassol.

MATERIAL E METODOS
Material

O coentro fresco foi adquirido no comércio local e
realizada lavagem em &gua corrente e retirada das raizes. As

folhas e tal os foram dispostos sobre bandejas e secas em estufa
com circulagdo de ar forcada a 45°C, por 48 horas. Apés a
desidratac&o, o material foi triturado e, em seguida, passado em
tamis de 80 mesh para obtencdo de um po uniforme, sendo este
acondicionado em sacos de polietileno e mantido sob
congelamento (-18°C).

O extrato de coentro (EC) foi obtido pelo processo de
extragcdo aquosa proposto por Melo'’. O coentro desidratado
(10g) foi mantido, por 60 minutos, sob agitagdo permanente, em
aguadestilada (100mL), atemperaturaambiente e, em seguida,
amisturafoi centrifugada a4.000rpm, por 10 minutos. Apds a
transferéncia do sobrenadante, o precipitado foi novamente
submetido ao processo de extragdo e os sobrenadantes
combinados. Em seguida, o solvente foi removido, sob presséo
reduzidaa60°C, com vistas adeterminar, por pesagem direta, 0
teor da matéria seca. O extrato seco foi ressuspenso em 50mL
de agua destilada e acondicionado em frasco ambar. Apos
aplicagéo de um fluxo de nitrogénio foi fechado e mantido sob
congelamento (-18°C) até o momento das andlises.

O antioxidante palmitato de ascorbila comercial (PA),
Grindox™ 562, foi utilizado naformade blend, possuindo em
sua composi¢cdo 10% de palmitato de ascorbila (palmitato de
vitamina C), 90% de propileno glicol e emulsificante grau
alimenticio como veiculo.

Para a realizacdo deste estudo foi utilizado 6leo de
girassol refinado, isento da adig&@o de antioxidantes sintéticos
e acido citrico e, emulsificante mono-digliceridio, marca
Grindsted Mono-Di Ca52-B, utilizado paracombinar o extrato
de coentro com o 6leo de girassol.

O antioxidante palmitato de ascorbila e 0 emulsificante
mono-diglicerido foram cedidos pelaempresa Danisco S/A eo
Oleo de girassol fornecido pelaempresa Bunge Alimentos S/A,

Gaspar-SC.

Procedimento experimental

Ao 6leo de girassol foram adicionados o extrato de
coentro nas concentragdes de 400, 800, 1.200, 1.600 e2.000mg/kg
e palmitato de ascorbila nas concentragdes de 100, 200, 300,
400 e 500mg/kg.

A atividade dos antioxidantes em diferentes
concentracgdes foi avaliada através da determinagdo da
estabilidade oxidativautilizando o equipamento Rancimat, marca
Metrohm, modelo 743.

O extrato de coentro foi adicionado ao 6leo em
combinagdo com o emulsificante mono-digliceridio (1%),
enguanto o palmitato de ascorbilafoi misturado diretamente ao
0leo e, ambos foram aquecidos (40°C) e agitados até completa
dissolugdo.

Méodos

O teor de compostos fendlicos foi deterninado no
extrato de coentro, por meio do método colorimétrico
desenvolvido por Singleton e Rossi?, utilizando o reagente
Folin-Ciocalteau. O método se baseia na reducdo dos &cidos
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fosfomolibdico e fosfotlingstico em solugéo alcalina e a cor
azul produzida pelareducéo do reagente Folin-Ciocalteu pelos
fendlicos é medi da espectrof otometricamente, no comprimento
de ondade 765nm.

Para a quantificagdo foi construida a curva padréo
utilizando o &cido gdlico nas concentragdes de 0 a500mg/L, sendo
o coeficiente de determinagéio R? = 0,9981, e o resultado expresso
em gramas de equiva entes de &cido gdlico por 100g de extrato.

As amostras de 6leo de girassol contendo extrato de
coentro e palmitato de ascorbila em diferentes concentragdes
foram analisadas empregando o método proposto pela AOCS
Cd 12b-92% que utiliza 0 equipamento Rancimat. A medida da
estabilidade oxidativa se baseia na determinacdo da
condutividade elétrica dos produtos voléteis de degradacéo.

A determinag&o foi realizadaa100°C, com fluxo dear de
20L/h, com utilizagdo de 3g deamostrae volumede éguadestilada
de 60mL nos frascos contendo os eletrodos. Por este método
umacurvade condutividade el étricax tempo é automaticamente
registrada com o decorrer dareacdo e do teste, sendo o periodo
de indugdo expresso em horas.

Andlise estatistica

A escolha das concentracdes mais eficazes dos
antioxidantes foi realizada no delineamento inteiramente
casualizado?, em trés repeticdes e, os resultados submetidos a
analise de variancia para determinar a influéncia das
concentragdes na estabilidade dos 6leos adicionados dos
antioxidantes, extrato de coentro e palmitato de ascorbila, por
regressao polinomial. As andlises de variancia e as regressoes
polinomiais foram obtidas por meio do programa ESTAT —
Sistema para Andlises Estatisticas, versao 2.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Rendimento e compostosfendlicos

O processo de extracdo aquoso utilizado permitiu a
obtencdo de compostos de elevada polaridade, em fungdo do
solvente utilizado. O rendimento obtido foi 54,8% de matéria
seca.

A extragdo aquosa apresentou um rendimento
significativo, comprovando a eficiéncia do solvente. Segundo
Keindnen®, a utilizagdo de material previamente desidratado
pode maximizar aeficiénciado processo de extragao, assim como
a composi¢ao quimica do substrato e a técnica de extragdo®.

O teor de compostos fendlicos encontrado foi 0,92g de
equivalentes de &cido galico por 100g de extrato, resultado
semelhante ao realizado por Wangensteen, Samuelsen e
Malterud®®, onde encontraram no extrato aquoso de folhas de
coentro 1,06 g de equivalentes de acido galico, MeloY, que
também estudou o extrato aquoso de coentro obteve 2.734mg/
100 g de fendlicos totais, utilizando como padrao a catequina.

E vélido ressaltar que, além dos compostos fendlicos,
0s vegetais contém outros inibidores de oxidagdo, como &cido
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ascorbico, &cidoshidroxicarboxilicos e carotendides, quetambém
podem ser extraidos de acordo com a polaridade do solvente
aplicado®, e desta forma empregados em Oleos vegetais.

Determinacdo daatividadeantioxidante

Paradeterminar aconcentracdo mais efetivade cadaum
dos antioxidantes testados, bem como uma possivel agéo pro-
oxidante, foram aplicadas concentracfes de 0, 400, 800, 1.200,
1.600 e 2.000mg/kg de extrato de coentro ede 0, 100, 200, 300,
400 e 500mg/kg de palmitato de ascorbilano éleo de girassol e
a atividade antioxidante foi medida por meio da estabilidade
oxidativa, utilizando-se 0 Rancimat a100°C.

As concentracBes utilizadas para o extrato de coentro
foram definidas em testes preliminares, sendo o limite de
2.000mg/kg estipulado devido asolubilidade do extrato no 6leo.
O limite de 500mg/kg para o palmitato de ascorbilafoi definido
por ser 0 maximo permitido pela legislacdo brasileira®. E de
acordo com Coppen’, a solubilidade do palmitato de ascorbila
€ de 300 — 1.000mg/kg nos 6leos vegetais em temperatura
ambiente.

Por meio da regressdo polinomial, observa-se que a
estabilidade oxidativa do extrato de coentro aumentou até a
concentragdo 1.600mg/kg diminuindo em seguida, obedecendo
aequacdode2°grau: Y =-5E-07X?+0,0016X + 8,7196, ondeY é
aestabilidade oxidativa (horas) e X as concentracfes (mg/kg) —
Figura 1. A estabilidade oxidativaméximafoi de 9,97 horas na
concentragdo de 1.600mg/kg. A concentragdo de 2.000mg/kg
apresentou efeito pro-oxidante, o que indica que o extrato de
coentro possui um limite méximo para estabilizar o 6leo de
girassol, conforme relatado por alguns autores?®03t,

Em estudo realizado por Ramalho®, as concentragdes
de a-tocoferol adicionadas ao 6leo de soja purificado
apresentaram diferenca significativa (P < 0,05) entre as
concentracOes de 0 e 600mg/kg, porém as concentracdes 600 e
700mg/kg ndo diferiram entre si, assemel hando-se ao resultado
obtidos.

Y = -5E-07X° + 0,0016X + 8,7196
R’ =0,9966

Estabilidade oxidativa (horas)
©
~

0 400 800 1200 1600 2000

Concentracdes
(mg/kg)

Figura 1. Estabilidade oxidativa do 6leo de girassol em diferentes con-
centragdes do extrato de coentro.
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Para 0 palmitato de ascorbila, a estabilidade oxidativa
aumentou proporcionalmente as concentragfes, nao
demonstrando, deste modo, efeito pré-oxidante e obteve-se a
seguinte equacdo de 1° grau: Y = 0,046X + 10,829, onde Y éa
estabilidade oxidativa (horas) e X as concentraces (mg/kg) —
Figura2. De acordo com aandlise de varianciaparao palmitato
de ascorbila, as regressbes, quadratica e cubica, foram
significativas (P < 0,01), porém o coeficiente de deteminacéo da
regressao linear (R? = 0,9695) foi maior que 0,9 sendo portanto,
utilizada para explicar o comportamento do antioxidante
palmitato de ascorbila.

Beddows, Jagait e Kelly? estudaram diferentes
concentracOes de palmitato de ascorbila no éleo de girassol e
verificaram que quanto maior aconcentracdo, maior foi o periodo
de inducdo e, conseguentemente, o fator de protecéo.

O aumento do periodo de indugéo por meio da adicéo
de um antioxidante tem sido relacionado asuaeficiéncia, que é
expresso como fator de prote¢do ou indice antioxidante, isto &,
arazao entre o periodo de inducéo de um éleo na presenca do
antioxidante e o periodo de inducéo do mesmo 6leo naauséncia
do antioxidante®. E quanto maior o valor do fator de protegao,
mel hor aatividade antioxidante®.

Na Tabela 1 sdo apresentados os fatores de protecéo

N
o

Y =0,046X + 10,829
R® =0,9695

w
s

N ow
o o

Estabilidade oxidativa (horas)
a 3

0 100 200 300 400 500 600

Concentragoes
(mglkg)

Figura 2. Estabilidade oxidativa do 6leo de girassol em diferentes con-
centracOes do palmitato de ascorbila.

Tabela 1. Fatores de protecéo para os antioxidantes testados
no 6leo de girassol.

Concentractes Fator de protecéo

mg/kg Extrato de Palmitato de
coentro ascorbila

100 194

20 252

300 278

400 1,06 324

500 385

800 111

1200 113

1600 114

2000 113

para todas as concentracBes dos antioxidantes testadas,
observando-se melhor eficiéncia do palmitato de ascorbila. E
importante ressaltar que o palmitato de ascorbilautilizado neste
estudo possui pureza de 10%, enquanto o extrato de coentro
apresenta 0,92% de compostos fendlicos.

Com base na estabilidade oxidativa e no fator de
protecdo encontrado, a ordem da atividade antioxidante foi
500mg/kg PA > 400mg/kg PA > 300mg/kg PA > 200mg/kg PA >
100mg/kg PA > 1.600mg/kg EC > 2.000mg/kg EC = 1.200mg/kg
EC > 800mg/kg EC > 400mg/kg EC. Portanto, os fatores de
protecdo mais elevados para o extrato de coentro e palmitato
deascorbilaforam obtidos nas concentrages de 1.600 e 500mg/
kg, respectivamente.

CONCLUSAO

Entre as concentracdes avaliadas dos antioxidantes
neste estudo, 1.600mg/kg de extrato de coentro e 500mg/kg de
palmitato de ascorbilapromoveram maior estabilidade oxidativa
a0 Oleo de girassol medida por meio do Rancimat.

O extrato de coentro, devido asuaatividade antioxidante,
apresenta-se como uma aternativa natural para ser aplicado
em 6leos vegetais, pois além de ndo utilizar solventes toxicos
para a sua obtencao é de baixo custo.

A adicdo do palmitato de ascorbila ao 6leo de girassol
mostrou efeito positivo sobre a estabilidade oxidativa, o que o
torna um antioxidante alternativo na conservacao de 6leos.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi de estabel ecer um procedimento para determinar os teores de miristicinaem
sementes, 6leo essencia e extrato aquoso de noz-moscada, com a finalidade de avaiar as propriedades
benéficas e/ou tdxicas desta semente. As amostras de noz-moscada em po e de semente foram coletadas
nasregides sul e sudestedo Brasil. A composi¢c&o das fracdes, umidade, proteina, extrato etéreo, cinzasfoi
determinadaconformeaAOAC. A miristicinafoi determinadanas amostras de sementes, nafragdo lipidica
€ nos respectivos extratos hidrotérmicos e nainfusdo por meio de cromatografia gasosa. As sementes de
noz-moscada comercializadas na forma de pd apresentaram maior variabilidade em sua composicéo
centesimal, especialmente demonstrada pelo teor de nitrogénio (6 a 12%) e extrato etéreo (15 a 36%). O
procedimento proposto para determinar miristicinamostrou amel hor performance quando a determinacdo
foi realizada no extrato hidrotérmico da frac8o lipidica extraida a frio, sendo a recuperacéo de 88%, o
coeficiente devariacdo 9% e o limite de quantificacdo de 3 mg/g de amostra. Os maioresteoresde miristicina
foram encontrados no extrato hidroalcodlico da fragéo lipidica das sementes e do pé de noz-moscada,
respectivamente de 37 e 22 mg/g de amostra.

Palavras- chave. Myristicafragans, miristicina, composi¢ao.

ABSTRACT

The objective s of thisinvestigation was to establish a procedure for determining - miristicyn contentsin
nutmeg seeds, essential oil and liquid extract, in order to assess -the both benefic and toxic properties of
nutmeg. The powdered nutmeg and nutmeg seeds samples ef were collected from the south and southeast
regions of Brazil. Themoiture, protein, ether extract and ash contents were determined in accordance with
AOAC. Miristicyn was measured in ground nutmeg, in lipidic fraction and its respective hydrothermal
extract, and in the infusion by means of gas chromatography. The powdered nutmeg presented the
highest variation in its centesimal composition, particularly demonstrated by the nitrogen contents (from
6.0 t0 12.0%), and ether extract (from15.0 to 36.0%). The proposed procedure for determining miristicyn
showed the best results when it was performed in the hydrothermal extract derived from the lipidic
fraction, being the recuperation rate of 88.0%, 9% of coefficient variation, and the limit quantification of
sample was 3mg/g. The highest myristicin contents were found in the seed and powdered nutmeg
hydroal coholic extractsfrom lipidic fraction, being 37 and 22 mg/g respectively.

Keywords. Myristicafragans, miristicyn, composition.
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INTRODUCAO

A noz-moscada, Myristica fragans, Houtt, € uma planta
cultivada no oriente e que foi introduzida na cultura ocidental
aofinal daidademédia. A sementefoi originariamenteempregada
como condimento, tradicdo que se mantém até o presente em
preparacdes domeésticas e industriais de alimentos doces,
salgadosebebidas. A indlstriafarmacéutica, aexemplo dacultura
popular, emprega os 6leos essenciais desta semente para
formulagcdo de medicamentos para tratamento de infeccbes
respiratorias, problemas do aparelho digestivo e aromatizagéo
de cosméticos22.

A semente ralada ou o éleo de noz moscada, por seu
cardter sensorial de conferir aromaagradavel e sabor ligeiramente
picante aos alimentos sd0 empregados para preparo de uma
série de pratos doces e salgados de consumo didrio em diferentes
regides do pais’. As caracteristicas flavorizantes, o carater
conservador (antimicrobiano e antioxidante), anticancerigeno
bem como o efeito toxico da semente sdo atribuidos aos 6leos
essenciais que a constituem®878910.11 - A jngestdo deste
condimento, em quantidades ndo usuais, de modo acidental ou
intencional, tem causado intoxicacfes potencialmente letais,
caracterizadas por quadros excitatorios, alucinatérios e
distrbios no aparelho digestivo, como 0s mais
frequentes3,7,8,9,11,12_

Lee, Jeong e Kim*? identificaram no 6leo essencia da
semente de noz moscada varios componentes que séo
precursores metabolicos de compostos do tipo MDA
(metilenodioxianfetamina), aos quais podem ser atribuidos os
efeitos psicoativos observados quando do consumo em doses
elevadas. Segundo estes autores sd0 necessarias 20 gramas de
noz- moscada, para desencadear efeitos psicoativos e
alucinatorios. Nesta massa estdo contidos aproximadamente,
210mg de miristicina, 70mg de elemicina e 39mg de safrol, que
podem ser convertidos, “in vivo”, para as formas aminicas
potencial mente causadoras de dependéncia quimicasemel hante
a causada pelo consumo de anfetaminas. Randerath et al.°
demonstraram experimental mente a correl agéo entre 0 consumo
de miristicina e a formagao de adutos de DNA no figado de
animais de laboratorio. Lee et a.*? e Yun et a.*® estudaram o
metabolismo desta substancia em ratos e em humanos,
respectivamente, ficando demonstrado a oxidacéo pelo
citocromo P 450 e aexcregdo dasformas oxidativas pelaurina.

Efeitos benéficos também sdo atribuidos a miristicina
destacando-se dentre eles as acfes inseticidas, fungicidas e
ativador de glutationa S transferase prevenindo a formagéo de
tumores®#67811 A miristicina e seus derivados, com estas
propriedades funcionais controversas e demonstrado potencial
psicoativo, também podem ser encontrados em outros vegetais
tais como cenoura, pimenta preta e em 6leos essenciais de
diferentes agentes flavorizantes empregados no preparo de
bebidas tipo cola e acoodlicast2,

Considerando o0 uso deste condimento no preparo de
diversasformulagdes alimenticiasincluindo refrigerantes*>1214
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associados a outras fontes naturais de miristicina seria
interessante avaliar o risco/beneficio do consumo crénico deste
composto nas diferentes fragdes de noz-moscada empregadas
nadieta. Paraisto seriainteressante dispor de umametodologia
exequivel na maioria dos laboratérios que atuam avaliando a
qualidade de alimentos ou seus efeitos biol 4gicos.

Com propésito de contribuir para avaliacGes de
propriedades benéficas e/ou tdxicas danoz-moscadanasformas
usuai s de seu emprego, o objetivo destetrabalho foi estabel ecer
procedimento para determinar os teores de miristicina em
sementes, 6leo essencial e extrato aquoso de noz-moscada,
dasformas disponiveis comercialmente paraserem empregados
em formulagdes alimenticias e chas medicinais preparados em
nivel doméstico e industrial.

MATERIAL E METODOS

Amostragem, preparo e caracterizacao fisico-quimica
das amostras.

As amostras de noz-moscada adquiridas em
estabel ecimentos comerciais de cidades localizadas na regido
sul e sudeste do pais em diferentes pontos e periodos do ano
foram agrupadas, por similaridade de marcas comerciais, emtrés
lotes constituidos por sementes e trés com amostras em po.

As amostras em gréos foram trituradas em moinho de
facas da Marca Tecnal durante 40 segundos a 80g e os lotes
das amostras em p6 foram homogenei zadas com auxilio de pés.
Todos os lotes foram armazenados em frascos escuros
evacuados sob nitrogénio, guardados em ambiente fresco e ao
abrigo da luz até a ocasidao do emprego em determinacfes
analiticas.

A composicdo centesimal dasamostrasfoi determinada
conforme os procedimentos recomendados pela AOAC?®. As
fragBes analisadas foram: umidade em estufacom circulagdo de
ar a60°C até peso constante; cinzas em muflaa550°C durante 3
horas; extrato etéreo obtido em sistema Soxhlet apos refluxo
de 6 horas com hexano; proteina pelo micrométodo de Kjeldahl
empregando o fator 6,25 para conversdo do percentual de
nitrogénio em proteina.

Determinacdo demiristicina

Os diferentes lotes de amostras de noz-moscada em p6
e sementes foram homogeneizados e passaram a constituir dois
lotes, um homogeneizado das sementes e outro de noz-moscada
em pé moida. A partir deles foram preparados os extratos
hidrotérmicos, as fracGes lipidicas e seus respectivos extratos
hidrotérmicos, e os extratos aquosos para avaliar o contetido
demirigticina.

Estabelecimento de condigdes cromatogr éficas

Foi preparada uma solucéo estogue de miristicina
dissolvendo 100mg de padréo, adquirido da Sigma Chemical
Company, em 10mL de hexano. A solugdo padréo foi obtida
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diluindo 1mL de solugéo estoque em 25mL de hexano seguido
por homogeneizacdo da mistura em banho-ultra snico por 5
miNutos.

As condigbes cromatogréficas estabelecidas, pela
injecdo de 1uL de solugdo padréo, foram: injetor split/splitless
a250°C (aberturaaos0,75 minutos efluxo delimpeza0,75mL/
min), detector de ionizagdo de chama a 300°C, gas de arraste
hidrogéniol mL/minuto, colunacromatograficaDB-17 de30m,
com 0,25mm de didmetro interno. A programagéo dacolunafoi
50°C/1minuto, aumentando 8°C/minuto até 180°C totalizando
25 minutos. O tempo de retencdo do padrdo foi empregado
paraidentificar amiristicinanasamostras, sendo aconfirmagéo
de tempo de retencdo realizada por co-cromatografia com
concentragBes conhecidas de padréo.

Para construgéo da curva analitica foram preparadas
solugdes contendo 50, 100, 200, 300, 400 uL/mL deondeforam
injetadas 1uL no cromatdgrafo nas condicOes estabelecidas.
Darelagdo concentractes de padrdo injetadas e sinais analiticos
(érea do pico) registrados pelo software Star, versdo 4.1, foi
estabel ecida uma equagdo linear.

Deter minagdo demiristicinaem extrato hidr otérmicodanoz
moscada

Foram pesados 15 gramas de amostra que foram
submetidos a destilagdo por arraste a vapor em destilador tipo
Clevenger, recolhendo o destilado a temperatura de 55°C. O
volume a ser coletado foi padronizado pelo indice de refracéo
variando entre 1,3400 e 1,3700, determinado em refratdbmetro
tipo Abbé. O volumefinal do extrato foi aferido para25mL.

Para determinacdo cromatografica de miristicinaforam
tomados 5mL do extrato hidrotérmico que foi submetido a 3
particbes com 10mL hexano. As fragcdes hexanicas foram
reunidas e evaporadas sob atmosfera de nitrogénio. O extrato
seco foi dissolvido em 2mL de hexano sob agitagdo com banho
ultra sbnico sendo injetado 1uL em cromatografo gasoso nas
condicBes descritas acima.

Determinacaodemiristicinaem fracdo lipidicada sementede
noz moscada

A frag8o lipidica das amostras de noz-moscada foi
extraida a frio empregando o método de Bligh-Dyer®¢ (1959);
cujo procedimento consistiu em: pesar 5g de amostra moida a
qual foi adicionadade umamisturade 30mL de solu¢do metanol:
cloroférmio: agua(2:1:0,8). O volume de &gua acrescentado na
mistura levou em considerac8o a propor¢do de solventes e
conte(ido de umidade da amostra.

A misturafoi homogeneizadaem erlenmeier com tampa
por 30 minutosem agitador horizontal . Foram adicionados 7,5mL
de cloroférmio e 7,5mL de agua destilada seguindo-se a
homogeneizagdo por mais 30 minutos. Os solidos foram
separados por centrifugagdo e o sobrenadante foi submetido a
trés partices com 10mL de cloroférmio. As fragbes
clorofrmicas separadas nas lavagens foram avolumadas a
50mL dos quais 10mL foram coletados e secos em capsula de

porcel ana previamente tarada em estufa com circulaco dear a
60°C. A massaobtidaapdsasecagemfoi utilizadaparaestimar
o percentual de lipidios extraidos das amostras.

Ao restante do extrato cloroférmico foram adicionados
30mL deaguaeamisturafoi submetidaa3 particoescom 10mL
de hexano. Asaliquotas daparticao foram reunidas e evaporadas
em frascos escuros sob atmosfera de nitrogénio. No momento
da determinagdo cromatogréafica os extratos secos foram
dissolvidos em 2mL de hexano sob agitacdo em banho ultra
sonico e 1uL foi injetado em cromatograf o gasoso nas condi ¢oes
padronizadas.

Determinagdodemirigticinaem extratohidr otér micodafracéo
lipidica dassementesde noz-moscada.

O dleo extraido de 15g de amostramoida de noz-moscada
pelo método de Bligh e Dyer'¢ foi colocado em bal&o proprio do
destilador de Clevenger paraextragdo hidrotérmicadosvoléteis,
atemperaturade 55°C. O material condensado foi coletado em
frasco escuro sendo o volume col etado padronizado pelo indice
derefracdo, entre 1,3400 e 1,3700 medido em refratdmetro tipo
Abbé, sendo afragéo destilada pesadae o volumefinal aferido
para25mL.

Paradeterminacéo cromatograficaforam tomados 10mL
do extrato hidrotérmico que foram submetidos a 3 particoes
com 10mL de hexano. As fragdes hexénicas foram reunidas e
secas sob atmosfera de nitrogénio. Os extratos secos foram
dissolvidos em 2mL de hexano sob agitacdo em banho ultra-
sonico e 1uL injetado em cromatégrafo gasoso nas condicdes
padronizadas.

Deter minacdo demirigticinanafracdo aquosa desementesde
noz moscada

Os extratos aquosos foram obtidos considerando o
preparo doméstico de cha de noz-moscada. A 10g de pd de noz
moscada foram adicionados 250mL de aguafervente mantendo
a temperatura por 5 minutos em banho-maria fervente
(aproximadamente 98°C). O extrato aquoso foi resfriado e agitado
em agitador horizontal por 60 minutos em recipiente tapado,
sendo depois separados por filtragdo em papel defiltro. Foram
tomados 10mL de filtrado e efetuadas 3 particBes com hexano
gue reunidas foram evaporadas sob nitrogénio. No momento
da determinacdo cromatografica o extrato seco foi dissolvido
com 1mL dehexano e 1uL injetado em cromatgrafo gasoso nas
condic¢Bes padronizadas.

Avaliacdo da per formancedosprocedimentos

O limite de quantificacdo foi determinado diluindo cada
preparado até que o pico observado tivesse area equivalente a
do padréo de menor concentracdo de miristicina empregado
para a obtencdo da curva analitica. A recuperacgéo do
procedimento foi testada pela fortificagdo de aliquotas de noz-
moscadamoida com volume de solugdes de miristicinade modo
gue as concentragdes fossem 10; 20 e 30mg/g de amostra. Apos
18 horas de secagem a temperatura ambiente (25°C) foram
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observados os procedimentos descritos para cada fragéo
analisada, respectivamente extrato hidrotérmico das sementes,
fracdo lipidica, extrato hidrotérmico do 6leo bruto einfusio. A
Figura 1 apresentao fluxogramado procedimento adotado para
obtencdo de cada frac8o estudada.

RESULTADOS
Caracterizacaofisico-quimicadasamostras

A ANVISA?Y estabelece que noz-moscada pode ser
comercializada sob aforma de p6 ou sementes o que norteou a
coleta de amostras dos dois tipos. Durante a coleta foi
observado que ndo estavam disponiveis muitas marcas de noz
moscada nas diferentes regifes amostradas, sendo escolhidas
para comporem os lotes formados para andlise 3 marcas
disponiveis nas regides amostradas na forma de p6 e semente
inteira.

A variabilidade de composicdo quimica de tecidos
vegetais € influenciada por condigdes tais como solo, clima,
periodo de coleta, armazenamento, processamento e outras
variaveis bidticas e abidticas, e neste caso especifico da noz-
moscada estes aspectos sdo amplamente enfatizados pela
literatura,**4® o que tornou imprescindivel a caracterizacdo
dos lotes formados com as marcas coletadas antes da
continuidade do trabalho.

Os resultados da composi¢do, expressos como g/100g
das formas semente e pd de noz-moscada nos lotes formados
com as diferentes marcas estéo demonstrados na Tabela 1.

As fragBGes umidade e extrato etéreo foram as que
apresentam os maiores coeficientes de variagdo para a mesma
marca e consequentemente diferiram significativamente entre
as formas p6 ou semente. Os resultados da determinacdo da
matéria nitrogenada das amostras comercializadas sob aforma
de pd também diferiram significativamente entre si. Nafragéo
cinza foi verificada esta mesma tendéncia, ou sgja, os teores

‘/{ et
¥

[ Extragdo da fraglo lipidica > Extragio hidrotérmica

]\

] [ QObtengio de infusio aquosa }

[ Determinagdo cromatografica de miristicina J

Figura 1. Fluxograma das etapas da determinag@o de miristicina em pre-
parados de noz-moscada.
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encontrados nos pos foram superiores aos das sementes
inteiras. Segundo aANVISAY o teor deresiduo mineral fixo, em
noz-moscadando deve ser superior a 3%, portanto o encontrado
nos lotes analisados estdo conforme a norma especificada para
este quesito.

Mc Keeet al.® empregaram o método de arraste avapor,
recomendado pela ASTA (Official Analytical Methods of
American Spice Trade Association), para determinar o efeito
da moagem sobre a composi¢do de sementes de noz-moscada.
Os valores de umidade encontrados foram em torno de 6,8g/
100g, inferiores aos 8% recomendados pela US Federal
Specification. Os autores atribuiram a diferenca as perdas por
evaporagdo de vol atei s durante amoagem. No presentetrabalho
os valores obtidos foram superiores a estes valores, sugerindo
gue a determinagdo de umidade por gravimetria a baixas
temperaturas (60°C) com aerac8o ndo ocasionou aevaporacao
devolateis de formamarcadae nem o processo de moagem das
amostras antes da determinacéo.

Mc Keeet al .6 também extrairam lipidios com acetonae
refluxo tipo Soxleht das sementes de noz-moscada e osvalores
obtidosvariaram entre 22 e 46g/100g. Novamente avaribilidade
foi atribuidaao efeito das temperaturas de moagem das amostras
e a proépria caracteristica das sementes nos diferentes lotes
estudados. Osresultados apresentados naTabela 1, paraextrato
etéreo, apresentaram faixa de variagdo semelhante, sendo a
excegdo um lote de amostras comercializadas sob a forma de
particulados, ainda que, em termos de causas de variabilidade,
ndo se possa comparar os procedimentos adotados pelos
autores e o empregado neste trabal ho.

Oleosvolateisdenoz-moscada

Os teores de lipidios encontrados pela extragéo a frio
das amostras de noz-moscada em p6é e em semente foram
respectivamente 19g/100g (CV = 16%) e 33g/100g (CV = 13%)
com indicesderefracdo de 1,4516 (CV =1,4%) e 1,4612 (CV=
1,5%) respectivamente. Os percentuais lipidicos encontrados
foram menores que os da extracdo descontinua a quente
(Soxhlet), mantiveram a tendéncia de valores menores para as
amostras comercializadas sob a forma de pd, porém foram
comparaveis aos teores mencionados por Mc Kee et al.5 eem
sites sobre 0 tema noz-moscada e suas propriedades e usos ®.

Os resultados da destilagéo hidrotérmica dos 6leos
voléteis das amostras de noz-moscada e das fragGes lipidicas
extraidas afrio encontram-se naTabela2, bem como osindices
de refrag@o empregados como indicativo de uniformidade de
condicBes de destilagco e de coleta de destilado.

Os rendimentos do processo de extragdo hidrotérmica
dosvoléteis das amostras de noz-moscadaem péd foram menores
que os da fragdo lipidica, e consideravelmente inferiores aos
mencionados, 4,5 e 5,69/100g, da literatural*¢. Isto indica que
mesmo destilac8o sendo realizada por tempos superiores a 60
minutos o contato do vapor com o interior matriz sdlidando foi
suficiente para extrair os volateis, o que foi comprovado pela
constancia do indice de refraggo observada ao se redizar a
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destilacdo durante um intervalo de 3 horas. As sementes
comercializadas na forma de pd apresentavam rendimentos em
volétei s ainda menores que os das sementes inteiras, 0 que pode
estar também associ ado aperdas anteriores ao processo analitico.

Autores como Sanford e Heinz®; Soliman e Badeaef;
Hirasa e Takemasa,! e Tomaino et a.® mencionam grande
variabilidades no contelido de 6leos essenciais em vegetais
arométicos empregados como condimento, decorrentes das
condicBes de cultivo, preparo e armazenamento do material,
além dos efeitos inerentes da metodologia de determinagao.
No caso destetrabal ho, o extrato hidrotérmico dafraggo lipidica
das sementes de noz-moscadafoi 0 que apresentou rendimento
em voléteis semelhante aos citados pela literatura®3®.

Determinacdo demiristicina

Para determinar os tempos de retencdo da miristicina
nas condicdes cromatogréficas adotadas foram injetadas seis
repetices de padrdo na concentragdo de 200ng/uL, sendo
encontrado o tempo médio de 15,6 minutos com um coeficiente
de variacdo de 0,6%, o que demonstra a estabilidade das
condi¢Bes de aquisi¢do dos dados no equipamento. As
concentracdes de padréo injetadas para obtencdo da curva
analitica variaram entre 10 e 250ng/uL, sendo a relagdo
concentracdo x sinal representada pela equagdo 1.

y=0,31x +0,02r=0,99 (equacdo 1)

Tabela 1. Composi¢ao centesimal das amostras de noz-moscada expressos em g/100g.

Lotes umidade (CV %) cinzas(CV%) Proteinas(CV%)  Extrato etéreo (CV%) outros
1 10,3(15%)? 2,5(13%)? 5,9 (11%)? 36,0 (14%)? 453
2 9,3(17%)° 2,8(7%)? 9,5(6,9%)° 26,9 (13%)° 636
3 6,7 (9%)° 1,9(11%)° 12,9(9,5%)° 15,2 (6%)° 633
4 10,4 (12%)? 1,6 (8%)° 7,7 (5,0%)" 38,0 (14%)2 423
5 9,0 (15%)° 2,0(7%)® 8,3(6,3%)° 37,2 (14%)? 433
6 11,0(16%) 1,8(9%)° 6,8 (6,2%)" 38,6 (15%0)2 418

1,2,3: lotes constituidos por marcas de noz-moscada comercializadas em po
4,5,6: lotes constituidos por marcas de noz-moscada comercializadas como sementes

Letras diferentes: diferencasignificativaem nivel de 95%
CV% = coeficiente de variagdo de 6 determinagdes

Tabela 2. Contelido de 6leos voléteis e indice de refragdo de amostras de noz moscada.

Determinacdes

Noz-moscadamoida

Sementes de Noz-moscada

0/100g de 6leo no EH 0,6 (CV=5,3%) 1(Cv=70)
N®°EH 1,3411(CV =1,3%) 1,3631(CV =1,5%)
0/100g de 6leo EH dafragdo lipidica 3,6(CV=7%) 8,1 (CV=5%)

1% do 6leo EH dafracéo lipidica

1,3623(CV=1,2%)

1,3717 (CV="1,4%)

EH: extrato hidrotérmico; n): indice derefragcdo; CV = coeficiente de variagao;

Tabela 3. Caracteristicas do método para determinagdo de miristicina em Cromatografia Gasosa em diferentes fragdes de noz-

moscada.
Caracteristicas EH das sementes Fracdolipidica EH do 6leo bruto Infuséo
T retengdo(minutos) 15,6(CV=2,6%) 154 (CV=2,2%) 15,8(CV=2,9%) 15,3(CV=2%)
LD (ng) 10 10 10 10
LQ(mg/gam) 8 3 75
Recuperacéo média (%) 66 & 8 &
Repetibilidade (CV %) 16 10 9 ©

T retencao: tempo de retencéo; CV: coeficiente de variagdo; LD: limite de detecgao;

LQ: limite de quantificagé@o; EH: extrato hidrotérmico
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As caracteristicas do método padronizado para
determinac&o de miristicinano extrato hidrotérmico dasamostras
particuladas, na fragdo lipidica e seu respectivo extrato
hidrotérmico e na infusdo estéo apresentados na Tabela 3.

Osresultados das Tabelas 2 e 3 nortearam as estratégias
analiticas adotadas para determinar miristicina nas fragdes de
sementes e pé de noz-moscada. Os maiores limites de
quantificacdo e menores niveis de recuperacao e repetibilidade
foram encontrados para a determinac8o de miristicina nas
amostras de noz-maoscada em po, consistente com os menores
rendimentos em Gleos volétels anteriormente salientado.

Nos cromatogramas dos extratos hidrotérmicos das
sementes e de pd de noz-moscadas e de suasrespectivas fragdes
lipidicas e nainfusdo foram detectados seis picos, distintamente
separados entre si, como pode ser verificado na Figura 2. O
pico correspondente ao tempo de retencdo do padrdo de
miristicinafoi confirmado por co-cromatografiacom diferentes
concentragtes de padréo adicionadas aos extratos. Os teores
percentuais encontrados dos picos cromatograficos da
miristicina correspondiam a 22%; 33%; 19% e 24%
respectivamente.

Em 1981, Schenk e Damparsky*°relataram quediferentes
métodos cromatograficos até entdo empregados permitiam
identificar a presenca de 14 monoterpenos, 8 sesquiterpenos,
compostos insaturados e derivados de trans isbmeros de
alcooisinsaturados. Outros autores separaram 6leos essenciais
de noz-moscada por cromatografia gasosa e dentre eles
destacam-se Tomaino et al.'° que mencionaram a detecgéo 7
picos correspondentes ao o pineno, B pineno, sabineno, &
terpineno; terpinen-4-ol, safrol e miristicinaque correspondiaa
aproximadamente 35% do total dos picos detectados. Harvey®
determinou os componentes de extratos de noz-moscada em
acetato de etila derivados com trimetilsilil e encontrou 11
derivados de difenilpropanoides.

Na Tabela 4 estéo os resultados das determinagdes de
miristicina nas fragbes das amostras coletadas neste estudo

Miristicina

Figura 2. Cromatograma de extrato hidrotérmico de fragdo lipidica de
noz-moscada.
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separadas e quantificadas por cromatografia gasosa e as
estimativas do contelldo em grama da fragéo.

Osdados daTabela4 indicam que o emprego de 6leo de
noz-moscadacomo flavorizante de bebidastipo colaeem outras
formulagdes representaria 0 maior risco de consumo crénico
de miristicina para o consumidor, comparados aos valores da
fracdo lipidica e seus respectivos extratos hidrotérmicos. Os
teores de miristicina encontrados no extrato hidrotérmico das
sementesinteiras analisadas neste trabalho foram ligeiramente
superiores aos mencionados por Lee et al.'? (10mg/g amostra).

Considerando-se que amassamédiade umasemente de
noz moscada, usada para preparo de chas, possui em média 8g
gue sdo usados para preparo de infusdo em xicarade 200mL, o
consumo de todo o volume significaria umaingestéo estimada
de 104mg do composto. Os valores ingeridos quando a noz-
moscada é empregada para o preparo de molhos e doces como
po6 ou semente ralada ndo podem ser estimados em vista da
imprecisdo das medidas, mas o perfil de distribuicdo avaliado
faz supor que o aporte ndo acarretaria riscos de efeitos
psicoativos agudos a menos que outras fontes de miristicina
fossem associadas numa refeicéo.

Estas estimativas sugerem que seriam interessantes
estudos de efeitos cronicos da ingestédo de miristicina,
especial mente para os individuos jovens que consomem com
freqliéncia bebidas tipo cola e outros produtos flavorizados
com o 6leo essencia da semente.

Outro aspecto que corrobora com esta consideracéo foi
demonstrado por Yun et al.®® que ao estudar o metabolismo
oxidativo de enzimas microssomais de figado humano
determinaram que 0,176uM de miristicinaforam oxidados por
minuto por uM de enzimaresultando no principal metabolito 5-
alil-1-metoxy- 2,3 dihidroxybenzeno, excretado pelaurina. Estes
autores salientam que uma série de compostos da dieta
empregam esta mesma via de oxidagdo para excregdo e que 0
acumulo de miristicina pode ocorrer, em caso de efeitos
competitivos resultando em transtornos psicoativos. Estes
efeitos foram registrados pelo Centro de Envenenamento do
Texas, entre 0s anos de 1998 e 2004, sendo 65% dos casos
decorrentes de uso abusivo, nos demais ocorreram os sintomas

Tabela 4. Contetido de miristicinaem amostras de noz-moscada.

Fracdo noz-moscada ug/mL mg/g
de extrato de amostra
EH particulados 1 8
EH sementes 2 14
FL particulados 2z 18
FL de sementes 375 o)
EH/FL particulados 24 24
EH/FL sementes 363 374
Infuséo 4 10

EH: extrato hidrotérmico; FL: fragdo lipidica
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tipicos deintoxicagdo por outras substancias toxicas®. No caso
das amostras estudadas neste trabalho as estimativas de risco
mostram que este seriamaior quando se empreganoz-moscada
para preparo de infusdo ou os 6leos voléteis da semente.

CONCLUSAO

As sementes de noz moscada comercializadas naforma
de p6, empregadas neste trabalho, apresentam maior
variabilidade em sua composicdo centesimal, especialmente
demonstrada pelo teor de nitrogénio (6 a 13g/100g) e extrato
etéreo (15a36 9g/100g).

O procedimento proposto para determinar miristicina
mostrou a melhor performance quando a determinagao é
realizada no extrato hidrotérmico da fragdo lipidica extraida a
frio, especificamente representados por 88% de recuperacéo,
coeficiente de variagdo 9% e limite de quantificacdo de 3mg/g
de amostra. No extrato hidrotérmico da fracdo lipidica das
sementesinteirasfoi detectado o maior valor, 37mg/g.

Em vista dos teores de miristicina encontrados nos
preparados estudados seria recomendavel que se avaliasse 0
efeito do consumo crdénico de infusdes e bebidas preparadas
com noz-moscada ou seus 6leos essenciais.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi de avaliar quantitativamente a microbiotatotal e as bactérias produtoras de
histamina em camardes de cativeiro e de captura oriundos do comércio de Salvador-BA. Foram coletadas
40 amostras, sendo 20 de camardes provenientes de cativeiro e 20 de captura. As contagens de
microrganismos mesofilos e psicrotréficos e de bactérias presumivelmente histamina-positivas foram
realizadaem agar Niven, seguidade procedimento de confirmagéo dacapacidade de producdo de histamina
e de identificagdo das respectivas bactérias. As amostras de camardo de cativeiro apresentaram valor
maximo de 3,74 log UFC/g para bactérias mesdfilas e de 3,51 log UFC/g para psicrotroficas, os quais
estavam abaixo dos limites méximos estabel ecidos nas especificacfes de qualidade de pescado (7,0 log
UFC/g). Nasamostras de camar&o de captura os val ores maximosforam de 7,81 log UFC/g paramestfilas
e de 7,49 log UFC/g para psicrotréficas; esses valores excederam o limite maximo estabelecido pelos
padrdes, indicando elevada contaminacéo. Do total de amostras, 08 confirmaram a presenca de bactérias
produtoras de histamina (06 mestfilas e 02 psicrotrdficas), sendo amaioriados microrgani smos pertencente
afamilia Enterobacteriaceae. Portanto, a presencadesses microrganismos indicaaocorrénciade condi¢des
higiénicas sanitarias e de temperatura insatisfatérias na comercializacdo de pescados.

Palavr as-chave. histamina, camar&o, bactérias

ABSTRACT

This study was conducted with the objective of quantitatively assessing the total microbial count and the
histamine producing-bacteria in caught shrimps and in aquaculture-bred shrimps, which were sold in
Salvador-Bahia. Fourty samples were collected, being 50% of caught shrimps and the other twenty from
aquaculture. For performing mesophilic and psicotrophic microorganisms counts the Niven agar was
employed. Aquaculture shrimp samples presented a maximum value of 3.74 log CFU/g of mesophilic
bacteria and 3.51 log CFU/g of psycrotrophic microorganisms, which were below the maximum limits
values established for fish quality specifications criteria. In caught shrimp samples the maximum values
were 7.81 log CFU/g of mesophilic bacteria and 7.49 log CFU/g of psycrotrophic bacteria. Both values
exceeded the maximum limit established by legidation, and these findingsindicated ahigh rate of bacteria
contamination. Histamine producing - bacteria were found in eight samples, and the most of these
microorganisms belonged to Enterobacteriaceae family, which indicated the occurrence of the undesirable
conditions of hygiene and temperature in shrimp trading.

K ey wor ds. histamine, shrimp, bacteria
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INTRODUCAO

A producdo e comercializag8o de camardo estdo se
expandindo em diversos paises e se tornando uma das
atividades mais importantes do setor pesqueiro. Segundo a
Food and Agriculture Organization (FAO)?, no ano de 2005, a
producdo mundial de camardo chegou a 6 milhdes de t, sendo
gue a captura, proveniente do extrativismo, foi de
aproximadamente 3,42 milhdes det. Em 2005 o Brasil foi 0 6°
exportador mundial deste crustéceo e nos trés Ultimos anos
representou cerca de 52,5% do total das exportacdes de
pescado®.

O camaréo é um produto altamente perecivel devido ao
seu conteldo em proteinas, compostos nitrogenados néo
protéicos, aminoéacidos livres e elevada atividade de agua. Por
ser rico em proteinas é suscetivel aagdo autolitica das enzimas
proteoliticas musculares €/ou a deterioragdo microbianat®. As
enzimas proteoliticas presentes no suco géstrico e nos tecidos
provocam a decomposicdo, propiciando a disseminacdo de
microrganismos endégenos?. Além da microbiota normal, os
microrganismos contaminantes podem ser incorporados
durante a captura e, principalmente, na sua manipulagao”.

Os fatores intrinsecos relacionados a este produto,
juntamente com afalta de condic¢des higiénicas que véo desde
a captura até o beneficiamento, somados a temperaturas
inadequadas durante armazenamento, transporte e
comercializagdo sdo fatores que favorecem sua deterioragao®’
Além das perdas econdmicas do alimento, o desenvolvimento
microbiano podera levar a producgdo de aminas biogénicas, a
exemplo, da histamina, tornando o alimento impréprio para
consumo?.

A intoxicagdo alimentar por histaminaé conhecidacomo
“intoxicagdo escombrdéide”, tem sido observadaapds o consumo
de pescado com altos teores desta aminal®213, A producdo
de histamina é devida principalmente a um processo de
descarboxilacdo de histidinalivre pelaacdo daenzimaexdgena
histidina descarboxilase**®. No entanto, é essencia destacar
gue o processo de descarboxilagdo da histidina se deve a
atividade de varias espécies bacterianas presentes nos
pescados, uma vez que esta enzima ndo esta presente
naturalmente nostecidos dos mesmos!®141516, Verifica-se ainda,
que pescado contendo niveis expressivos de histamina nem
sempre evidenciam sinais aparentes de deterioragdo, porém seu
efeito téxico, pode causar danos a salde do consumidor®Y?,
Deste modo, o teor de histamina é considerado um parametro
ou indice de qualidade de alimentos, pois infere as condic¢les
higiénicos-sanitarias dos produtos marinhos'>*’.

A ingestdo de alimentos com niveis de histamina em
concentragBes acimade 100mg/100 g de alimento conferem risco
asalde publical’81°, As propriedades psicoativas e vasoativas
de algumas aminas biogénicas, especialmente histamina,
provocam efeitos téxicos e farmacol 6gicos®. O processo
patol 6gico daintoxicagdo por histamina caracteriza-se por um
periodo curto de incubagdo e duragdo. Os sintomas mais

freglientes s8o os cardiovascul ares, principa mente pal pitagdes,
urticarias, eritemas na face e regido do pescogo, disfagia,
podendo ocorrer choque anafilatico; os gastrointestinais, que
incluem dores abdominais, nduseas, vomitos, diarréia e os
neurol 6gicos com dores e inchacos relacionados as urticérias
eformigamento nalingua 22,

Observa-se que a maioria dos estudos referentes a
ocorrénciade histaminaem camar&o rel ata espécies de bactérias
mesofilas e psicrotréficas???, Bactérias da familia
Enterobacteriaceae sdo as mais ativas no processo de
descarboxilacdo da histidina, destacando-se as espécies
Enterobacter spp., Morganella morganii, Proteus vulgaris,
Hafnia alvei, e osgénerosKlebsiella, Escherichia, Aeromonas,
Vibrio, Pseudomonas e Clostridiunt©1923.24,

Neste contexto, a pesquisa objetivou avaliar
guantitativamente a microbiota bacteriana mesofila total,
psicrotréfica e histamina positiva presentes em camardes
comercializados na cidade de Salvador — BA.

MATERIAL E METODOS

As amostras foram coletadas em diferentes pontos de
vendada cidade de Salvador, sendo 20 provenientes de camar&o
decativeiro e 20 de captura, cadaumadel as com peso médio ao
redor de 0,5kg.

As amostras de camardo provenientes de cativeiro
encontravam-se congeladas e as de captura foram coletadas nas
condi¢des em que eram comerciaizadas em temperaturas que
variaram de 2,0°C a24,5°C. As amostras foram acondicionadas
em caixasisotérmicas contendo gel o elevadasimediatamente ao
Laboratério de Microbiologia de Alimentos da Faculdade de
Farméacia— UFBA, para o processamento das analises.

Para o preparo da suspensdo inicial, foram pesadas 25¢g
de cada amostra e colocadas em 225mL de agua peptonada
0,1%, em seguida homogeneizadas em homogeneizador de
pistdo. A partir dasuspensdoinicial foram preparadas diluiges
decimais sucessivas e 1ImL de cada dilui¢éo foi inoculado em
placade Petri, utilizando atécnicade“ pour plate”, o meio agar
Niven'® preparado com: triptona0,5%, extrato delevedura0,5%,
L-histidina2,7%, HCI 0,5%, NaCl 0,5%, CaCO3 0,1%, agar 2,0%,
evermelho de cresol 0,02%, com sobrecamada do mesmo meio,
para a contagem de microrganimos aerébios mesofilos e
psicrotroficos e bactérias presuntivas histamina-positivas. As
placas foram incubadas a temperatura de 35°C (mesofilos) e
20°C (psicrotroficos), por um periodo de 48 e 72 horas,
respectivamente. Ap0s o periodo de incubag8o, realizou-se a
contagem total de bactérias mesdfilas e psicrotréficas e das
coléniastipicas presuntivas histamina-positivas, caracterizadas
pela presenca de um halo arroxeado, indicando a a calinizagdo
do meio pela presenga da aminat®*?4, Os resultados foram
expressosem log UFC/g.

Para confirmacdo de bactérias histamina-positivas, as
coldnias com halo arroxeado foram inoculadas em tubos
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contendo tubo de Durhan invertido e o meio caldo Niven
modificado®?* preparado com: triptona0,5%, extrato delevedura
0,5%, L-histidina 2%, NaCl 0,5%, vermelho de bromocresol
0,02%. O teste positivo foi observado pela presenca de gés
nos tubos de Durhan e pela coloracéo roxa do meio.

As culturas puras obtidas a partir do inéculo do teste
confirmativo de bactérias histamina-positivas foram isoladas
em meio &gar Niven modificado® e, em seguida, identificadas
utilizando o kit API-20E® Enteric Identification System
(bioMérieux, Marcy I’ Etoile, France)®%. O kit contém 20 reagies
bioquimicas paraidentificagdo do isolado. Assim, cadaisolado
foi inoculado e incubado de acordo com as instrugbes do
fabricante.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em referéncia as contagens totais de bactérias em agar
Niven, asamostras de camardo de cativeiro apresentaram, para
0 grupo das mesdfilas, contagem variando de 1,84 log UFC/g a
3,74 log UFC/g, enquanto que no grupo das psicrotréficas de
<llog UFC/g a 3,51 log UFC/g. Os valores maximos obtidos
nas contagens de microrganismos mesofilos e psicrotroficos
em amostras de camar&o de cativeiro encontram-se abaixo do
limite sugerido para pescado?. Constatou-se que essas
amostras ndo apresentaram contagem de bactérias
presuntivamente histamina-positivas. A auséncia desses
microrganismos indica que esses camardes estédo sendo
beneficiados e comercializados em condi¢bes de higiene e

temperatura adequadas, pois 0os numeros e tipos de
microrganismos responsaveis pela producéo de aminas
biogénicas em pescados podem ser reduzidos e/ou inibidos
com o congelamento, prolongando a vida (til do produto®?,

Para as amostras de camardo de captura houve uma
variacdo de 4,23 log UFC/g a 7,81 log UFC/g na contagem de
mesdfilos e de 5,04 log UFC/g a 7,49 log UFC/g na de
psicrotroficos. Verificou-se na contagem de col6nias
presuntivamente histamina-positivas uma variagdo de 1,3 log
UFC/ga6,97 log UFC/g paramesdfilosede 11og UFC/g a 6,86
log UFC/g para psicrotroficos.

Estudosrealizados com amostras de camar&o de captura
conservadas em gel 0% relataram contagens de 5 log UFCg de
bactérias mesofilas e contagens superiores de bactérias
psicrotroficas. Nesse mesmo traba ho, os autores observaram
apresenca de bactérias histamina-positivas em uma popul agéo
de2log UFC/g. Ap6s 14 dias de estocagem em gel o, apopul agéo
microbiana aumentou para6 log UFC/g, além da deteccéo de
aminas biogénicas®.

A legidacdo brasileira?® ndo prevélimitesparaacontagem
em placas de bactérias aerdbias mesdfilas e psicrotroficas em
pescado porém sabe-se que popul agdes el evadas podem reduzir
a vida util do pescado®. A “International Comission on
Microbiological Specification for Foods’ (ICMFS) *! estabelece
o limite méximo de 7,0 log UFC/g para contagem padrdo de
placas de microrganismos aerébios para pescado?. Entretanto,
alguns pesqui sadores consideram critica contagem de mesofilos
acima de 6log UFC/g em pescados, mesmo ndo apresentando

Tabela 1. Amostras de camaréo de captura com coldnias presuntivas e confirmadas quanto a producdo de histamina.

Amostras Mesdfilos (35 °C) Psicrotréficos (20°C)
Colbnias presuntivas Colbnias confirmadas Colbnias presuntivas Col6nias confirmadas

o + - + -
(03 + - + -
6 - - + -
o7 + - + +
(02] + + + +
19 + + + +
20 + - + +
21 + + - -
2 + - - -
PA] + - - -
5 + + - -
%6 + + - -
27 + + - -
2 + - - -

Tota/14 13 03] o7 07!

(+) indicapresenca( - ) indicaauséncia
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alteragdes visiveis®,

Das 20 amostras de camaréo de captura, seis ndo
apresentaram desenvolvimento de col6nias presuntivas para
bactérias mesofilicas e psicrotréficas. De acordo com a Tabela
1, observa-se que no grupo das bactérias mestfilas, das 14
amostras com desenvolvimento microbiano, 13(92,85%)
apresentaram colOnias presuntivas histamina-positivas e seis
(42,85%) foram confirmadas quanto a capacidade de producéo
de histamina. Para o grupo das bactérias psicrotroficas, observa-
se que sete amostras (50%) apresentaram col 6nias presuntivas
histamina-positivas, e somente quatro (28,57%) confirmaram a
capacidade de producdo de histamina. Verifica-se na Tabela 1
gue das colbnias confirmadas histamina-positivas, quatro
(28,57%) pertencem exclusivamente ao grupo das mestfilas,
duas (14,29%) pertencem ao grupo das psicrotréficas, sendo
gue duas (14,29%) pertencem aos dois grupos. A confirmagdo
de bactéria histamina-positiva relata uma deficiéncia na
temperatura de acondicionamento das amostras de camardo de
captura.

Sabe-se que a conservacdo de camardo e outros
pescados em temperaturas elevadas por longos periodos é
favorével ao desenvolvimento da microbiota enddgena e dos
microrganismos contaminantes'*. Com isso, a variagéo da
temperatura de comercializagdo pode ter contribuido para
desenvolvimento de bactérias hi stamina-positivas nas amostras
de camardo de captura analisadas.

A presenca de espécies bacterianas histamina-positivas
€ relatada em temperaturas de aproximadamente 20°C em
pescados' e, foi demonstrado que temperatura de estocagem
de 22 °C favorece tanto a multiplicagéo de bactéria produtora
de histamina quanto a producdo dessa amina®®,

As bactérias mesofilas e psicrotroficas produtoras de
histaminas presentes em amostras de camardo de captura
foramidentificadas (kit API-20E®) e apresentadas na Tabela 2.
Do total de 18 amostras analisadas, percebe-se que a maior
propor¢do da microbiota mesofila identificada pertence a

familia Enterobacteriaceae, abrangendo o género
Enterobacter, seguida pela presenca da espécie Klebsiella
oxytoca. Com relag8o os microrganismos psicrotroficos
identificados, a bactéria Enterobacter cloacae € a espécie
predominante. Essa espécie foi identificada em maior
proporcdo tanto nos isolados mesdfilos quanto psicrotroficos
(38,8%). Verifica-se que as espécies Escherichia coli, Vibrio
fluvialis e Aeromonas spp. pertencem ao grupo de
microrganismos psi crotroficos.

Ao contrério do estudo apresentado na literatura??, as
espéci es bactérias histamina-positivas Aeromonas sp. e Vibrio
sp. foram detectadas em menor nimero, enquanto que a flora
bacteriana pertencente ao género Enterobacter foi identificada
em maior quantidade.

A predominéncia do género Enterobacter entre as
bactérias produtoras de histamina observada neste estudo
infere que as amostras de camardo de captura estavam sendo
comercializadas de maneira inadequada, uma vez que esses
microrganismos ndo fazem parte da sua flora normal. Alguns
autores constataram!®322 que a temperatura 6tima para o
desenvolvimento de bactérias da familia Enterobacteriaceae,
incluindo Enterobacter spp., relacionada a producgdo de
histamina, situa-se nafaixaentre 10°C e 25°C, coincidindo com
agquela encontrada quando no momento da colheita das
amostras.

CONCLUSAO

De acordo com o experimento e resultados obtidos
conclui-se que as condi¢cdes de beneficiamento e
comercializac8o foram adequadas para as amostras de camaréo
de cativeiro, reduzindo consideravelmente o desenvolvimento
de bactérias histamina-positivas.

A grande variac8o da temperatura de armazenamento e
comercializacdo das amostras de camar&o de captura, obtidas

Tabela 2. Bactérias produtoras de histaminaisoladas em amostras de camardo de captura.

Bactérias Grupos

Mesofilas Psicrotroficas Amostras %
Enterobacter cloacae ® 07 or 338
Klebsiella oxytoca o 07} 220
Enterobacter spp oL oL 56
Enterobacter agglomerans (018 (018 56
Escherichia coli - oL oL 56
Hafnia alvei 0oL 0oL 56
Vibrio metschnikovii oL - oL 56
Vibrio fluvialis - oL oL 56
Aeromonas spp - (018 (018 56
TOTAL 13 ® 18 100,0
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no comeércio local, justifica os altos valores de contagem total
de microrganismos mesofilos, psicrotroficos e histamina
positivos.

A confirmacgdo de bactérias histamina-positivas
pertencente a familia Enterobacteriaceae indica afalta de boas
préticas de fabricacdo e temperaturainadequada apds a captura.
Portanto, a presenca do género Enterobacter comprova que
as amostras de camardo de captura foram contaminadas por
microrganismos néo pertencentes a sua flora normal, o que
pode acarretar na formagao de histamina e uma possivel
intoxicagao alimentar histaminica ap6s o consumo.
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RESUMO

O Brasil é considerado o maior produtor de café do mundo. Entretanto, 0 maior volume de exportacéo
desse produto é feito na forma de gréos verde (commodity), que proporciona a oportunidade aos paises
importadores de industriaizar e comercializar o café na forma de outros produtos manufaturados de alto
valor agregado. Este trabalho teve por objetivo relatar o estudo realizado sobre procedimento alternativo
paraadiversificacdo e agregacéo de valor ao produto café no Brasil. Por meio daextrusdo termopl asticade
mistura de farinha de arroz e pé de café em diferentes concentragdes percentuais (15 e 20%) obteve-se a
farinha pré-cozida. Nas misturas contendo 15 e 20% de p6 de café, os teores de proteinas, carboidratos,
fibraalimentar e valor cal6rico foram maiores do que dafarinhade arroz pura. Foi observado um aumento
de concentragdo da maioria dos aminoacidos contidos na mistura pré-cozida, o que pode contribuir no
aumento dos teores de aminoécidos totais. Apesar do ligeiro incremento nos teores de lisina nas farinhas
pré-cozidas, quando estes foram comparados com a proteina de referéncia citada pela FAO/WHO, os
valores encontrados eram ainda limitantes para suprir as necessidades didrias requeridas pelas criangas
nas idades de 2 a 5 anos e de 10 a 12 anos. Na farinha pré-cozida a treonina apresentou valor limitante
apenas para criangas de 2 a 5 anos de idade.

Palavras-chave. arroz, café, composi ¢do quimica, aminoécidos.

ABSTRACT

Brazil is considered the most important coffee producer in the world. However, the largest volume of
exportation of this product is madein aform of green grains (commodity), which give the opportunity to
the importer countries to industrialize and to commercialize the coffee in a form of other manufactured
products of highly increased value. The aobjective of the present study was to propose an alternative
procedure in order to introduce diversity and to increase the market price to the coffee product. Blending
different percentages (15 and 20%) of roasted coffee powder and rice flour, and processing them by
extrusion cooking resulted in apre-cooked flour. The proximal composition of 15% and 20% blending pre-
cooked flour showed protein, carbohydrates, dietary fiber and cal oric valueswhich were higher than those
found inriceflour. For thisreason, probably the concentration increase of the majority of contained amino
acids aslysinein the pre-cooked composite flours might confer an increase in the total amino acidsrate .
Although, when this product was compared with a reference protein recommended by FAO/WHO, the
values were still restricted to supply the daily necessities required by children from 2 to 5 years old and
from 10 to 12 years old; on the other hand, the treonin aminoacid rate in pre-cooked flour showed to be
limiting for childrenfrom 2to 5 yearsold only.

K ey wor ds. rice, coffee, chemical composition, amino acid.
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INTRODUCAO

Os frutos de cafeeiro das duas espécies de café mais
cultivadas no mundo, do género Coffea, conhecidas como
arabica e robusta, apresentam diferencas tanto na composi¢céo
qguimica quanto no comportamento de seus componentes
durante o processo de torragdo*. Os componentes quimicos e
0s respectivos teores dados em porcentagens de matéria seca
para o gréo de café verde das duas espécies estdo distribuidos
daseguinteforma: cafeing, 0,9 a1,2%; lipidios, 12 a18%; &cidos
clorogénicos 5,5 a 8,0%; oligossacarideos, 6 a 8%;
polissacarideos, 50 a55% e aminoécidos, 2%, respectivamente.

O consumo de café no mundo estd associado
principal mente a satisfagdo dos consumidores em relagéo aos
atributos sensorias da bebida resultante da combinagéo
balanceada de sabores e aromas, que se tornam perceptiveis
apenas com o0 processo de torragdo dos gréos. Entretanto,
guanto maior o tempo e atemperatura de torrefacdo dos gréos,
maior serdo as perdas dos constituintes quimicos,
principal mente carboidratos, proteinas e aminoacidos™.

Cafés torrados e moidos de diferentes procedéncias
comerciais foram analisados. Além da presenca de minerais e
aminoacidos foi observado uma variagdo significativa nas
concentragdes média dos dados em g/100g de amostra dos
seguintes constituintes fisico-quimicos: umidade, 5,2 a 9,63;
proteinas, 13,76 a 17,69; lipideos, 6,93 a 11,12; carboidratos,
62,67 a71,96; cinzas, 4,56 a4,96; efibrabruta, 14,60 a21,48°.

O café é um dos poucos produtos que, mediante um
processo de torragdo severa, produz uma vitaminaimportante
para o metabolismo humano, aniacina. Durante atorrefacdo, a
trigonelina sofre desmetilacdo para formar a niacina, em
quantidades proximas a 20 mg 100g* de café torrado®.

A maior importanciado café como alimento nutracéutico
€ atribuido a presenca dos compostos fendlicos por sua
reconhecida caracteristica antioxidante in vitro, sendo os mais
conhecidos e importantes os écidos clorogénicos (ACG), os
quais se apresentam em maior quantidade no café®.

O café éum alimento complexo, e suacomposi¢cao pode
ser afetada por muitos fatores entre eles atorrefacéo, o blend e
o preparo da bebida. Cafés comerciais que apresentam forte
coloracdo escura indicam alto grau de torracéo e,
conseqlientemente, menores teores de trigonelina e acidos
clorogénicos por serem mais susceptiveis ao aguecimento®.

Por outro lado nos dltimos 10 anos o arroz em forma
dequirera, considerado de qualidadeinferior, tem sido utilizado
Como matéria-prima paraaelaboracdo de varios alimentos que
podem ser desenvolvidos através do processo de extrusdo,
como constituinte principal ou ingrediente em formulagdes na
elaboracdo de novos produtos, prontos semi-prontos, entre
outros para 0 consumo humano e animal®. Devido auma série
defatores durante o beneficiamento, perde-se cercade 20% da
producdo em forma de gréos quebrados: canjicdo, canjica e
quirera (equivalente a 1,3 milhdes de ton/ano). Entre as
principai s causas paraestas perdas, tem-seaorigem do material

aser beneficiado, isto €, se é procedente de sistemas de cultivo
sob irrigagdo ou de sequeiro, bem como a variedade e o tipo.
Outros fatores sdo 0 agjuste e tipo de maguinas usado no
beneficiamento. Os gréos quebrados e quirera possuem um
baixo valor de mercado e pequena parte deles é transformada
em produtos de alto valor agregado. Entretanto, apresenta o
mesmo valor nutricional que os gréos inteiros.

De acordo com Mendonga’, a composi¢&o nutricional
daquirerade arroz em g/100g de amostra € aseguinte: 9,81 de
proteinas; 0,62 delipideos; 0,78 defibras, 88,05 de carboidratos;
0,78% de cinzas e 397,02 Kcal. O arroz também apresenta
caracteristicas especiai s que devem ser mais bem aproveitadas.
Por exemplo, ndo € um alimento alergénico; existem variedades
com amplafaixadeteor de amilose, o que permite aselecdo de
acordo com afinalidade; ndo étoxico paraportadores de doenca
celiaca (podendo ser utilizado como substituto do trigo na
elaboragdo de produtos sem glaten); o pequeno tamanho dos
granul os de amido apresenta textura extremamente suave com
0 cozimento e sabor brando®; contém baixos niveis de sodio e
alta propor¢ao de amidos facilmente digeriveis®.

A extrusdo por suavez é um processo continuo, no qual
amatéria-primaéforcadaatravés de um sistemade compressao,
em condi¢Bes de mistura e aquecimento, pressdo e friccdo que
levam a gelatinizagdo do amido, a desnaturagéo de proteinas e
arupturade ligagdes de hidrogéni os'® que resultanaformatagdo
dos alimentos.

Nesse sentido, vérios trabalhos tém sido realizados
utilizando o processo de extruséo e a farinha de arroz para
promover aformulag&o de alimentos mais saudavels, rico em
fibras e outros componentes que o caracterizam como alimento
funcional ou nutracéutico, além das possibilidades de
diversificacdo de novos produtos que atendam as atuais
necessidades dos consumidores principalmente em relacéo a
saude. Como exemplos mais recentes desses produtos,
podemoscitar asfarinhas mistas pré-gelatinizadas de arroz com
casca de jabuticabal’; farinhainstantanea a base de amaranto e
quirerade arroz’ macarrao pré-cozido abase de quinoaintegral
e arroz*?, farinha pré-cozida de milho e soja®® farinhas
instantaneas elaboradas a base de milho, caseina e extrato de
leveduras™, mingaus de arroz com cascade soja’®, entre outros.

O objetivo deste trabalho foi determinar a composi¢éo
guimica e o perfil de aminoacidos de misturas extrusadas de
arroz com pé de café para avaliar seu valor nutricional e
possibilidades de uso na elaboracdo de derivados para
alimentagdo humana.

MATERIAL E METODOS

Material

As matérias-primas utilizadas para a realizagdo do
presente estudo foram: quirera de arroz branco (Oryza sativa,
L.) 10 sacos de 5 quilos retirados aleatoriamente do mesmo
lote, perfazendo um total de 50kg e café torrado e moido (Coffea
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arabica L.) 20 pacotes de 500 gramas cada, também do mesmo
lote, obtido por torra tradicional segundo especificagdo do
fabricante, totalizando 10kg. Todaamatéria-primautilizadaneste
trabalho foi adquirida no comércio de Campo Grande (Rio de
Janeiro - RJ), em marco de 2006.

Preparodasfarinhaspré-cozidas

Ap0s o processo de extrusao das misturas de arroz com
po de café, os extrusados foram secos por 15 horas em estufaa
50°C e moidos em peneira de 0,5mm. As amostras que
apresentaram os melhores parémetros tecnol égicos de indice
de absorcéo e solubilidade em &gua, submetidos aos seguintes
parémetros de processamento: Tratamento 1 (Umidade= 16%;
Temperaturadaultimazonade aquecimento= 180°C e Percentual
de p6 de café namistura= 20%); e Tratamento T2 (Umidade=
15%; Temperatura da ultima zona de aguecimento= 160°C e
Percentual de pé de café namistura= 15%), foram as escolhidas.
Parafins comparativos das misturas pré-cozidas, utilizaram-se
dados de composicdo centesimal e perfil de aminoacidos de
quirerade arroz e po de café citados na literatura.

Mé&odos

Andlises quimicas das misturas pré-cozidas de farinha de
arroz com podecafépor extrusioter moplastica.

Asandlises de composi¢ao quimicaforam realizadasem
triplicatas nos Laboratérios de Andlises Fisica e Quimica da
EmbrapaAgroindistriade Alimentos— RJ, segundo as normas
oficiais. As seguintes andlises foram feitas:

Lipideos

O extrato etéreo foi determinado utilizando-se o extrator
Soxhlet, segundo a metodologia da Association of Official
Analytical Chemists — AOAC?, método 945.38. Por esse
meétodo, o teor de lipideo foi obtido por meio da extracdo com
solvente organico, éter de petréleo, seguido da remocgéo, por
evaporacdo, do solvente.

Proteinas

O teor de nitrogénio total da amostra foi determinado
pelo procedimento do Kjeldahl tradicional, segundo a
metodologia da AACCY, método 46-13. Para o cédlculo da
proteina bruta, multiplicou-se o fator nitrogénio (N) por 6,25
para as farinhas de arroz e para o café torrado e moido.

Cinzas

As cinzas foram determinadas por incineracéo do
material em muflaa550°C, segundo ametodologiadaAOAC?,
método 923.03, e representam o teor total de substancias
inorgénicas presentes na amostra.

Fibras

O teor de fibra brutafoi determinado de acordo com o
procedimento descrito pelaAOAC, método 978.10.
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Carboidratos

Foram determinados pela diferenca entre a massa seca
total (100%) e a soma das porcentagens determinadas de
proteina, extrato etéreo, cinzas e fibras.

Valor calérico

O valor caldrico foi calculado usando os fatores de
conversdo de Atwater de 4kcal/100g para carboidratos e
proteinas e 9kcal/100g para lipideos segundo Anderson et al @,

Perfil deaminoéacidos

O perfil de amino&cidos foi determinado em aparelho
marca DIONEX, modelo DX 300, ap6s hidrélise acida. Paraa
hidrolise pesou-se, em triplicata, quantidade de amostra
contendo aproximadamente 25mg de proteina, a qual foi
processada seguindo as recomendagdes gerais de Spackman
eta’.

Andlise estatistica

Paraaobtencéo de dados dacomposi¢éo quimicae perfil
de aminoécidos aproximados, foram feitasandlisesdevariancia
(ANOVA), com posterior comparagéo das diferencas entre as
médias pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade, utilizando o programa estatistico SISVARZ.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Composi¢éo centesimal

Os resultados das andlises da composi¢ao quimica das
misturas extrusadas de arroz com o po de café, tratamentos com
15% e 20% de po de café namisturarespectivamente (T1,., ) e
(T2,,,) e de valores da composicdo centesmal da quirera de
arroz edo po de café citados naliteratura parafins comparativos
estéo apresentados na Tabela 1. Os valores médios dos teores
de cada variavel analisada foram expressos em g/100g de
amostra.

Na Tabela 1, observa-se que nas farinhas mistas
extrusadas de arroz com p6 de café os constituintes quimicos,
lipidios, cinzas, carboidratos e valor cal 6rico ndo apresentaram
diferencas significativas entre si para os dois tratamentos. A
literatura cita um teor médio de lipideos para o p6 de café
variando de 6,93 a 11,12g/100g de amostras. Entretanto, os
teores de lipideos presentes nas farinhas pré-cozidas, com 0,80
e 1,09/100g de amostra apresentaram-se baixos, quando
comparados com osteores de lipideos citados naliteratura para
po de café de diferentes procedénciascomerciais®. Estadiferenca
pode ser atribuida a degradacao dos 6leos durante o processo
de extrusdo, bem como a menor quantidade de p6 de café
misturado com afarinhadearroz.

Os teores de cinzas das farinhas extrusadas
apresentaram valores proximos entre si, ndo sendo observado
ainfluénciadamaior quantidade de cinzas citados para o p6 de
cafénaliteratura.
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A quantidade de carboidratos no pé de café varia entre
62,67 a71,969/100g de amostra®, e paraaquirerade arroz, em
meédia 88,05g/100g de amostra’. Observa-se, no entanto, que
apesar dos elevados teores de carboidratos citado parao p6 de
café e aquirerade arroz, houve umaligeira reducéo nos teores
dos carboidratos das farinhas extrusadas. Esse fato pode ser
atribuido areducéo da quantidade de farinha de arroz utilizada
namisturacom café, bem como, aparticipagdo de determinados
carboidratos nas reagdes de Maillard ou caramelizagdo, que
contribuem para a formagao das caracteristicas sensoriais de
cor, aroma e sabor dos alimentos a base de amido ou
carboidratos®.

O teor médio de proteina bruta do p6 de café varia de
13,76 a17,69g/100 de amostra®, antes da extrusao, superior ao
citado para a quirera de arroz com 9,81g/100g de amostra’. O
percentual de p6 de café (15 e 20%) extrusado namisturacoma
quirera de arroz contribuiu para um ligeiro acréscimo deste
constituinte nas farinhas mistas extrusadas o que resultou
numadiferencaestati sticamente significativa (p> 0,05) entre os
doistratamentos. Extrusando farinhade arroz com sojaintegral
e quirera de arroz com casca de jabuticabaem diferentes
proporcOes, Maia et al'> e Ascheri et al*t, também observaram
aumento significativo nos teores de proteina bruta.

Geralmente tem-se observado que as farinhas cozidas
por extrusdo a base de arroz sdo boas fontes energéticas, porém
pobres em fibras. Entende-se por fibra alimentar a parte
remanescente da porcéo comestivel, ou de carboidratos
andlogos que sdo resistentes a digestdo e a absorcao no
intestino delgado humano, com fermentac&o compl etaou parcial
no intestino grosso?. A fibraaimentar inclui polissacarideos,
oligossacarideos, lignina e outras substancias associadas.
Dreher®, citaqueafibraalimentar promove efeitosfisiol 6gicos
benéficos ao ser humano, como laxativo, atenuagdo do

colesterol sanguineo e€/ou da glicose sanguinea. Segundo
Fischer et al?* as duas maiores fragdes que constituem os
polissacarideos ndo celuldsico presentes no gréo de café,
galactomananos e arabinogal actomananos sdo insollveis em
agua.

Observa-se, na Tabela 2, que as farinhas mistas
extrusadas apresentaram aumento significativo nas
quantidades de fibras totais com 2,30 a 3,09/100g de amostra,
gquando comparado com a quirera de arroz pura que apresenta
somente 0,78g/100g de amostra. Selevar em consideracéo que
0 maior percentual namisturafoi de quirerade arrozcom 75 e
80% na mistura com o pd de café, para os dois tratamentos
respectivamente, verifica-se que os percentuais de 15 e 20% de
po de café adicionado na mistura foram os responsaveis pelo
incremento nos teores de fibra das farinhas pré-cozidas. De
acordo com Dreher?, alimentos que apresentam teor de fibras
entre 2 a 3% pode ser considerado boafonte defibraaimentar.
Segundo o regulamento técnico do Ministério da Agricultura
Pecuéria e Abastecimento referente a informagdo nutricional
complementar (Portaria n® 27), o alimento sdlido pode ser
considerado como fonte de fibra alimentar quando apresentar
3g/100g de amostra e, para alimentos liquidos, 1,59/100mL ;
ambos devem ser considerados em base integral. Entretanto,
alimentos que apresentarem o dobro desse conteldo podem
ser considerados de elevado teor de fibras®.

Osvalorescal 6ricosdasfarinhas pré-cozidas, com 373,32
e 373,80kcal/100g, apresentaram-se menores em comparacdo
com os valores observados naliteratura paraquirerade arroz e
p6 decafé, com 397,02 e419,08kcal/100g, respectivamente. Esta
diferenca pode ser atribuida principal mente a diminuicdo dos
valores de proteinas, carboidrato e lipideos presentes nas
farinhas extrusadas em comparagdo as suas matérias-primas, ja
gue o calculo parase obter areferénciado valor cal6rico de um

Tabela 1. Resultados da andlise de composi¢ao centesimal realizada nas misturas pré-cozidas de farinha de arroz com p6 de café
(15% e 20%) expressos em (g/100g) de amostra e de valores citados naliteratura para quirera de arroz e café torrado e moido.

Composi¢do em (g/100g)* Misturas extrusadas Valores reportados
dequireradearroz naliteraturaem
com po de café 0/100g de amostra
T1,, T2, Quireradearroz’ P6 de café comercial®

Lipideos 0,80+06a 1,00+0,3a 062 6,93a11,12
Proteina bruta 10,22+0,3b 11,50+ 04a 981 13,76a17,69
Carboidratos totais* 81,00+0,5a 80,22+ 0,5a 83,05 62,67a71,96
Cinzas 1,04+08a 1,27+0,01a 0,78 4,56a4,96
Fibras totais 2,30+0,1b 3,0+0,02a 0,78 14,60a21,48
Valor calérico (Kcal)** 373,32+0,2a 373,80+0,5a 397,02 419,08

Mediadetrés (3) determinagdes + o desvio padréo. * Obtidos por diferenca (100-proteina-li pideos-cinzas-fibra bruta); **Valor
cal érico em Cal/100g; (T1 - Tratamento 1 (U=16%; T= 180°C; M= 20%); T2 —Tratamento 2 (U=15%; T= 160°C; M= 15%) "9,
Dados citados na literatura para fins comparativos. Letras mindsculas iguais na linha ndo diferem estatisticamente entre s,

pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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alimento leva em considerac8o o teor destes trés constituintes
quimicos.

A atua legislacdo que regulamenta os novos Valores
Diarios de Referéncias para efeito de rotulagem de alimentos
preconiza valor calorico total diario de 2.000kcal, sendo
distribuido daseguinte forma: carboidratos—300g/dia, devendo
corresponder a60% do valor caldricototal diario recomendado;
proteinas — 75g/dia, correspondendo a 15% do valor caldrico
total diario recomendado; efibraalimentar - 22g/dia?. Com base
nas recomendagdes regulamentadas pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria— ANV ISA pode-se dizer que os alimentos
elaborados a base das farinhas pré-cozidas de arroz com po de
café podem contribuir para uma alimentacéo mais saudavel.

Perfil de aminoacidos das farinhas mistas extrusadas de
quirera de arroz com po de café e de valores citados na
literatura paraambasasmatérias-primas.

Os teores de aminoacidos das misturas pré-cozidas de
po de café com arroz foram expressos em g/100g de amostra e
estdo apresentados na Tabela 2, sendo comparado com valores
citados naliteratura paraambas as matérias-primas, bem como,
com valores de referénciainternacional.

O adequado tratamento térmico favorece o aumento do
valor nutricional de produtos alimenticios devido a
desnaturacéo de proteinas, além de melhorar as caracteristicas
sensoriaiscomo sabor, cor, texturae aparéncia, inativar enzimas,
fatores antinutricionai s € microrgani smos.

Observarse, naTabela2, queamisturapré-cozidado pé
de café com a farinha de arroz apresentou um aumento
significativo nos teores da maioria dos aminoéacidos quando
comparados com os valores citados para as matérias-primas
individuais, o que contribuiu para elevar os teores de
aminoécidos totais.

Quando se comparam o teor dos aminoacidos totais
presentes no poé de café e na farinha de arroz crua, adiferenca
€ ainda maior. Entretanto, apesar do ligeiro incremento nos
teores de lisina nas farinhas pré-cozidas, os valores
encontrados ainda apresentam-se limitantes, quando
comparados com uma proteina de referéncia citada pela FAO/
WHO?%, para suprir as necessidades diérias requeridas pelo
organismo de criancas naidade de 2 a5 anos e 10 a 12 anos.
Entretanto, para adultos o valor se apresenta superior aos
recomendados. A treonina apresenta-se limitante apenas para
individuos com idade entre 2 e 5 anos.

Tabela 2 Perfil de aminoacidos das farinhas mistas extrusadas de quirerade arroz com pé de café em comparacdo com o padréo
sugerido pelaFAO/WHO? paracriangas em idade pré-escolar, idade de 10 a 12 anos e adultos em g/100g daamostraem base seca.

Misturas pré-cozidas

**\alores citados na Valoresdereferéncia

de arroz com p6 de café literaturaem g/100g de amostra internacional

Aminoécidos* L T2, P6 de café® Quireradearroz’ FAO/WHO
Ac. Aspartico 7,82a 7,50b 48 78 -

Ac. Glutamico 15,0b 155a 946 185 -
Serina 45a 38b 0,79 34 -
Histidina 25a 30b 19 1,8 19
Glicina 44a 49b 306 17 -
Treonina 2,8'a 3,0ta 1,14 2,7 34
Alanina 51b 56a 292 40 -
Arginina 88a 8,1b 140 42 -
Tirosina 48a 54a 266 33 -
Cigtina ND ND ND 13 -
Vdina 51b 55a 35 37 35
Metionina ND ND ND 11 -
Fenilalanina 50b 55a 336 33 -
Isoleucina 37a 40a 2,6 2,8 28
Leucina 74b 82a 55 57 6,6
Lisna 4,0'a 36'a 39 1,7t 58
Prolina 6,1la 64a 375 0,6 -
Aminoéacidos totais 87,02B 90A 50,68 67,6 -

*Media de trés (3) determinacles; !Aminoacidos limitante. (ND)= ndo determinado.**Dados citados na literatura para fins
comparativos. Letras mindscul as e mailisculasiguais nalinhando diferem estatisticamente entre si, pel o teste de Scott-K nott a5%

de probabilidade.
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Apesar de se tratar de um produto elaborado em
condicdes de processamento que envolve alta temperatura e
presséo, e sabendo-se que alguns aminoéacidos sao altamente
reativos, principalmente alisina, sugere-se que houve efeito
complementar mituo entre o pé de café e afarinha de arroz
apos o pré-cozimento, contribuindo, assim, para a melhoria
do valor nutricional de ambas as farinhas pré-cozidas.

Segundo Sgarbiere® o valor nutricional dos alimentos,
como digestibilidade, biodisponibilidade de aminoécidos e
valor biol6gico, € melhorado pela desnaturagéo de proteinas.

Alvim*, trabalhando com a extrusdo da mistura de
farinha a base de milho, caseina e derivados de levedura em
diferentes concentracdes, observaram deficiéncianosvalores
de lisina e treonina em alguns tipos de farinhas obtidas em
seu experimento em relacdo aos padrdes internacionais.
Mendonga’ obteve farinha instantdnea a partir da mistura de
amaranto integral e quirera de arroz. O autor ndo observou
deficiéncia de lisina e treonina nas farinhas instantaneas
obtidas da mistura destes alimentos. Porém, observou valor
limitante delisina, treoninae histidinanaquirerade arroz, ndo
sendo verificada nenhuma deficiéncia nos aminoécidos da
farinha de quinoaintegral.

No presente estudo observou-se deficiéncia nos teores
de aminoacidos do p6 de café citados na literatura em
comparagdo com os padroes da FAO/WHQO? para treonina,
isoleucing, leucina e lisina. Para a farinha de arroz a maior
deficiénciafoi observadaparao aminoécido lisina. A metionina
e acisteina, considerados aminoécidos essenciais, ndo foram
determinadas nas farinhas pré-cozidas, por isso ndo foi
possivel fazer nenhuma consideracdo sobre estes
constituintes.

CONCLUSOES

Asfarinhas pré-cozidas apresentaram melhores valores
nutricionais, principalmente em relago ao teor de proteinas
brutas e fibras totais, quando comparadas com a farinha de
quireradearroz, podendo contribuir paraumaalimentacdo mais
saudéavel;

Os aminoéacidos presentes no pé de café apresentaram
deficiénciaem comparagdo com os padrdes da FAO/WHO para
treoning, isoleucing, leucinaelising;

Paraafarinhade arroz amaior deficiénciafoi observada
para o aminoéacido lising;

A mistura pré-cozida da farinha de arroz com o p6 de
café apresentou um ligeiro aumento nos teores da maioria dos
aminoécidos, o que contribuiu para elevar os teores de
aminoécidos totais;

Osteores de carboidratostotai s nasfarinhas pré-cozidas
ndo apresentaram diferencas significativas entre seus valores,
entretanto diminuiram quando comparadas com os teores
observados na quirera de arroz.
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RESUMO

Em virtude das |esBes granulomatosas em animais e humanos aparentemente demonstrarem as mesmas
ateracdes histoldgicas, poucas dados existem sobre as ateragdes patobioquimicas relacionadas aos
carboidratos expressos pelos tecidos parasitados pelo S mansoni. Neste trabal ho, os resultados indicam
que todas as lectinas testadas evidenciaram padrdes de marcacdo diferenciados no tegumento do ovo do
parasita e no granuloma periovular. A lectina WGA (Wheat germ agglutinin) apresentou uma intensa
marcagao do sistemaovo-granuloma (SOG) na esqui stossomose experimental, enquanto que nas amostras
teciduais humanas aWGA, LTA (Lotus tetragonolobus agglutinin) e PNA (Peanut agglutinin) marcaram
apenas 0 ovo de S. mansoni. A lectina UEA-I (Ulex europaeus agglutinin) marcou de formaincipiente e
inespecifica 0 SOG; por outro lado, a LTA marcou preferencialmente os anéis de fibrose do granuloma
hepéatico em humanos. Houve intensa marcagdo da WGA no SOG e no ovo de S. mansoni, enquanto que
aPNA marcou apenas 0 ovo do parasita, o qual indica a presenca de residuos de n-acetil-glucosamina e
galactose, respectivamente. AslectinasWGA, PNA e Con A (Concanavalin agglutinin) falharam nadisting@o
de tipos celulares encontrados no granuloma tanto experimental como humano. Conclui-se que aanalise
histoquimica com o uso de lectinas é uma ferramenta Util na investigacdo de alteracfes bioquimicas
especificas que caracterizam a esguistossomose humana e experimental .

Palavr as-chave. lectinas, histoquimica, granuloma, esquistossomose.

ABSTRACT

Some granulomatouslesionsin animalsand in humans show the same histological pattern. However, there
is no complete information on patho-biochemical alterations related to carbohydrate expression in
Shistosoma mansoni-infected tissues. In the present study, it was shown that all tested lectins presented
distinct staining patterns on both parasite egg-tegument and peri-ovular granuloma. The wheat germ
agglutinin (WGA) lectin showed an intense staining on egg-granuloma system (EGS) in the experimental
schistosomiasis, whereas the WGA, Lotus tetragonol obus aggutinin (LTA) and peanut agglutinin (PNA)
lectins stained only the S. mansoni egg in human patients material. The Ulex europaeus| agglutinin (UEA-
1) showed aweak and nonspecific staining pattern on EGSin both human and experimental models. Onthe
other hand, the LTA lectin only stained the fibrosisring of human hepatic granuloma. The intense staining
pattern on both EGS and S mansoni egg by WGA, and the solely S. mansoni egg staining by PNA lectin
indicated the presence of n-acetil-glycosamine and galactose moieties, respectively. WGA, PNA, and
Concanavalin agglutinin (Con A) failed to discriminate the cells type found in granuloma. In conclusion,
lectin using-histochemical analysisisanimportant tool for investigating the specific biochemical aterations
in experimental and human schistosomiasis.

K ey wor ds. lectin, schistosomiasis, granuloma, histochemistry.
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INTRODUCAO

No Brasil, aesquistossomosefoi detectadaem 19 das 27
unidades federadas e o nimero estimado de portadores de
esqui stossomose no pais éde 2,5 milhdes, com aproximadamente
26 milhdes de habitantes expostos ao risco, segundo pesquisa
da Fundagdo Nacional de Salde'.

A Esquistossomose € umadoencagranul omatosa cronica
onde as lesBes inflamatoérias sdo imunorreguladas por
substancias secretadas pelos ovos do parasita nos tecidos do
hospedeiro induzindo o surgimento das principais manifestagdes
patol 6gicas da doenga?.

O granuloma é uma reacéo inflamatdria crénica focal
caracterizado por uma colecéo de células do sistemafagociti co-
monocitério com ou sem aadicao de outros tipos celulares®. As
células do sistema fagocitico-monocitario sdo organizadas e
compactadas e célul as epiteli6ides predominam umadasformas
de granuloma’.

O tegumento dos ovos de Schistosoma mansoni tem
uma estrutura complexa ancorada em um citoesguel eto externo
rico em carboidratos com caracteristicas extremamente dindmicas
permitindo diversasinteracGes entre o parasitae o hospedeiro®®.

L ectinas s8o glicoproteinas, de origem ndo-imunol égica,
gue se ligam especificamente a carboidratos reconhecendo
carboidratos livres ou conjugados nas superficies celulares
através de sitios especificos de ligagéo’.

Devido aofato daslectinas geramente apresentarem alta
especificidade para determinados carboidratos, elas séo
utilizadas como instrumentos de apoio ao diagndstico
microbiol6gico® e no monitoramento dos ciclos de
desenvolvimento de parasitas’. Evidénciasapartir dautilizagdo
da histoquimica com lectinas indicam a presenca de
glicoconjugados na membrana superficial do Schistosoma nos
vérios estagios de vida (ovo, esquistossdbmul o e verme adulto)°.
Mesmo assim, muitas das mudancas patobioquimicas que
ocorrem nas popul agdes celulares de 6rgdos como o figado e o
intestino durante a infeccdo por S. mansoni, ainda s&o
desconhecidas™ e pouca atencéo tem sido dada a fisiologia do
ovo deste parasita enquanto residente nos granulomas
hepaticos®?.

Mudangas qualitativas e quantitativas nos
glicoconjugados das membranas celulares tornam-se altamente
significativas no desenvolvimento e evolu¢éo de muitas
doencas®, e as lectinas podem ser ferramentas Uteis no
diagndstico e prognostico™. As interagdes lectina-carboidratos
tem sido aplicadas no entendimento de muitas parasitoses, desde
0s estégios iniciais da infeccdo até o desencadeamento da
resposta imune dos hospedeiros. Devido ao fato das lesbes
granulomatosas em animais e humanos aparentemente
demonstrarem 0 mesmo padréo de aterages, pouco ainda se
sabe sobre a ativagdo do sistema imune a partir de antigenos
carboidratados expressos pelo S, mansoni.

Desta forma, este estudo visou comparar os padrdes de
marcacgdo de diferentes lectinas do sistema ovo-granuloma
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hepético, durante a esguistossomiase humana e experimental
em camundongos.

MATERIAL E METODOS

M odelo experimental

Oito camundongos abinos foram expostos a uma cepa
local (S&o Lourenco da Mata) de S. mansoni isolada da
Biomphalaria. glabrata. A infecgdo dos animais foi efetuada
através daimersdo da cauda (2h), em solugdo aquosa contendo
uma suspensao com 50 cercarias previamente contadas com
auxilio de lupa estereoscopica (Olympus SZ60). Aos 40 dias
apos a infecgéo foram perfundidos e sacrificados, sendo
imediatamente removidos os fragmentos de figado, totalizando
40 secOes.

ModdoHumano

Foram selecionados 10 blocos de parafina dos arquivos
do Setor de Patologiado L aboratério de Imunopatol ogiaK eizo
Asami (LIKA) provenientes de pacientes portadores de
esquistossomose mansbnica na forma hepatoesplénica,
submetidos abi 6psia hepéticaderatinano Hospital dasClinicas
da Universidade Federal de Pernambuco.

PreparacdoHistolGgica

Foram selecionados trés fragmentos do figado
(0,8x0,8x0,8cm), preservados em solugéo de formalinaa 10%
tamponada. Em seguida, foram submetidos arotinahistol 6gica
e incluidos em parafina a fim de se obter cortes histol 6gicos
(4um) que posteriormente foram corados pela hematoxilina-
eosina, sendo examinados em microscopico optico.

Histoquimica com L ectinas

Os novos cortes teciduais montados em laminas
histol 6gicas albuminizadas foram tratados com solucéo de
tripsina (0,1%) a 37°C, em seguida expostas a uma solugdo de
metanol-H,O, eincubados a4°C por 2 horas com lectinas (Ulex
europaeus agglutinin, UEA-I; Tetragonolobus purpureae
agglutinin, LTA; Peanut agglutinin, PNA; Wheat Germ
agglutinin, WGA; e Concanavalin A, Con A (Sigma-USA)
conjugadas a peroxidase e numa concentragéo final de 100 pg/
ml. A reag8o da peroxidase foi visualizada ap6s incubacdo em
PBS contendo diaminobenzidina (DAB) e H,O,. As laminas
foram contracoradas com Hematoxilina (Sigma-USA) e
analisadas através de microscopia Optica. Para controle da
marcacdo, as lectinas foram inibidas utilizando metil-+-D-
manoseparaConA, D-gaactose paraPNA, N-acetil-glicosamina
paraWGA e x-frutose paraUEA-1 e LTA (Sigma-USA).

Andlisedelmagem

A andlise morfométrica foi executada quantificando-se
as intensidades de marcac&o das lectinas no Sistema Ovo-
Granuloma (5 campos al eatérios por |amina de cada animal) e
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ovosde S. mansoni (3 campos aleatorios por [amina) presentes
no parénquima hepético, através de um sistema computacional
de andlise deimagens (softwares TCI-Pro® e OPTIMAS 6.1°).
As medidas obtidas foram submetidas ao estudo estatistico
utilizando-se os Testes t de student e de Tukey, com p<0,05,
através do software PRISMA 3.0®. O controle da marcagao
com as lectinas inibidas foi utilizado para minimizar as
distor¢Ges nos val ores para presenca de células ndo-marcadas.
Utilizamosum Fator de Corregéo (FC) de acordo com aequacdo
FC= a/A, onde “a’ significa o valor da arearelativae “A” o
valor da éreatotal medida’®.

RESULTADOS

AlectinaConA (Figura 1) ndo marcou nenhumaestrutura
do sistema ovo-granuloma (SOG) hepético, tanto nos casos
humanos como nos experimentais, enquanto a UEA-I (Figura
2) apenas marcou a cuticula do ovo nos casos de
esquistossomose humana.

As demais lectinas reconheceram os glicoconjugados
no tegumento do ovo e as células que compdem o granuloma.
A lectinaWGA apresentou o maisintenso padréo de marcacéo,
em comparacdo comaPNA eLTA (Tabelal).

A WGA marcou uniforme e intensamente o SOG,
mostrando que estalectina, dentre as testadas, € amelhor para
caracterizar o granuloma periovular esquistossomotico em
humanos.

A LTA reconhece preferencialmente o anel de fibrose
dos granulomas e o parénquima hepatico adjacente no modelo
experimental. A WGA e PNA indicaram apresencade N-acetil -
glucosamina e galactose, respectivamente, nos ovos de S.
mansoni contidos no SOG de camundongos.

A marcacdo celular distinta das lectinas WGA e PNA
nos granulomas de ambos os modelos estudados (humano e

animal), indicam aparticipacdo de dif erentestipos de sacarideos
durante o desenvolvimento da esquistossomose e subsequiente
formagdo do SOG

A andlise digital comparativa dos padr6es de marcacdo
daslectinas (&reamedida= 12234 um?) indicou um maior nimero
de células marcadas no SOG em camundongos, marcados pela
LTA (259 + 35) e PNA (238 + 22), quando comparado aos casos
humanos marcados pelaWGA (123 + 14).

DISCUSSAO

A partir da caracterizagdo de carboidratos superficiais
de parasitas durante o desenvol vimento dainfecgao'®'¢ e através
do mapeamento dos agucares residuai s expostos na superficie
dos ovos de S. mansoni®®'’, foram obtidas importantes
informagdes sobre a respostaimune do hospedeiro contra esse
tipo de parasitat®.

Paraestetipo de mapeamento dos carboidratos celulares,
diversostrabalhostém sugerido autilizagdo delectinasvegetais
como ferramentas de fécil aplicabilidade e de altasensibilidade
nos resultados de estudos em tecidos humanos ou animais
experimentais'®®,

Todo o sistema ovo-granuloma foi especificamente
evidenciado pela marcag&o das lectinas WGA em humanos e
pela LTA nos animais experimentais. Uma possivel explicacdo
para o padréo de marcagdo € que estas lectinas reconheceram
glicoconjugados presentes na superficie do ovo®® ou o ovo
secretariaglicoproteinas que se difundem e/ou ancoram-se nos
tecidos que constituem o granuloma, caracterizando aexpressdo
desses glicoconjugados'?.

A reacdo granulomatosaem torno do ovo de S mansoni,
controlada em sua formac&o e regulagdo por mecanismos
imunocelulares, tem sido estudada profundamente nédo se
conhecendo a totalidade dos antigenos e dos mecanismos

S

Figura 1. Sistema Ovo-Granuloma esquistossomético hepatico em hu-
mano, demonstrando ausencia de reatividade para lectina Con A.
(Magnificagéo, 100x).

Figura 2. A lectina UEA-1 exibiu forte marcagéo apenas no tegumento
do ovo de Schistosoma em modelo humano. (Magnificagdo, 100x).
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Tabela 1. Reatividade de marcagdo de lectinas no Sisterna Ovo-Granuloma e Ovo-Schistossoma no parénquima hepético em

hospedeiro humano e experimental .

MODELO
Humano Experimental
LECTINA SOG! 0s? G 05

WGA + - +
UEA-I - -

LTA - + )

PNA - - +
ConA - - -

1: Sstema Ovo-Granuloma; 2: Ovo-Schistossoma

envolvidos na indugdo, formacéo e regulacdo da reacéo
granulomatosa?™.

Evidéncias experimentai s sugerem gue 0s agucares da
superficie das células estdo envolvidos no processo de
reconhecimento entre parasita e hospedeiro, e esta mudanca
na ordem dos carboidratos superficiais induz modificactes
estruturais e funcionais nas células do hospedeiro®.

As interagOes lectina-carboidratos tem sido aplicadas
no entendimento de muitas parasitoses, desde os estagios
iniciais dainfecgéo até o desencadeamento da respostaimune
dos hospedeiros. Devido ao fato das lesbes granulomatosas
em animais e humanos aparentemente demonstrarem o mesmo
padréo de alteragdes, pouco ainda se sabe sobre a ativacdo do
sistema imune a partir de antigenos carboidratados expressos
pelo parasita de S. mansoni.

Estudos moleculares e imunohistoquimicos tém
investigado o desenvolvimento do ovo de esquistossoma e o
papel das suas secregdes na iniciagdo, desenvolvimento e
ativagéo da resposta imune do organismo do hospedeiro'?.
Entretanto, pouco ainda se sabe sobre o papel dos carboidratos
expressos durante o desenvolvimento de parasitoses como a
esqui stossomose®.

Demodo geral, nasinfecc¢bes causadas por helmintos, a
patogenicidade esta diretamente relacionada com a carga
parasitéria. Em setratando do S. mansoni, acargaparasitériaé
deimportanciarelativa, umavez que apatogénese dasinfecges
por este trematddeo estd também relacionada com a presenca
de reagOes granulomatosas em torno dos ovos do parasita e,
portanto, com a capacidade de oviposi¢do dos vermes?

Em individuos infectados, a infeccdo granulomatosa
crénica e a fibrose podem causar hepato-esplenomegalia,
hipertenséo portal e o desenvolvimento de varizes esofageanas,
gue podem romper e causar hemorragiafatal, aprincipal causa
de morte por esta doenga??%,

Especificamente, no que se refere a fibrose, neste
trabalho foi evidenciado que a lectina LTA reconhece
preferencialmente o anel de fibrose dos granulomas no modelo
experimental e ndo nos casos humanos estudados, o que
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demonstra alteragdes especificas naresolugdo dos granulomas
nesses dois modelos investigados.

Pode-se, entdo, concluir que a histoguimica com
lectinas demonstrou ser uma ferramenta Gtil na investigacéo
do sistema ovo-granuloma hepatico, ajudando a elucidar
alteracdes patobioquimicas especificas na expressdo de
carboidratos durante a evolugéo da esquistossomose
experimental e humana.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi identificar a faixa etéria das mulheres atendidas nas Unidades de Salide do
Estado de Sao Paulo, que apresentaram lesdo intraepitelial de alto grau e neoplasia cervical, e, também,
avaliar se afaixaetariapreconizada pelo Ministério da Salide em campanhas de rastreamento € adequada.
Foram analisados os resultados de 30.910 amostras cérvico-vaginais colhidas e analisadas pelo M étodo
de Papanicolaou. Das 14.779 amostras cérvico-vaginais de mulheres dafaixa etaria<34 anos, 841 (5,7%)
apresentaram alteracdes epiteliais atipicas (AEA); destas, em 74 (8,8%) o diagnostico foi de lesdo
intraepitelial de alto grau (HSIL), 38 (4,5%) de células escamosas atipi cas em que ndo pode excluir lesdo
intraepitelia dealto grau (ASC-H) eem 369 (43,9%) houve ocorrénciadelesdo intragpitelial debaixo grau
(LSIL). Entreasamostras cérvico-vaginaisde 9.710 mul heres dafai xaetariade 35-49 anos, 442 (4,6%) foram
diagnosticadas como AEA, destas, 41 (9,3%) eram HSIL, 29 (6,3%) ASC-H, 94 (21,2%) de L SIL e2 (0,5%)
carcinomas. Das 6.421 amostras cérvico-vaginais de mulheres da faixa etéria >50 anos 327(5,1%) foram
diagnosticadoscomo AEA; destas, 35 (10,7%) apresentaram HSIL, 23 (7,0%) ASC-H, 26 (8,0%) LSIL,e8
(2,4%) carcinomas. Os achados mostram que ha necessidade de especial atencdo as mulheres jovens e
adolescentes nos Programas de Rastreamento para Prevencéo de Cancer Cervical.

Palavras-chave. lesdo intraepitelial cervical, faixaetaria, método de Papanicol aou, amostras cervicais

ABSTRACT

Theaim of the present study wasto identify the age - group of women who referred to Health Centers and
wereclassifiedasSIL, HSIL and cervica neoplasia, and aso to eval uate whether the age-group recommended
by the Brazilian Health Ministry for being enrolled in the Cancer Screening Program isadequate. A total of
30,910 cervical smears collected by conventional Pap test were analyzed. For 14.779 women at age-group
<34 yearsold, 841 (5.7%) were diagnosed as atypical cellular alteration (AEA). Among these women, 74
(8.8%) presented high-grade squamousintraepithelial lesions (HSIL), 38(4.5%) atypical squamouscellsof
which the high - grade squamous intraepithelial lesion (ASC-H) cannot be excluded, and 369 (43.9%)
showed low-grade squamous intragpithelial lesions (LSIL). Of 9,710 women at age-group of 35-49 years
old, 442 (4.6%) werediagnosed asAEA, and among them 41 (9.3 %) were HSIL, 29 (6.3%) wereASC-H, 94
(21.2%) were L SIL and carcinomawasevidenced in 2 (0.5%). The age-group >50 years old was composed
by 6,421 women, and among them 327 (5.1%) were diagnosed asAEA, of them 35 (10.7%) were HSIL,, 23
(7.0%) were ASC-H, 26 (8.0%) were LSIL and 8 (2.4%) had carcinoma. These findings evidenced that
particular and specific attention should be addressed to young women and teenager in accomplishing the
Cervical Cancer Screening Programs.

K ey words. cervical squamousintraepithelial lesion, age-group, Pap test, cervix smears.
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INTRODUCAO

O carcinoma cervical € um das principais neoplasias
malignas que afetam as mulheres no mundo, sendo a segunda
mais comum, com 471.000 novos casos por ano e cerca de
230.000 mortes anuais em todo o mundo. No Brasil, o Ingtituto
Nacional do Céncer (INCA) estimou a ocorréncia de 18.680
casos de cancer cervical em 2008

E consenso mundial de que o carcinomado colo uterino
pode ser evitado através do diagnostico precoce e do
tratamento das |esBes precursoras. Para este fim, o método de
Papani colaou tem sido advogado como um instrumento eficiente
para programas de rastreamento®. Dados histéricos mostram
gue em paises onde houve um responsavel investimento
governamental em programas de longo prazo, com adequado
treinamento dos profissionais envolvidos e estabel ecimento
de infra-estrutura apropriada, observou-se uma reducéo da
incidéncia de cancer cervica apos a introducdo da citologia
cervical que variade 20% a 90%?°.

A infecgéo pelo Papilomavirus humano (HPV) éamais
comum doencasexua mente transmissivel que acomete amul her
em todo o mundo. Aproximadamente 6,2 milhdes de novos
casos ocorrem a cada ano so nos Estados Unidos, com maior
preval énciaem mulheres sexual mente ativas com menos de 25
anos*®*.

A maioriadasinfeccoespelo HPV genital étransitériae
assintomatica. Aproximadamente 70% das mulheres com
infeccdo pelo HPV tornam-se HPV-DNA negativo dentro em
um ano e 91% em de 2 anos”#°. O desenvolvimento gradual da
resposta imune é o possivel mecanismo para a regressdo da
infeccdo™. Entretanto, é possivel que o virus permaneca em
estado transiente e sgja reativado muitos anos mais tarde. Isto
pode explicar porque o HPV pode ser detectado depois de
alguns anos em mulheres que tem um relacionamento
monogamico de longo tempo®.

Mulheres com infecc8o persistente pelo HPV de ato
risco apresentam aumento de risco para desenvolver lesdo
precursora de alto grau e carcinoma cervicall. A presenca de
HPV de alto risco, ata carga viral e infeccdo persistente séo
considerados fatores de risco para progressdo de neoplasia
intra-epitelial cervical para cancer invasor. Dessa forma, as
lesBes intraepiteliais neoplasicas podem progredir mais
rapidamente nesse grupo de mulherest?**14, Nas adol escentes,
a imaturidade da cérvix pode contribuir para uma maior
suscetibilidade ao HPV, acelerando, assim, a progressdo das
lesdes'™. Outro fator associado com carcinomacervical €ofato
da mulher nunca, ou raramente, ter sido submetida a
rastreamento para este cancer. E estimado que metade das
mulheres com céncer cervical nunca realizaram um teste de
screening, e cerca de 10% ndo o fizeram nos dltimos cinco
anoste.

Alguns relatos da Suécia, Estados Unidos e Austrdlia
alertam para o fato de que a incidéncia de adenocarcinoma
invasivo, por exemplo, que costumava responder por 10-15%

detodos os carcinomascervicais, € cadavez maior em mulheres
jovens, ainda que as taxas de cancer cervical em geral estejam
em declinio. A causa deste aumento € obscura, mas
preocupante, ja que o progndstico para pacientes com
adenocarcinoma cervical € pior do que para aquelas com
carcinoma de células escamosas®.

O Ministério da Salde, por intermédio do Instituto
Nacional de Cancer (INCA), em parceria com a Secretaria da
Salide, desenvolveu o ProgramaNacional de Controle do Cancer
do Colo do Utero e de Mama- Viva Mulher, que direcionou as
campanhas de rastreamento do cancer do colo do Utero paraas
mulheres na faixa etaria de 25 a 49 anos, e que nunca tinham
feito o teste de Papanicoalou; ou que o fizeram hatrés anos ou
maist®.

Guimardes et a em seu estudo sugerem progressao
daslesBesintra-epiteliais de baixo paraalto grau ou carcinoma
com tempo médio de cinco anos em 25% dos casos. E possivel
gue adolescentes com lesdo intraepitelial de baixo grau néo
tratadas desenvolvam em poucos anos lesdes de alto grau ou
carcinoma®,

Este estudo tem como objetivo identificar afaixaetaria
das mulheres atendidas nas Unidades de Salide de S&o Paulo
gue apresentam lesfo intraepitelial de alto grau ou neoplasia
cervica, démdeavaliar afaixaetériapreconizadapelo Ministério
da Salde em campanhas de controle de cancer de colo uterino.

MATERIAIS E METODOS

Foi redlizado levantamento retrospectivo das 30.910
amostras cérvico-vaginais analisadas pelo Setor de Citologia
Oncoéticado Instituto Adolfo Lutz em 2006. Asamostras foram
colhidas pelo método convenciona nas Unidades de origem,
preparadas pelo Método de Papanicolaou e classificadas
segundo o Sistema de Bethesda?. Foram compiladas
informagdes sobre idade, médiadas idades (MI) e diagndstico
anterior, contidas nas requisi¢cdes de todos os casos
diagnosticados com alteractes epiteliais atipicas (AEA). Os
diagndsticos foram avaliados em trés faixas etérias; <34 anos
(14.779), 35 a 49 anos (9.710) e >50 anos (6.421). O método
estatistico utilizado (ANOVA) analisou a possibilidade das
médias de |esfes serem iguais nas diferentes faixas etérias.

RESULTADOS

Das 30.910 amostras cérvico-vaginais, foram
diagnosticadas com alteracOes epiteliais atipicas (AEA) 1.610
(5,2%), sendo 59 (0,2%) atipia glandular de significado
indeterminado (AGC), 812 (2,6%) ati piaescamosadesignificado
indeterminado possivelmente ndo-neoplésica (ASC-US), 90
(0,3%) atipia escamosa de significado indeterminado que ndo
se pode afastar lesdo de alto grau (ASC-H), 489 (1,6%) lesdo
intraepitelial escamosade baixo grau (LSIL), 150 (0,5%) lesdo
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intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL) e 10 (0,3%)
carcinomas (CA). (Tabelal)

Dos 150 (0,5%) casos de HSIL, 74 (49,4%) foram
detectadas em mulheres <34 anos, com destague para 18 casos
(24,3%) nasmulheres < 25 anos. (Tabela2)

Foram observados na faixa etéria <34 anos (M1=24,7),
841 (5,7%) casos com diagnostico de AEA, destes 74 (8,8 %)
apresentaram HSIL, 38 (4,5%) ASC-H 369 (43,9%) LSIL. Foram
compiladas informagBes sobre citologias anteriores anormais
em 99 (11,8%), destes, 23 (23,2%) com diagndstico anterior de
HSIL. Dos 74 casos de HSIL observados nestafaixa etéria, 10
casostinham informag&o anterior de HSIL.

Do0s9.710 casosnafaixaetériade 35 a49 anos (MI=41,4),
442 (4,6%) foram diagnosticados como AEA, sendo 41 (9,3%)
HSIL, 29(6,3%) ASC-H, 94 (21,2%) LSIL €2 (0,5%) CA. Foram
identificadasinformagdes sobre citol ogias anteriores anormais
em 66 (14,9%) casos: destas, 16 (24,2%) tinham diagndstico
anterior deHSIL.

Do0s6.421 casosdafaixaetéria>50 anos (M1=59,1), 327
(5,1%) foram diagnosticados como AEA, sendo 35 (10,7%)
HSIL, 23 (7,0%) ASC-H, 26 (8,0%) LSIL e 8 (2,4%) CA. As
informagBes de citol ogias anteriores mostraram anormalidades
citolégicas em 39 (12%) casos, sendo que 8 (20,5%) destes
tinham diagndstico anterior de HSIL.

O valor de p foi de 0,0581. Ao considerar-se as faixas
etérias <34 anos e 35—49 anos, o valor de p foi de 0,1928.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesse estudo demonstraram que
a faixa etaria preconizada pelo Ministério da Salde para
realizacdo derastreio anual pelo método de Papanicoal ou exclui
do sistema pacientes jovens, potencialmente portadoras de
lesBes com répido curso de progressdo. O desfecho da histéria
natural dainfecgéo pelo HPV podera ser danoso a salide dessas
jovens, umavez que aorientagdo oficialmente aceitano Estado
brasileiro ndo esta levando em consideragdo importantes
nuances de comportamento e associacdo de fatores de risco.
Este estudo ndo apresenta proposito epidemioldgico para
sustentar essa hipotese, mas demonstra que as jovens
participantes do programa de prevencdo de cancer de colo
uterino do Estado de S&o Paul o apresentam fatores de risco que
acentuam a progressdo de lesBes induzidas pelo HPV.

A Organizagcdo Mundial da Salde (OMS) recomenda
prevencdo de cancer de colo do Utero anualmente, a partir dos
25 anos e, caso os resultados sgjam negativos por dois anos
consecutivos, o intervalo podera ser estendido para trés anos
até os 60 anos de idade?. Programas conduzidos por paises
como aFrancaeltdiapriorizam afaixaetariados 20 aos 65 anos;
outros paises, como aFinlandiae Paises Baixospriorizam faixas
etérias mais restritas, entre 30 e 60 anos; e ha ainda paises,
como aAlemanha, que convidam todas as mulheres apartir dos
20 anos de idade a participarem dos programas de screening,
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nao estabel ecendo idade limite para seu término®. O programa
deprevencdo do cancer cervica pelo SistemaNaciona de Satde
(NHS) dalnglaterrae pais de Gales oferece exames paraafaixa
entre 25 a50 anos, cominterval o detrésanos®. Se considerarmos
0s dados obtidos em nosso estudo, e adotassemos as condutas
de alguns desses paises, muitas de nossas jovens teriam lesdes
cervicais graves por um periodo bastante prolongado até
chegarem aidade sugerida para rastreamento.

Em 1998, o Ministério da Salide do Brasil langou o
Programa Nacional de Controle do Cancer de Colo de Utero
(PNCCQC) e estabel eceu-se, como prioridade, o atendimento de
mul heres com idade entre 35 e 49 anos e em 2002 o atendimento
foi ampliado para aquelas que nunca haviam sido submetidas a
um teste de Papanicolaou, ainda que as pertencentes a outras
faixas etarias pudessem ser atendidas. Foram examinadas 3
milhdes e 263 mil mulheres e identificadas 1,2 milhdes de
mulherescom algumttipo deinfec¢do vagina €53,9 mil mulheres
com lesdo de colo uterino. Do total dos casos positivos para
lesdo cervical, 49,2 mil estavam no estagioinicial dadoencaou
com alguma lesdo precursorae 4,7 mil mulheres apresentaram
cancer invasivo. As médias de idade das pacientes com lesfes
debaixo edto grau foram 29,7 anos e 36,3 anos respectivamente
0 que demonstra que a maioria das lesdes ocorreu em faixas
etariasinferiores aquelas previstapelo PNCC como prioritarias:
de 35 a49 anos®. Em nosso estudo, amédiadeidade de mulheres
comLSIL foi de 28,7 anosecomHSIL 33,0 anos.

Varios estudos tém apontado que a permanéncia das
altas taxas de incidéncia e mortalidade por cancer cérvico-
uterino deve-se a baixa qualidade e cobertura do teste de
Papanicolaou, principalmente em paises em
desenvolvimento. Estudos epidemiol 6gicos realizados com
amostras representativas da populagdo feminina brasileira
sugerem que além da cobertura ser relativamente deficiente,
esta distribuida desigualmente entre a populagéo usudria
dos servicos de saude, com a realizagdo do teste
concentrando-se, geralmente, entre 0s grupos de menor risco
parao cancer cervical??.Dados internacionais mostram que
somente 12-45% das adolescentes sexualmente ativas tém
realizado exame de preveng&o?, por isso tem sido sugerido
gue o rastreamento deva ser mais frequiente neste grupo de
mulheres jovens, em fung8o do aumento na incidéncia de
lesBes de alto grau entre as pacientes com 20 a 34 anos de
idade?®. Yamamoto et al® encontraram resultados
semel hantes, que reforcam aimportanciadeinclusio dafaixa
etaria entre 25 a 34 anos (34,4% de HSIL), em comparagdo
com a faixa etéria de 35 a 44 anos (26,2% de HSIL). No
presente estudo, observamos a alta incidéncia de HSIL na
faixa etaria <34 anos com destaque para a ocorréncia em
adolescentes, sendo que 24,3% (18) dos casos de HSIL
ocorreram nas mulheres < 25 anos. Na Suica, foi observado
aumento do nimero de adenocarcinomas de colo uterino em
mulheres com idade de 25 a 39 anos, apesar dos programas
de rastreamento estar em efetivo funcionamento ha vérias
décadas®.
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Tabela 1. Distribuicgo dos diagnosticos de alteragdes epiteliais atipicas, por faixa etéria, na populacéo atendida pelo SCO-IAL

em 2006.
AGC ASC-US ASC-H LSL HSL CA TOTAL
n % n % N % n % n % n % n
<A 18 01 342 23 3 03 30 25 4 05 — 00 14779
35-49 23 02 23 26 2 03 A 10 4 04 2 002 9710
>50 18 03 207 34 23 04 % 04 b 05 8 01 6421
TOTAL 50 02 812 26 D 03 489 16 150 05 10 003 30910
P=0,0581
Tabela 2. Distribuicéo, por faixa etéria, das |lesdesintra-epiteliais escamosas.
<34 35-49 >50 TOTAL
n % n % n %
LSL 39 5 A 192 % 53 489
H3L 4 44 4 2713 b 233 10

Na analise estatistica, os valores encontrados (F valor)
aceitam a hipdtese que as médias populacionais das faixas
etdriassdoiguals, porém, amargem de aceitagdo € maior quando
comparamos apenas duas (<34 anos e 35 — 49 anos), das trés
faixas etérias analisadas. A diferenca no valor de p reforca a
hipétese de que, estatisticamente, as médias ndo sdo diferentes
entre asfaixas etérias.

Concluimos que aigualdade entre as médias de lesdo
cervical nas faixas etérias analisadas pode representar uma
necessidade de avaliagdo dos critérios de determinacao de
idade para arealizacdo de Campanhas Preventivas de Cancer
de Colo do Utero, com especial atencdo sobre as agbes
informativas e conscientizagdo das DSTs nas mulheresjovens
e adolescentes.
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RESUMO

O parvovirus humano B19 foi isolado e caracterizado de amostra clinica de um paciente, infectado no
Japéo, e que apresentou os sintomas de febre e erupcéo cuténea apds sua chegada ao Brasil. A infeccéo
por parvovirusfoi confirmada por meio de seguintes ensaios: Elisa para deteccéo de anticorpos IgM anti-
parvovirus B19 e técnica de polymerase chain reaction (PCR). Um fragmento da regido NS1-VP1 foi
diretamente submetido ao sequienciamento do nucleotideo. A andlisefilogenéticaparcial do B19, frente as
vérias sequéncias disponiveis no GenBank, indicou que PV B19 isolado correspondeu ao gendtipo 1.
Palavr as-chave. parvovirus humano B19, epidemiol ogiamol ecul ar, seqiiénciado nucleotideo, erythrovirus,
eritemainfeccioso.

ABSTRACT

Human parvovirus B19 was identified and characterized in sample collected from a patient who was
infected in Japan, and the symptoms asfever and rash appeared after arriving to Brazil. The occurrence of
virus infection was confirmed by both assays. Elisa parvovirus B19-specific IgM antibody detection and
polymerase chain reaction (PCR). A fragment of NS1-VP1 region was directly submitted to nucleotide
sequencing. Partial phylogenetic analysis of B19 sequences, including several sequences available in
GenBank, indicated that the isolated HPV B19 corresponded to genotype 1.

K ey wor ds. human parvovirus B19, molecul ar epidemiol ogy, hucleotide sequence, erythrovirus, erythema

infectiosum.

INTRODUCTION

Human parvovirus B19 (HPV B19) belongsto the genus
Erythrovirusof the Parvoviridaefamily!. HPV B19infectionis
associated with a wide range of clinical symptoms. The most
common manifestation caused by HPV B19infectionin children
isan erythemainfectiosum disease, which resultsin mild fever
and rash. Inadults, theclinical featuresvary from asymptomatic
or mild to acute illnesses including acute arthritis?. The most
commonly transmission by personal contact is via aerosol or
respiratory secretions. Viraemia occurs 1 week after exposure
and usually lasts about 5 days, with virus titers peaking on the
first 2days™®. In general, individual sare susceptibleto acertain
course of infection or differencesin the HPVB19 genome that
can result in amore virulent strain®4°.

Asaresult of increased awareness of the importance of
screening for HPV B19, a number of novel genotypes have
beenidentified. Genetic diversity among HPV B19virusstrains
has been reported to be very low, with less than 2% of

nucleotide divergence in the whole genome. Servant et al.®
carried out a phylogenetic analysis of partial sequences,
combined with the erythrovirus sequencesavailablein GenBank,
and thus proposed that the erythrovirus group should be
classified into three individualized genotypes. The HPV B19
viruses correspond to genotype 1, whereas the V9 viruses are
subdivided into genotypes 2 and 378. In this study, we
accounted for asample of HPV B19 virusthat wasisolated from
a patient, who was infected in Japan but developed symptoms
after arriving in the state of Sao Paulo, Brazil. Molecular
characterization of viruses and the confirmation of the source
of virus infection were possible because of the effectiveness
of the measles control program.

MATERIAL AND METHODS

The case was reported as measles, as suspected by
health workers from the epidemiological surveillance of the
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measles control program in Sao Paulo State, Brazil. A 51-year-
old woman who was living in Japan arrived in the state of Sao
Paulo on January 18, 2005, featuring fever (38.0°C) for 4 days,
followed by the onset of a rash on January 24, 2005. An
epidemiological investigation on the virus infection started on
January 28, 2005 by collecting blood.

The sample was analyzed at Adolfo Lutz Institute, in
the state of Sao Paulo, to detect either measles or rubella
infection by employing serological and nested polymerase
chain reaction (PCR). Because all tests were negative, the
blood sample was then tested for HPV B19 infection, which
was demonstrated to be positive. Testing for B19 virus
specific antibodies was performed using a commercial 1gG
and IgM enzymeimmunoassay kit (Biotrin®, Dublin, Ireland)
that was specific for identifying VP2. Thetest was performed
according to the manufacturer recommendations. DNA was
extracted from sera with QIAmp® DNA minikit (Quiagen,
Courtabocuf, France) according to the manufacturers’
instructions. The oligonucleotide primers specific to a
conserved region of the NS1 gene encoding for HPV B19
nonstructural protein (positions 1399 to 1659) were used for
PCR diagnostic, as previously described®. For sequencing a
region of the NS1-VP1 gene of an erythrovirus HPV B19
sample was amplified by PCR with oligonucleotides
described by Servant et al... The PCR products were
sequenced directly using the “ABI Prism® Big DyeM
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit” according
to the manufacturer’s protocol. Sequences were determined
in an ABI sequencer model 377 (PE Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). The phylogenetic analysis of viral
strains was compared with the sequences of the GenBank
(Table 1). Sequence generated from the HPV B19 samplewas
submitted to Blast searches in the GenBank *°, and thus

aligned with prototype sequences of genotype 1, strain
Pvbua, genotype 2, prototype strain Lali, and genotype 3,
prototype strain V9. Sequence alignment was performed
using the multiple sequence alignment method implemented
in CLUSTAL X, Accuracy of nucleotide sequence alignment
was examined using amino acid sequence alignment.

For the phylogenetic analysis we used a fragment of
the genes, positions 2103 to 2626. Maximum likelihood (ML)
analyses were performed using PAUP 4.0b10%,

The best model in PAUP was chosen using
Model Test 3.06%. This program uses both a hierarchical
Likelihood Ratio Test (hLRT) and the AIC (Akaike
Information Criterion) to choose among 56 available models.
Maximum likelihood searches started with a neighbor-
joining tree, on which we then optimized parameters and
fixed the values for those parameters for branch swapping
on that tree. For each bootstrapped data set PAUPdid TBR
branch-swapping and only one tree was saved in each
replicate. Support for each clade generated for
unpartitioned data sets was assessed by 1000 bootstrap
replicates using PAUP.

RESULTS

The erythrovirus HPV B19 infection was confirmed by
both parvovirus B19-specific immunoglobulin M (IgM) and
PCR assay. Sequencing of the sample DQ453960 generated a
fragment of 524 bp (positions 2103 to 2626 in the alignment
with AF162273) of the NS1 - VP1 gene, which is deposited in
GenBank. Both nucleotide and amino acid sequences of
DQ453960 were used for comparisonsto the sameregion of the
HPV B19 genomeby aBLAST searchin GenBank (Table 1) to

Table 1. Characteristics of HPV B19 virus subjected to phylogenetic analyses

Strain/year Group Locality GenBank number
Pvbaua, 1986 1 Canadian M13178
Pvbpro, 1987 1 Canadian M24682
Pvb19nsvp, 1995 1 London 268146
Pvb19x528, 1996 1 Germany Z70528
N8/K, 1999 1 Japan ABQ30673
HV/G 1999 1 Italy AF162273
R43,1999 1 France AJ249435
V9,199 3 France AX003421
R225, 2001 2 France A249431
R322,2001 2 France A249434
Lai/K, 2001 2 France AY 044266
E99.2, 2002 3 France AY 083238
E99.3, 2002 2 France AY 083239
Br 543, 2004 3 Brewil AY647977
*BrsP1, 2005 1 Brewil DQ4539%60

(*) porposed genotype
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corroborate the sample identity based on specific
immunoglobulin M assay.

Comparisons of the nucleotide and amino acid NS1 -
V P1 gene sequences of the strain BrSP1 (DQ453960) with those
from representative of the HPV B19 deposited in the GenBank
showed a high level of identity. Nucleotide pairwise identity
among strains ranged from 88.8% to 99.6% in genotype 1, and
91.6% t0 99.4% in genotype 2, and 89.8% to 92.5% in genotype
3. Amino acid identity ranged from 95.9% to 100% in genotype
1, 97.6% in genotype 2, 96.5% to 99.4% in genotype 3
(MEGALIGN,DNASTAR, Inc.).

The alignment of a fragment of the NS1 - VP1 gene
sequences, employed for the present study is available upon
request. Model Test 3.06%° was used to choose among models
in PAUP. The hLRT found the HKY + model, while the AIC
suggested the TVM + model (Transversion Model with gamma
distributed site-to-site rate variation). The latter model was
chosen. ML analysisunder theTVM + model generated asingle
topology with alog ML of —2535.70709. The ML topology
recovered a clade consisting of all eight sequences of the
genotype 1; a second clade consisting of genotype 2

Genotype Il

AY083239
AY044266

AJ249431

AY647977

AJ249434
AX003421

1l 9odAyouss

768148 AY083238

M13178
AB030673

Z70528
Genotype |

AJ249435

*DQ453960

M24682
AF162273

Figure 1. Phylogenetic analysis of HPV B19 based on the NS1/VP1
genes. The unrooted topology identified in the maximum likelihood
analysis of 524 base pairs. Genotypes 1, 2 and 3 are labeled according to
the scheme by Servant et al., 2002, Log likelihood of — 2535.70709,
gamma shape = 0.198752.

(*) = the propose genotype.

sequences, AJ249431, AJ249434, AY 044266, AY 083239; and a
third clade leading to AX003421, AY 083238, AY 647977
seguences of genotype 3. Sequence DQ453960 generated from
the BrSP1 isolate was recovered in the clade formed by
sequences representatives of the genotype 1 (Figure 1).

DISCUSSION

Human Parvovirus B19 exanthemishighly variable, and
may be misdiagnosed as rubella or measles if a laboratory
investigation isnot performed. Both thevirological surveillance
and standard epidemiological caseinvestigation carried out by
the Measles Control Program in Sao Paulo State, Brazil,
confirmed that a human female was infected in Japan and
traveled to Brazil during theincubation period, arriving in Sao
Paulo with clinical symptoms of the disease. The patient was
first investigated for both measles and rubella by specific IgM
and PCR assays. The results were negative for both viruses,
and thus further investigated for HPV B19, for which was
positive.

HPV B19 specific IgM antibodies are detected latein
the viraemic stage, about day 10 or 12, and can persist for up
to 5 months®. For the case reported here, we detected day
10 specific IgM and the IgM was complemented with a
specific diagnostic HPV B19 PCR test that improved the
sensitivity of the detection of the B19 infection, just as many
clinical laboratories now complement by Saldanhaet a.. In
chronic B19 infection, DNA virus persistsin the host without
the presence of B19 IgM or 1gG. However, it has also been
shown that HPV B19 DNA can persist in healthy,
immunocompetent individuals at low levels for long period
of time'41617,

The genetic diversity among B19 virusisolates has been
reported to be very low in the whole genome, although full-
length sequences are available in the GenBank only for
DQ453960 number of isolates BrSP1. A PCR assay wasused for
screening the new isolate erythrovirus V9, but because false-
negatives may be observed with respect to non-HPV B19
strains, it was necessary to use a nested PCR using separate
sets of primers for both B19 and V9%, This nested PCR can
distinguish between different gene lineages within the
Erythrovirus. The evolutionary relationships among these
viruses, the high ratio of synonymous to no synonymous
substitutions might be indicative of an ancient separation
between the B19 and V9 lineages, which accumulate with time
and are not subjected to selection pressure®l®, Genotype 3 is
markedly different from other HPV B19, 11%. The high degree
of variance emphasizes the need for new diagnostic tools.
Although the taxonomic grouping of V9 is unclear, and this
genotype 3 is not prevalent in communities, 99% of samples
werefound to contain B19 DNA. A molecul ar epidemiological
investigation was carried out in Brazil to investigate which
genotype was circulating in 2003 (GenBank AY 647977), and
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2004 (GenBank DQ229351). Comparisons of amino acid and
nucleotide sequences of both samples confirmed that they
belong to the genotype 3.

In contrast, to examine the epidemiological role of HPV
B19 genotype 1 and 2, serol ogical testsand PCR were conclusive
in demonstrating a response characteristic of acute HPV B19
infection, because these genotypes are known to undergo to 1-
2% of genetic variation in the entire genome? 192

Several studies described genotype of erythrovirus
samples but none could differentiate between cases of endemic
or imported HPV B19 virus. As previously mentioned, the
sequence BrSP1, was compared to three different genotypes.
The results of the phylogenetic analysis as well as of the
sequence data analysis showed that this samples belongs to
genotype 1, and that it is similar to those groups which were
circulating in Japan in 1999, France 1999, 2001, 2002, Italy in
1999, Canadianin 1986, 1987, Brazil in 2004 (GenBank DQ229355),
2005 (GenBank DQ229359).

Further studies are needed to establish a new
classification for the Erythrovirus gens based on genotypes
andto evaluatethevirological and medical significance of these
genotypes. Therefore it is important to help the public health
surveillance services to monitor the pathways of transmission
worldwide.
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RESUMO

No presente estudo foram avaliadas as caracteristi cas microbi ol égi cas e fisico-quimicas dos| eites cru, dos
produtos recém pasteurizados e dos | eites pasteurizados embal ados, de umaindUstriadelaticinios, localizada
no Estado da Paraiba, a fim de avaliar os par@metros em comparacdo aos padrdes estabelecidos pelo
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. Quatorze amostras de cada tipo de leite foram
submetidas as seguintes analises microbiol 6gicas: contagem de bactérias meséfilasviaveis, NUmero Mais
Provével (NMP) de coliformes totais e termotol erantes, contagem de Staphyl ococcus coagulase positiva
enegativa, pesquisade Escherichia coli e de Salmonella. Paraandlisesfisico-quimicasforam determinados
pH e acidez, além dos testes de fosfatase e peroxidase no |eite recém pasteurizado. O leite cru apresentou
numeros elevados de bactérias mestfilas vidveis e coliformes totais. Staphyl ococcus coagulase positiva
foi detectado em 78,6% dessas amostras. Em 35,7% das amostras de | eite recém pasteurizado e 64,3% das
deleite pasteurizado embal ado foram detectados coliformestotais, em nimerosacimado limite estabel ecido
pelalegislacdo em vigor. A enzimafosfatase ndo foi detectada no leite recém pasteurizado, indicando que
a presenca de coliformes pode ter ocorrido em fun¢do da recontaminagdo pds-pasteurizagdo. Nenhuma
amostra demonstrou a presenca de Salmonella. Os trés tipos de |eite apresentaram amostras com acidez
abaixo do limite minimo estabel ecido nalegislacéo.

Palavr as-chave. leite pasteurizado, processamento, avaliacgo fisico-quimica, condigdes higiénico-sanitérias.

ABSTRACT

The present research aimed to eval uate the microbiological quality of raw milk, newly pasteurized milk, and
packed pasteurized milk from adairy industry located in the State of Paraiba, Brazil. Fourteen samples of
each type of milk were submitted to the following microbiological analysis: viable mesophiles bacteria
counting, Most Probable Number (MPN) of thermotolerant and total coliforms, positive- and negative -
coagulase Saphylococcus counting , and detection of Escherichia coli and Salmonella. Also, pH and
acidity were determined in all samples. In addition, phosphatase and peroxidase tests were performed in
newly pasteurized milk. High rates of viable mesophiles bacteria count and total coliforms NMP were
observed in al of raw milk samples. The positive coagulase Saphylococcus presence was verified in
78.6% of these samples. In 35.7% of the newly pasteurized milksand 64.3% of the packed pasteurized milk
samplesthetotal coliformscountswere higher than the established limit for thistype of milk. No phosphatase
was detected in newly pasteurized milk samples, indicating that the post-pasteurization recontamination
should be the most probable cause to explain the coliforms presence in these sampl es. Salmonella was not
detected in al analyzed samples. Among these three types of milk, some samples showed acidity value
lower than thelimit established by Brazilian legislation.

K ey wor ds. pasteurized milk, processing, physical chemical evaluation, hygienic-sanitary conditions.
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INTRODUCAO

O leiteéum alimento utilizado nadietahumanaem todas
as faixas etarias, principalmente por ser um dos produtos mais
completos do ponto de vista nutricional*2. Porém, devido a sua
riqueza em nutrientes, torna-se susceptivel ao desenvolvimento
de um grande nimero de microrganismos, provenientes do
proprio animal, do ambiente, do homem e dos utensilios usados
na ordenha

O Brasil éum dosmaiores produtores de leite do mundo,
tendo produzido 23.475 milhBes de litros de leite fluido em
2004, e essa producdo tem aumentado a cada ano. A maior
parte do leite produzido no Brasil é destinada ao mercado de
leitefluido e aproducdo de queijos®. O segmento do leitefluido
tem passado por importantes transformagdes desde o inicio
da década de 90. Uma delas foi a crescente participagéo do
leite longa vida no mercado nacional, com consequente
reducdo na producao de leite pasteurizado®. Paraincentivar a
retomada do crescimento na producdo e consumo do leite
pasteurizado, é indispensavel a melhoria de sua qualidade e
seguranca, consequentemente, aumentando a vida-de-
prateleira do produto final.

Inimeras pesquisas tém verificado a ocorréncia de
amostras de | eite pasteurizado fora dos padrdes |egai s vigentes,
0 que acarretarisco asadde do consumidor®®’. Com base nessas
evidéncias, o Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA) resolveu criar novas politicas de
incentivo a producdo leiteira, resultando no desenvolvimento
do ProgramaNaciona deMehoriadaQualidadedo Leite (PNQL)
e na elaboracdo da Instrugdo Normativa 51 (IN51)%. A IN51
estabel ecelimite paraacontagem de bactérias mesdfilas aerobias
viaveisnoletecru (maximo: 106UFC/mL).

Além da contagem de bactérias mesofilas aerébias
viaveis, é importante avaliar a presenca de Staphylococcus
aureusede coliformestotais etermotolerantesnoleitecru. O S,
aureus pode contaminar o leite, principalmente por estar presente
como agente etiologico da mastite. Uma vez presente, e
encontrando condicOes favoraveis a sua multiplicacéo, esse
microrganismo pode atingir nimeros elevados, com producéo
de enterotoxinas potencia mente capazes de causar toxinfec¢do
alimentar®. A pesquisade coliformestermotol erantes éindicadora
de condigBes higiénico-sanitarias insatisfatorias, podendo ou
ndo estar associada a presenca de enteropatégenos, como
Salmonella.

Outro importante ponto de controle no processamento
do leite pasteurizado, além do controle de qualidade damatéria-
prima, € a etapa de pasteurizagdo. Esse processo, quando
eficiente deve eliminar todas as células vegetativas de bactérias
patogénicas e a maioria dos microrganismos deteriorantes, ndo
produzindo alteracdes significativas, quanto a qualidade
nutricional do produto. A IN51 estabel ece que a pasteurizacao é
eficiente quando reduz o nimero de coliformes totais a <
0,3NMP/ml, imediatamente ap0s ter sido submetido a este
processo.
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Nesse trabal ho, caracteristicas microbiol gicas e fisico-
guimicas dos leites cru, recém pasteurizado e pasteurizado
embalado, de umaindustriade laticinios, no Estado da Paraiba,
foram avaliadas com o objetivo de certificar-se de que osmesmos
atendiam aos padroes de qualidade estabel ecidos pelo MAPAS.

MATERIAL E METODOS

Material

Amostrasdosleitescru, recém-pasteurizado e pasteurizado
embal ado foram obtidas em umaindUstria delaticinios no Estado
da Paraiba. EssaindUstria possui registro no Servico de Inspecéo
Estadual e processa em média 12.600 litros de leite cru, por dia,
para a obtencdo de leite pasteurizado tipo C, sendo 0 mesmo
recebido a granel, e proveniente de diferentes produtores e
municipios do estado. Amostras foram coletadas semana mente,
no periodo de abril ajulho de 2006. O experimento foi conduzido
segundo o delineamento casualizado, com 14 repetices. Foi
coletado um litro deleite cru no tanque de espera, umlitro deleite
recém-pasteurizado e del eite pasteurizado embal ado (em sacosde
polietileno). Asamostrasforam identificadas e transportadas até o
laboratério em caixas isotérmicas contendo gelo. No laboratdrio,
foram homogeneizadas e diluidas, utilizando-se solugdo salina
peptonada 0,1%".

Méodos
Analisesmicrobiol6gicas

As amostras foram submetidas as seguintes analises:
contagem de bactérias mestfilas vidveis, determinagdo do
Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e
termotolerantes, pesquisa de Escherichia coli, pesquisa de
Salmonella e contagem de Staphyl ococcus coagul ase-positiva
enegativa. A pesquisade E. coli foi realizada de acordo com o
método descrito no Bacteriologycal Analytical Manual®. As
demaisandlises foram realizadas de acordo com ametodologia
recomendada pelo MAPAL,

Andlisesfisico-quimicas

A acideztitulavel, em grausDornic (°D), foi determinada
por titulacdo com solucdo deNaOH 1N/9 eo pH foi determinado
em potencidmetro'?, A pesquisa da enzima fosfatase no leite
pasteurizado utilizou um “Kit” comercial parafosfatase (Bio-
diagnésticalnddstriaQuimicaLTDA) sendo acompanhada por
andlise simultanea de amostras de leite cru, fervido e agua
destilada, sendo estes o controle. A pesquisa da enzima
peroxidase foi realizada de acordo com a metodologia
recomendada pelo Instituto Adolfo Lutz*2

Andlise estatistica

Os resultados das contagens de microrganismos e das
determinacdes de pH e acidez foram submetidos aos célculos
demédiaedesvio padréo, utilizando-se o programaExcell, 1998%.
Osvaloresméaximo e minimo dasérie foram identificados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracteristicasmicrobiolégicasefisico-quimicasdeleitecru

O leite cru apresentou bactérias mestfilas viaveis em
numeros elevados, sendo a média 5,4 x 108UFC/mL, estando
todas as amostras acima de 10°UFC/mL (Tabela 1), padréo
recomendado pelo MAPA® O Numero Mais Provavel de
coliformes totais, nestas amostras, esteve acima de 10°NMP/
mL (Tabela 1), indicando deficiéncias nas condi¢cdes de higiene
durante o processo de obtengdo do leite. Os coliformes
termotolerantes e E.coli foram encontrados, respectivamente,
em 78,6% e 42,9% das amostras. Contagens de bactérias
mestfilasviaveisedecoliformesno leitecru, acimadoslimites
estabel ecidos pelalegidacao?, tém sido verificadasem diversas
regides do pais415161718  comprometendo a qualidade do
produto final.

A média das contagens de Staphylococcus coagulase
positiva no leite cru foi 3,9 x 10*UFC/mL (Tabela 1), estando
abaixo dointervalo considerado significativo (10°-10°UFC/mL)
para causar intoxicacdo alimentar'®. Embora a producdo de
enterotoxina estafilocécica seja comumente associada a S.
aureus coagulase e termonuclease positiva, outras espécies
de Saphylococcus (coagulase positivas e negativas) podem
produzir enterotoxinas!®22, A média da contagem de
Saphylococcus coagulase negativa foi 2,7 x 10* (Tabela 1).
Carmo et al.*® relataram um surto envolvendo Staphylococcus
coagul ase negativaem leite cru, com valores que excediam a2
x 108UFC/g. A ocorréncia de mastite nos rebanhos e as
condices higiénico-sanitérias insatisfatérias dos locais onde
foram feitas as ordenhas sdo as hipbteses mais provaveis para
a verificac8o da contaminagdo por Staphylococcus coagulase
positiva e coagulase negativa.

Em nenhuma das amostras de leite cru foi detectada a
presenca de Salmonella. Oliveira??, ndo detectou Salmonella
a0 estudar as caracteristicas microbiol 6gicas em amostras de
leite comercializado no Municipio de Piracicaba-SP.

Esses resultados indicam a necessidade de
implementac&o ou revisdo das préticas de higiene antes e
durante a ordenha, adotadas pelos produtores, sendo
importante um programa de conscientizagdo dos envolvidos
em todas as etapas do processo. A capacitacdo em organizagdo
social, administraco e gerenciamento de propriedade rural, a
acdo mais efetiva dos 6rgaos competentes locais, como os da
Vigiléncia Sanitaria, Vigilancia Epidemiol 6gicae Secretariada
Agricultura e Abastecimento, e a divulgacdo de informagdes
sobre a qualidade do leite e suaimportancia na salide humana,
sdo algumas das medidas que devem ser adotadas para a
promoc&o damel horiadaqualidade damatéria-prima.

Comrelagfo as caracteristicasfisico-quimicas, asmeédias
obtidas para acidez e pH do leite cru foram, respectivamente,
14,82°D e6,72 (Tabela2). Trésamostras apresentaram acidez de
13°D, ndo atendendo a legislacdo®, que considera adequada a
acidez doleiteentre 14 e 18°D. Substancias neutralizantes podem
ser adicionadas ao leite parareduzir sua acidez com aintencdo
de fraude®. Nesta pesquisa, ndo foram realizadas analises
qualitativas para essas substéncias. O pH das amostras esteve
situado no intervalo de 6,5 a 6,8, adequado para esse tipo de
leite.

Caracteristicas microbiolégicas e fisico-quimicas de leite
recém pasteurizado

A contagem de bactérias mestfilasviaveisno leiterecém
pasteurizado varioude 1,4 x 10a5,8 x 108UFC/mL, sendoamédia
de1,4x 10°UFC/mL (Tabelal). Essesresultadosestiveram abaixo
dolimite estabelecido pelalN51 (3x10°UFC/mL ) paraesse grupo
de microrganismos em leite pasteurizado tipo C. A permanéncia
de microrganismos viéveis nessas amostras pode ser devida a
sobrevivéncia de bactérias termoduricas e/ou a recontaminagdo
nasecao de pré-agueci mento, bem como nasegdo deresfriamento
do pasteurizador®?. Comrelagdo acontagem de coliformestotais,
35,7% das amostras ndo atenderam a IN 51, que considera a
pasteurizacdo eficiente quando o ndimero desses microrgani Smos

Tabela 1. Médias e desvios-padrfes das andlises microbiol dgicas dos leites cru, recém pasteurizado e pasteurizado embal ado,

processados em uma indistria de laticinios no estado da Paraiba.

Amostras Contagemde Contagemde  Contagem de Contagem de Amostras
bactérias mestfilas Coliformes coliformes Staphylococcus
vidveis Totais termotolerantes coagulase
(UFC/mL) (NMP/mL) (NMP/mL) Positiva(UFC/mL)
Leitecru 54x10° 21x10° 9,7x104 39x10* 2,7x104
+2,9x10° +31x10° +14x10° +9,0x 104 +1,7x 104
L eiterecém pasteurizado 14x10° ND ND ND ND
+1,6x10°
L eite pasteurizadoembal ado 14x10¢ ND ND ND ND
+3,8x 104

ND= Médiando determinada

75



Ataide WS et al. Avaliacao microbiol dgica e fisico-quimica durante o processamento do |eite pasteurizado. Rev Inst Adolfo Lutz, 67(1): 73-77,

2008.

no leite recém pasteurizado ndo excede a 0,3NMP/mL. Os
coliformes termotol erantes estiveram presentes em 4 amostras
(28,6%), eE.cali foi confirmadaem 2 (14,3%) das 14 amostras. As
médiasdo NMP de coliformestotais e termotol erantesndo foram
determinadas porque em 9 das 14 amostras os resultados
estiveram abaixo de 0,3ANMP/mL. Saphylococcus coagulase
negativa esteve presente em duas das 14 amostras, e
Saphylococcus coagulase positiva em nenhuma das amostras.
Por essa razdo, ndo foram determinadas médias dessas
contagens. Em nenhuma das amostras foi detectada a presenca
de Salmonella.

Com relagdo as andlises fisico-quimicas, as médias
obtidas paraacidez e pH foram, respectivamente, 14,5°D e 6,69
(Tabela2). A enzimafosfatase ndo foi detectada, indicando que
atemperatura de pasteurizagdo foi atingida?®. Em 4 amostras, a
peroxidase ndo foi detectada, e em duas dessas, estiveram
presentes coliformes e Staphylococcus, 0 que ndo deveria
ocorrer, considerando que essas amostras foram
superaquecidas e que essas bactérias sao sensiveis as
condic¢des de tempo-temperatura da pasteurizagéo?. Isto
evidenciaque existiram problemas no pasteurizador, resultando
na recontaminagdo do produto. Lamaita et al.® detectaram a
enzima fosfatase em 7,5% das amostras de leite pasteurizado
tipo C, eausénciadaenzimaperoxidase em 17,5%.

Anadlisesmicrobiol6gicasdeleite pasteurizado embalado

A contagem de bactérias mestfilas viaveis no leite
pasteurizado embalado varioude 1,3 x 10?a 1,4 x 10°UFC/mL,
sendo amédiade 1,4 x 10*UFC/mL (Tabela 1). Essesresultados
estiveram abaixo do limite estabel ecido pelalN51 (3x 10°UFC/
mL) para esse grupo de microrganismos em leite pasteurizado
tipo C. Quanto ao nimero de coliformes totai's, os resultados
variaram de abaixo de 3 aigual ou acimade 2,4x10°NMP/mL,
tendo 9 amostras excedido ao limite méximo tolerado (ANMP/
mL) paraessetipo deleite. Em57,1% das amostrasfoi detectada
a presenca de coliformes termotolerantes, em nlimeros que
excediam o limiteméaximo permitido (2NMP/mL). A presengade
Escherichia coli foi confirmada em 35,7% das amostras. A
contaminacdo do leite pasteurizado tipo C com coliformes
termotolerantes também foi verificadapor outros autores®S”7,
em valores acima do padréo estabelecido pelo MAPA,
colocando em risco a salide dos consumidores. Em nenhuma
das amostras foi detectada a presenca de Staphylococcus
coagulase positiva e Salmonella. Entretanto, Staphylococcus
coagulase negativa esteve presente em 21,4% das amostras.

O pH e acidez médios do leite pasteurizado embalado
foram, respectivamente, 14,5°D e6,70 (Tabela2). Quatro (28,6%)
amostras apresentaram acidez abaixo de 14°D, ndo atendendo
ao limite minimo estabel ecido pelalegislacao®. Caldeiraet a.?,
a0 avaliarem caracteristicas fisico-quimicas de trés marcas de
leite pasteurizado tipo C, comercializadas em Belo Horizonte,
observaram que a acidez foi a caracteristica que apresentou
maior coeficiente devariacdo, variando de 11,0a16,2°D. Esses
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autores fizeram analises qualitativas para substancias
neutralizantes, mas essas ndo foram detectadas. Lamaitaet al .2
verificaram que a acidez titulavel de 37,5% das amostras de
leite pasteurizado tipo C, beneficiado em Minas Gerais, hdo
atendeu alegislagdo brasileira.

CONCLUSOES

As amostras de leite cru analisadas nessa pesquisa
apresentaram contagens de bactérias mesdfilas viaveis e o
numero de coliformes elevados, excedendo ao recomendado
paraum leite obtido em condicBes de higiene adequadas. 35,7%
das amostras de leite tipo C recém-pasteurizado apresentaram
coliformes totais, indicando falhas no processo de
pasteurizagdo. O teste da fosfatase ndo foi suficiente para
avaliar o bom funcionamento do pasteurizador, sendo
necesséria a realizagdo de andlises microbioldgicas de rotina
do leite na saida do pasteurizador. O aumento no nimero de
amostras que ndo atenderam aos i mites maxi mos estabel ecidos
pelalegislacdo, paracoliformestotais, verificado nas amostras
deleite pasteurizado tipo C embal ado, indicou haver deficiéncias
nas condicdes higiénico-sanitéarias ap0s a pasteurizagdo do
leite. A determinagdo de acidez tituldvel € um teste simples e
rapido que fornece informacdes sobre a qualidade
microbioldgicaefisico-quimicadoleite.
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RESUMO

A obesidade tem se tornando significante problema de salide publica no Brasil. Atualmente, os produtos
denominados" férmulasemagrecedoras’ sao encontradosem profusio no mercado, com o argumento de promover
reducdo de peso corpdreo. No periodo de junho de 2004 a marco de 2007, foram efetuadas na Segéo de
Farmacognosia do Ingtituto Adolfo Lutz Central/ SP andises de 22 amostras de formulas para pesquisar a
presenca de anorexigenos (dietilpropiona, femproporex, mazindol) e benzodiazepinicos (clordiazepoxido,
clonazepam, diazepam, bromazepam, lorazepam). Foi empregadaacromatografiaem camadade gadacomparativa
frente aos respectivos padrdes, aavaliagdo de conformidade darotulagem foi redizada seguindo-se alegidacéo
vigente. Oslimites de detecgéo foram determinados para cada farmaco pesquisado, com os padrdes utilizados na
respectivatécnicade cromatografia Trésamostras gpresentaram dietil propionaou diazepam com femproporex, as
quais ndo estavam declaradas nos seus rétul os e nos rétul os de todas as amostras andisadas houve a mencéo da
presencade substénciaslaxantes. Dasamostras andisadas, 16 estavam em desacordo com alegidagdo epecifica
vigente quanto aos dizeres de rétulo. A associacdo de anorexigenos com benzodiazepinicos e laxantes, embora
proibida pelalegidaco brasileira, € ainda encontrada nos produtos comercializados, congtituindo-se importante
risco a salide dos usuarios. Este fato merece assm, atencao especid e constante dos 0rgaos de fiscdizaco.
Palavr as-chave. produto emagrecedor, anorexigeno, benzodiazepinico, limite de detecgdo, cromatografia
em camada del gada comparativa, fraude.

ABSTRACT

Obesity has turned to be an important public health issue in Brazil. Nowadays, there are many products so
called “weight reducer compounded pharmaceuticals’ claiming effectiveness asweight reducers. From June
2004 to March 2007, the Pharmacognosy Laboratory of Ingtituto Adolfo Lutz analyzed 22 samples of
compounded pharmaceuticals formulations in order to identify anorexigenic drugs (diethylpropione,
fenproporex, mazindol and benzodiazepinic) drugs: (chlordiazepoxide, clonazepam, diazepam, bromazepam
and lorazepam). The analysiswas carried out using comparative thin layer chromatography technique. The
label contentswere also evaluated in accordancewith  Brazilian legislation. Detection limit was established
to each analyzed compound in accordance with the respective reference standards. Although compound
combination of anorexigen, benzodiazepinic and |axative agentsare forbidden by Brazilian laws, three out 22
sampleswere positive for diethylpropione or diazepam with fenproporex. In addition, these substanceswere
not mentioned inthelabel content. Sixteen sampleswerein disagreement regarding to thelabeling requirements
for omitting essentia information. These findings showed that much concerns have to be taken by therule
authorities on these compounded pharmaceuticalsin order to avoid harmful misuse.

K ey wor ds. weight reducer product, anorexigen, benzodiazepinic, detection limit, comparative thin layer
chromatography, fraud.
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INTRODUCAO

Segundo aOrganizagdo Mundial daSalde (OMS), mais
de um bilh&o de pessoas no mundo est&o acima do peso, e um
total de 300 milhSes séo clinicamente obesas!. No Brasil, estima-
se que cerca de 40% da populacdo adulta sofre excesso de
peso e 11% sdo obesas®. A obesidade pode ser definidacomo o
acumulo excessivo de gordura pelo organismo e, devido as
proporcdes que vem atingindo, € considerada um problema de
salide publica no Brasil e em outros paisest®. Sua incidéncia
independe de fatores socio-econdmicos e as conseqiiéncias
observadas v8o desde morte prematura ao desenvolvimento
de doencas graves ndo letais, que afetam diretamente a
qualidade de vida dos individuos'.

As formulas emagrecedoras, ditos “produtos
emagrecedores naturais’, se propdem a ser efetivas no
tratamento de obesidade. Estas tém sido procuradas e
difundidas entre os consumidores devido a existéncia de
campanhas de propaganda em emissoras de radio, televisdo e
internet*. A profusdo destes produtos suscita a preocupacao
e a desconfianca de que substancias anorexigenas e
benzodiazepinicas possam ser utilizadas de maneira
indiscriminada e por isso perigosa, uma vez que ambas S&0
substéncias de uso controlado e com notificago especial e
retencdo de receitas, segundo preconiza o SVS/MS N° 344/
98

Os anorexigenos sdo estimulantes do sistema nervoso
central (SNC), eaperdade peso ocorre por supressdo do apetite.
Efeitos adversos no tratamento incluem potencial de abuso de
droga, distlrbios de sono, palpitacfes, aumento da pressdo
arterial, secura naboca e depressdo. Fazem parte desta classe
a anfepramona (dietilpropiona), o femproporex, 0 mazindol
dentre outros®”.

Os benzodiazepinicos sdo agentes ansioliticos,
depressores gerais ndo-seletivos do SNC. Fazem parte desta
classe o clordiazepdxido, o diazepam e o lorazepam e sdo usados
para reduzir a inquetacdo, tensdo emociona e induzir sono e
sedacdo. Doses el evadas causam dependénciafisicaepsiquica
O etanol pode potenciaizar a agdo, resultando em overdose.
Um efeito adverso é o estimulo do apetite, com conseqiiente
aumento de peso®?.

E proibida a associagdo de drogas em medicamentos e
preparacdes magistrais que contenham anorexigenos
associados entre si, ou com substéncias ansioliticas, diuréticas,
hormonais, extratos hormonais, laxantes, bem como qualquer
outra substancia medicamentosa segundo o Artigo 47 da
PortariaSV M SN°344/98°, aRES. GMC n°39/99°, aRES. CFM
N° 1.477/97*° eaRES. CFF N° 273/951,

Muitos autoresjaverificaram a€ficaciadacromatografia
em camada delgada comparativa (CCDC) na identificagdo de
substancias anorexigenas e benzodiazepinicas em formul agdes
emagrecedoras*'?, Este método apresenta como vantagens
rapidez, robustez, simplicidade, analise de amostras complexas
sem pré-tratamento e baixo custo.

A Secéo de Farmacognosia da Diretoria de Servigo de
Medicamentos do Instituto Adolfo Lutz Central — SP tem
recebido amostras de 6rgaos como Vigilancia Sanitéria,
Prefeituras, Hospitais, Delegacias de Policia e consultérios
meédicos, com solicitagdo de pesquisa da possivel presenca de
benzodiazepinicos e anorexigenos em formulacgtes
emagrecedoras. Estas amostras geralmente sdo acompanhadas
de queixas dos usuarios relatando sinais e sintomas clinicos
indesgjaveis de onde decorre a suspeita da presenca de tais
farmacos, como possiveis adulterantes.

Este estudo tem como objetivo comunicar o compilado
de resultados de analises de amostras de produtos
emagrecedores com suspeita de adicdo ndo declarada de
substancias anorexigenas e benzodiazepinicas, recebidas na
Secdo de Farmacognosia do Instituto Adolfo Lutz durante o
periodo dejunho de 2004 amarco de 2007 com base no limitede
deteccéo (LD) determinados para cada farmaco, por
cromatografiaem camada delgada comparativa.

MATERIAL E METODOS

Preparodaamostra
Anadlisepor cromatografiaem camadadelgada

Asamostrasforam extraidas de acordo com metodologia
descritapor Auricchio et al. 19912, Cercade 500mg daamostra
foi transferida para um béquer juntamente com 15,0mL de
solugdo de &cido cloridrico 3 M, mantida em banho ultra-som
por 5 minutos, apés o que foi filtrada através de algodéo para
funil de separaco. Foi realizadaaextragdo do filtrado com trés
por¢desde 10mL decloroférmio, sendo estasreunidas efiltradas
sobre sulfato de sddio anidro. As fragdes tiveram o solvente
evaporado a secura e o residuo foi ressuspendido em
aproximadamente 0,5mL de cloroformio (extrato 1). A fase
aguosa acida que permaneceu no funil de separacdo foi
alcalinizada com hidroxido de aménio, seguidade extracdo com
clorof érmio eressuspendidaconforme o procedimento descrito
anteriormente, obtendo-se o extrato 2.

Foram utilizados os seguintes padrfes: diazepam,
bromazepam, clonazepam, |lorazepam, cloridrato de
clordiazepoxido, femproporex, mazindol e cloridrato de
anfepramona (obtidos de fabricantes de medicamentos e
acompanhados de certificado de andlise) na concentracéo de
1% (p/v) emdlcool etilico PA. Os padrdes e os extratos obtidos
no preparo das amostras foram analisados por cromatografia
em camada delgada comparativa utilizando-se placas de gel
desilicaG60 Merck® (20 x 20 cm) com 0,25mm de espessura. A
andlise foi realizada em triplicata com desenvolvimento
ascendente utilizando trés sistemas de solventes para a
eluico:

e FEluente 1: acetato de etilac metanol: hidroxido de aménio

(85:15:10, viviv);
e Eluente2: ciclohexano: tolueno: dietilamina(75:15:10, viviv) e
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¢ Eluente 3: ciclohexano: cloroférmio: dietilamina (70:20:10,
VIVIV).

Apbs a eluicdo e a evaporagdo do solvente a
temperatura ambiente, as placas foram reveladas com solugéo
deiodoplatinado acidificado (manchas viol &ceas) e solugéo de
Dragendorff (manchas acastanhadas)®. A verificagdo da
presenca ou ndo de anorexigenos e benzodiazepinicos foi
realizada comparando-se o Rf(s) e cor da(s) mancha(s) das
amostras com as dos padrfes testados.

Determinag&o dolimitededeteccéo

O limite de deteccdo (LD) foi determinado para cada
padr&o baseando-se na avaliagdo visual da mancha na menor
guantidade de massa conhecida por cromatografia em camada
delgada™.

Cada padréo foi pesado etransferido quantitativamente
parabal 8o volumétrico ediluidoscom dcool etilico PA, obtendo-
se solucdes de concentragdes de 0,5mg/mL. Estas foram
aplicadas em volumes de 1 a 5uL que correspondem a
quantidade em massade0,5a2,5ug, em placasdegel desilica
G 60 Merck®, com auxilio de microsseringa. Quando necessario,
foi realizadadiluicdo 1:10 dasolucdoinicial. A determinagdo do
LD foi realizada em triplicata utilizando-se o eluente 1, com
saturacéo prévia da cuba de 1 hora, desenvolvimento
ascendente e percurso de 10cm. Apds aevaporacao do solvente
a temperatura ambiente, a placa foi revelada com solugdo de
Dragendorff®3. O LD foi determinado pelo estabel ecimento do
menor nivel de concentracdo parao qual arevelagéo, acoloracdo
da substéncia revelada na cromatografia foi visualizada com
confiabilidade.

Especificidade

A especificidade foi determinada preparando-se uma
amostra placebo com componentes comuns nas formulactes
analisadas, tais como gelatina, glucomanan, amido de milho,
cascara sagrada, fucus vesiculosus, sene, spirulina, sene,
quitosana, castanha da india, vitamina C em propor¢oes
semel hantes de cada componente e analisadas de acordo com
0 método empregado.

Andlisederétulo

A andlisederotul o das amostrasfoi realizada seguindo-
se a legislagdo vigente: RDC n°33/2000% para formulagtes
manipuladas, RDC n° 333/2003 para formulacges
industrializadas e do Codigo de Defesa do Consumidor?®.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Das 22 amostras analisadas, 6 foram provenientes de
andlises fiscais e 16 de orientagbes, 4 de formulacdes

farmacéuticas industrializadas e 18 de formulagBes magistrais.
As formulages declaravam contem em geral gelatina,
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glucomanan, carboximetilcelulose, cascara sagrada, sene,
quitosana, castanha da india, vitamina C entre outros, cujo
placebo analisado com o método empregado néo revel ou manchas
com mesmo aspecto, coloragio e RF dos padrdes utilizados.

O resultado dos limites de detecc8o dos padrBes de
benzodiazepinicos e anorexigenos analisados estéo na Tabela
1 evariaram desde 0,05ug até 1,5ug.

Os resultados da Tabela 1 mostraram as quantidades
minimas (LD de benzodiazepinicos e anorexigenos) capazes de
ser detectadas natécnicacromatograficautilizadaneste trabal ho.

Das 22 amostras analisadas, uma foi considerada
insatisfatria por conter anfepramona e duas outras por
revelarem presenca de femproporex e diazepam, sem estarem
declarados na formulagdo e associados a drogas vegetais
laxantes, como sene (Senna alexandrina) ou cascara sagrada
(Rhamnus purshiana), em desacordo com 0 Artigo 47 daPortaria
SVS/MSN°344/98° e a Resolugdo n° 39/99°. Na PortariaSVs/
MS N°344/98° o diazepam consta na Lista-B1 (Lista das
Substancias Psicotropicas, sujeitas a Notificagdo de Receita
“B") eaanfepramonae o femproporex, naLista—B2 (Listadas
Substancias Psi cotrépicasAnorexigenas, SujeitasaNotificacdo
de receita “B"), portanto obrigatoriamente devem estar
declaradas no rétulo. Segundo resolugéo do Conselho Federal
de Medicinal® (CFM N°1.477) o uso de substancias tipo
anfetaminas, isoladamente ou em associagcdo com
benzodiazepinicos, diuréticos, hormoénios, laxantes, com
finalidade exclusiva de tratamento da obesidade ou
emagrecimento ndo possuem fundamentacdo cientifica e tém
causado graves riscos a salde humana, podendo inclusive
provocar dependéncia.

Quanto aanalisederétulo, cinco amostras (23%) ficaram
prejudicadas devido a Vigilancia Sanitéria coletar amostra a
granel e acondicionar diretamente em involucro pléstico lacrado.
Apenas uma amostra teve resultado satisfatério e dezesseis

Tabela 1. Limite de detec¢cdo de benzodiazepinicos e
anorexigenos por cromatografia em camada delgada
comparativa.

Padroes Limitede Rf
deteccéo (1g)

Diazepam 03 090
Lorazepam 15 0,70
Clonazepam 15 082
Bromazepam 05 033
Cloriazeptxido 05 0,77
Femproporex 05 091
Mazindol 03 084
Anfepramona 005 092

Placadegel desilicaG 60; Eluente: acetato de etilazmetanol :hidroxido
de aménio (85:15:10, v/v); Revelador: solugdo de Dragendorff. Cor
das manchas: acastanhadas.
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(72%) foram consideradas insatisfatorias. As infragbes mais
frequentes verificadas no ensaio foram as auséncias de: nome
do prescritor, nome do paciente, posologia, género e espécie
da droga vegetal em questédo e CNPJ do estabelecimento
comercial ou produtor e por constar indicac8o terapéutica, fato
grave por induzir aautomedicagdo. Foi observadaaocorréncia
deformulagBes magistrais declarando conter tiratricol, utilizado
como um horménio tireoidiano, e cujoregistrojafoi cancelado
pelaANVISA, em razdo de uso indiscriminado paraotratamento
da obesidade. Neste caso ndo foi realizada andlise de
identificacdo de tiratricol devido ao laboratério ndo dispor do
padréo.

Nastrés amostras que tiveram resultados i nsatisf atorios
por conterem substancias como anfepramona, diazepam e
femproporex, néo declaradas no rétulo e todas contendo
laxantes naformul agdo, ndo constavam no rétulo daembalagem
destas, o enderego comercial e CNPJ de seus fabricantes. A
falta de tais informages essenciais dificultam ou até mesmo
impedem a agdo fiscalizatéria da autoridade. No caso das
preparactes magistrais a presenca do home do prescritor e do
paciente é fundamental para mostrar que a mesma foi
individualizada, conforme preconiza a legislagdo. A auséncia
destas duas informagles, ao contrario, podem indicar que a
preparacdo foi fabricada e ndo manipulada, em quantidades
mais proximas dasemi-industrializacdo. Haque selevar em conta
também que a amostragem enviada ao laborat6rio € muito
pequena diante da quantidade que é oferecida no comércio.

CONCLUSAO

Produtos contendo anorexigenos e benzodiazepinicos
em associacdo com drogas vegetais laxativas ainda podem ser
encontrados a venda ou distribuidos de forma fraudulentae em
total desacordo com alegislacéo. Este fato constitui Sério risco
asalde em razéo dos efeitos colaterais que 0 uso indiscriminado
destas substancias pode acarretar. Logo, produtos manipulados
ou ndo, utilizados nareducdo de peso merecem atengéo especial
dos 6rgaos de fiscalizagdo a fim de controlar o emprego das
substancias da Lista Bl e B2 da Portaria 344 de 12 de maio de
1998.
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RESUMO

No estado de S&o Paulo, Brasil, em fungdo da eficiente estratégia para a vigilancia do virus do sarampo
(VS), ndo houveregistro de casos nativos de sarampo no periodo de 2001 a 2007. No estado de S&o Paulo
foram registrados casos de sarampo importados, sendo 01 paciente em 2001, outro em 2002 e em 2005 foi
alvo de investigagdo uma crianga ndo vacinada, de 18 meses de idade com exantema e febre, que foi
admitidaem hospital privado. O Centro de Vigilancia Epidemiol 6gicadescobriu que o irméo destacrianca
teve uma doenca semelhante uma semana antes. A infeccdo pelo virus do sarampo foi confirmada no
Instituto Adolfo Lutz pela deteccéo de anticorpo IgM anti-V'S, isolamento do virus por meio de cultivoem
céulasVero/hSLAM eamplificagdo de RNA viral por RT-PCR. A regido do gene danucleoproteinado virus
isolado foi amplificada. O resultado da andlise filogénica mostrou que o virus isolado correspondeu ao
gendtipo D5. Este gendtipo circulano continente daAsiae harel atos sobre suaanterior circulagio em Sao
Paulo.

Palavras-chave. virus do sarampo, vigilancia do sarampo, gendtipo do virus do sarampo.

ABSTRACT

Owing tothe efficient strategiesfor meadesvirus(MV) surveillancein So Paulo State, Brazil, no circulation
of native measlesviruswas registered during the period from 2001 to 2007. In Sao Paul o Statetheimported
measl es cases were registered, being onein 2001, onein 2002, and in 2005 an unvaccinated 18-month-old
child presenting fever and exanthema admitted to a private hospital was the target of epidemiological
study. The Center of Epidemiological Surveillance found out that abrother of this child had had asimilar
disease one week before. The measles virusinfection was confirmed at Adolfo Lutz Institute by detecting
the MV -specific IgM antibody, by virusisolation on Vero/hSLAM cellsculture, and by meansof MV-RNA
amplification on RT-PCR technique. A region of nucleoprotein genefromisolated viruswasamplified. The
phylogenetic analysis data showed that the isolated virus corresponded to genotype D5. This genotype
circulatesin the Asian continent, and it had circulated before in Sao Paulo State.

K ey wor ds. measles virus, measles surveillance; meas es virus genotype

INTRODUCTION

In Brazil the goa of interrupting the transmission of
endemic measlesvirus(MV) by theend of 2000 using strategies
developed by the Pan American Health Organization (PAHO),
which included recommendations for vaccination activities,
intended to achieve high population immunity together with
sensitive surveillance for suspected measles cases, including
effective virological and serological surveillance2. However

this strategy was not implemented in many countries of
worldwide and measles outbreaks continued occurring®#*.
Analysis of the variability in the nucleotide
sequences of wild type Measles Virus (MV) has enabled
the use of molecular epidemiologic techniques for measles
surveillance. The molecular data, when used in conjunction
with standard case reporting and investigation, can help
to identify epidemiological links between geographically
distinct cases and outbreaks as well as track importations
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of measles® Also, approximately 5% of vaccine recipients
experience mild symptoms (rash and fever) after vaccination
and some of these cases could be misclassified as wild-
type measles. Genetic characterization of viral isolates or
RT-PCR products is the only laboratory test that can
differentiate between vaccine associated cases and wild-
type infection’.

Thevirological surveillance carried out in the late 1980s
and 1990s increased substantially the number of genotypes
detected in cases outbreaks to eight clades designated from A
to H including 23 genotypes recognized by the World Health
Organization®. However, somegenotypes(B1, D1, E, F, and G1)
have not been detected in the last 15 years and are considered
inactive’.

In this study weinvestigated by serologically, isolation
of thevirus and thefilogenetic analysis an imported case of the
measles virusin Sao Paulo.

MATERIALS AND METHODS

Epidemiological history

On June 17", 2005 during an airplane trip a sportsman
who was returning home from a 14-day-long stay in the Asian
continent (Maldives) after serological tests, he was diagnosed
as having measles some days later. In same flight from Sao
Paulo to Florianopolis the transmission occurred to a 5-year-
old child.

Patient

On July 15™, 2005 an unvaccinated 18-month-old child
was admitted to a private hospital to investigate afebrile rash.
The epidemiological investigation carried out by the Center of
Epidemical Surveillance uncovered that this child wasinfected
by his 5-year-old brother who had had a similar disease one
week before during an airplanetrip.

Specimen collections

A blood sample was analyzed at the Adolfo Lutz
Institute, state of Sao Paulo, Brazil. Measles infection was
serologically confirmed as IgM-positive using IgM ELISA
Test commercial Kit (Behring Diagnostics Gmb H Marburg).
Periphera blood mononuclear cells(PBMC) were purified from
whole blood by using Ficol-Hypaque gradient centrifugation
for virusisolation.

Viruslsolation

The specimens were added onto a Vero/hSLAM cellst
recommended by Ronveaux et al*?to isolate MV. The cell
cultures were infected with 200ul of PBMC and maintained in
DMEM plusand 2% fetal calf serumincubate at 37°C. After two
passagesin cell culturesabout 75% for characteristic cytopathic
effect (CPE) was observed. Next, the cellswere centrifuged and
RNA wasextracted fromthecell pellet.
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RT-PCR and Sequencing

RNA was extracted using TRIZOL reagent (Invitrogen,
Carlsbad, Calif, USA), and reverse transcriptase polymerase
chain reaction (RT-PCR) was used to amplify either the 550-
nucleotide (nt) coding for the COOH terminus of hucleoprotein
(N)*. The reaction products were analyzed by using the
DyeDeoxy terminator sequencing Kit in an ABI automatic 373
DNA sequencer (Applied Biosystems Ltd.,UK). Phylogenetic
trees were constructed either by maximum likelihood(ML)
analysiswascarried out wit the PAUP 4.0 b10 (Sinauer Associate,
Inc., Sunderland, MA, USA).

RESULTS

In 2005 and 2006 at the Adolfo Lutz Institute analyzed a
total of 1.011 and 968 samplesrespectively, for measles specific
antibodies by Elisa and two positive cases were confirmed in
Sao Paulo. The genetic characterization was possible only one
case during commercial air tripsto Sao Paul o because the other
child was diagnosed some days after the onset of symptoms.
The results of the 18-month-old child indicated positive for
measl es-specific immunoglobulin (IgM) and were confirmed
by positive virus isolation. The sequence coding for the
carboxyl terminus of the nucleoprotein (243) nucleotides of
this isolate was compared with the sequences of the GenBank
reference strains (Table 1). Theresults indicated that thisvirus
had identical N gene sequence and were member of genotype
D5 (figurel). The sequence of Mvi/Sao Paulo.BRA/05 has been
deposited in GenBank (accession number EF151191)

DISCUSSION

In Brazil measles has bend notifiable disease since
1968. With the adaptation of the Measles Elimination Planin
1992, the national immunization campaign showed coverage
of 96%, in 1995, 77% and 2000, 100%*. After thelast epidemic
in 1997, the experience was particularly instructive asameans
to evaluate the surveillance system and Adolfo L utz Institute,
which is the reference state laboratory. Although Sao Paulo
isthe largest state in Brazil, with a population of 37 million
people (IBGE 2007), the good strategies adapted for measles
elimination were successful. From 2001 to 2006 no
indigenous measles case was reported and only 3 imported
cases two from Japan in 2001 and 2002 group D5%, and one
from Asia (2005) group D5 wereregistered. Measlesimported-
associated outbreaks continue to occur sporadically because
of the persistence of endemic measles in other countries
and the high volume of international trips. This fact
strengthens theimportance to continue measles surveillance
and to investigate coverage in order to determine whether
new policies are needed for the elimination of measlesin the
world.
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Table 1. Characteristics of MV straing/isolates subjected to phylogenetic analysis

Isolation year Genotype Strain/isolate Locatlity Acc. No.
194 A Edmwt USA uo1987
1990 (07 MVi/Vic.AU/3.90 Victoria, AUS AF243460
1990 e Erlangen.DEU/90 “ witf Erlangen, DEU X84872
1991 7] MViNVicAU/5.91 Victoria, AUS ARF243462
1992 7] Prague243/92 Prague,CZN Y 17027
1993 D6 Stuttgart/2/93 Stuttgart, DEU Y1385
1993 D5 Palau.BLA/93 Palau,BLA L46758
1993 D5 Bangkok. THA/93/1 Bangkok, THA AFO79555
194 D3 Taipeh. TWN/94 Taipeh, TAW AJ250068
194 D6 S4B SPA X84864
1995 D6 High Wycombe/234/95 High Wycombe, UNK U29302
1997 D6 Novosibersk/97 Wroclaw, RUS Y1702
1997 D3 MVi/OSakaC.JPN/17.97 Osaka, JAP AB083149
1997 H1 MVi/Amsterdam.net/27.97 China,JAP AF193512
1997 (62 Funen 9/97 Funen, DEN Y 17025
1997 D6 BRA/42.97/35175 S&o Paulo, BRA AF495863
1997 D6 Angrados Rei5/485/97 Angrados Reis, BRA AX272480
1998 D6 Wroclaw/98 Wroclaw, POL Y 17026
1998 D5 MVgVic.AU/52.98 Victoria, AUS AF243473
1998 D5 MVsVic.AU/51.98 Victoria, AUS AF243472
1998 D5 MVsVic.AU/27.98 Victoria, AUS AF243471
1993 D4 Amsterdam.Net/3.98 Nepa ,DEU AF193513
1999 D4 Pokhara. NEP/5.99 Pokhara, NEP AJ250073
1999 D8 Janakpur.NEP/2.99/2 Janakpur, NEP AJ250070
1999 D8 Janakpur.NEP/2.99/1 Janakpur, NEP AJ250069
2001 H1 MV s/Toyota C.JPN/30.01 Toyota, JAP AB104874
2001 D5 MVi/Sapporo.JPN/19.01 Sapporo, JAP AB104876
2001 D5 MVi/Séo Paulo.BRA/01 S&o Paulo, BRA AY425711
2001 D3 MVi/Okinawa.JPN/21.01 Okinawa, JAP AB104875
2006 D5 *MVi/S30 Paulo.BRA/05 S&o Paulo, BRA EF151191

(*) porposed genotype
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Figure 1. Phylogenetic analysis of 243nt of nucleoprotein gene
of MeaslesVirus(MV) isolates circulating in Sdo Paulo, Brazil.
MV clustered in eigth genotypes: A, C2, D3, D4, D5, D6, D8,
H1. Numbersrefer to strainsin Table 1.
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RESUMOS DE TESES E DISSERTACOES

Nutritional labeling of sweet and salted foods consumed by
children and adolescents

Lobanco, CM. Rotulagem nutricional de alimentos salgados e doces consumidos por criangas e adolescentes. S&o Paulo,SP/
Brasil,.2007.[ Dissertagdo de Mestrado — Area: Nutri¢&o — Faculdade de Satide Publica — Universidade de S3 Paulo, SP/Brasil]

Orientadora: Profa.Dra.Deborah HelenaM arkowicz Bastos

The consumers havetheright to informations about both
the characteristics and the nutritional composition of the foods
they buy, allowing them for healthy choices. Therefore, the
Sanitary Inspection National Agency (ANVISA) makes
nutritional 1abeling of the commercialized foods obligatory. Must
be informed, among the nutritional informations, the following
nutrients rates: carbohydrates, proteins, total fats, saturated
fats, transfats, sodium, alimentary fibers, and caloric value. The
purpose of thiswork wasto eval uate the conformity of nutritional
data present in the labels of some packed foods, normally
consumed by children, itsexperimental value being obtained by
means of analyses by official methods, leading to an evaluation
of the quality of theinformation available to the consumer. The
datadeclared in foods|abel swere compared with those obtained
in the laboratory. Some packed foods consumed by children
were choose, like corn and wheat products of different flavors
and forms, some types of potato chips, peanuts, filled biscuits,
wafer biscuts, and filled milk chocolate, both in bars and in
bonbons. The rates of proteins, total fats, saturated fats,
alimentary fibersand sodium were eval uated utilizing the methods
described in the “Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz”.
The value for carbohydrates was calculated by the difference
between 100 and total amount of humidity, ash, proteins, total
fats and alimentary fibers, according to the Resolution 360 of
ANVISA. Thecdoric valuewascal culated utilizing the Atwater
factors. The datawere treated statistically by the distribution of
percent frequency. The non-compliance of the protein rates
declared onthe nutritional labeling oscillated between 0 to 50%,
with the highest index in the potato chips, that of carbohydrates
varied between 0 and 40%, with the highest indexes found in

peanuts and wheat snacks, that of saturated fat, 12 to 41%, the
highest indexes being found in potato chips, peanuts and corn
snacks, whilst fiber presented non-compliance going from 8 to
69%, whereby all products did not comply, total fats, O to 85%,
the highest index found in the corn snacks. About the sodium,
the disapproval interval oscillated between 12 and 72%. With
regard to the sweet products, the condemnation interval for
total fatsoscillated from O to 75%, the highest percent rate being
found in the chocolate bonbons. Saturated fats presented a
disapproval interval between 0 to 52%, the widest onefoundin
the filled biscuits. As for fibers, the disapproval interval went
from 0 to 36%, the highest percent rate being found in the
chocolate bonbons. The protein disapproval interval oscillated
from 10 to 40%, the highest being in the filled milk chocolate
bars and in the bonbons. Among the analyzed products, potato
chips, corn snacks, and peanuts presented the highest
disapproval rates by the parameters of proteins, carbohydrates,
fiber, and saturated fat, where the rates of saturated fat acids
and fiber stood out. Among the sweet products, chocolate
bonbons, filled biscuits and wafer biscuits were the most
condemned according to the parameters of total fats, saturated
fats and fiber, leading to a preoccupation about the daily
ingestion of these products by children and adolescents.
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