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3. Processo de Julgamento dos Manuscritos: os trabalhos serdo aceitos para
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em cada volume é publicada no dltimo fasciculo do ano.

4. Etica: os trabalhos de pesquisa envolvendo seres humanos deveréo atender
a Resolugdo n°196/96 do CNS/M S e aquel es envol vendo ensai s com animais
deverdo atender a Lei Federal 9605 contra crimes ambientais e a Lei Federal
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0s documentos referentes a este procedimento, que poderdo ser solicitados em
qualquer momento pelos editores.
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seréo responsaveis por reconhecer erevelar conflitosfinanceiros, deinteressecomercid,
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as pessoas, por seu auxilio no trabalho, devem ter o seu consentimento documentado.
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da Organizaco Mundia da Salide (OMS) e do International Committee of Medical
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7.2. Comunicag8o breve: é um artigo sucinto, com objetivo limitado ou cujos
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do artigo cientifico, contendo no méximo duas tabelas ou duas figuras ou umatabelae
umafigura, até quinze referéncias e dez paginas impressas.
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equemerecargpidadivulgacdo. Deve apresentar no maximo duastabelas ou duasfiguras
ou umatabelaeumafiguraeaté quinzereferénciase dez péginasimpressas. O texto deve
conter todos os tépicos de um artigo cientifico, porém naforma de texto Unico.

7.4. Relato de caso: contempla principalmente a &rea médica, em que o
resultado é anterior ao interesse de sua divulgagdo ou a ocorréncia dos
resultados ndo é planejada. Inclui novas técnicas, terapias, diagndstico,
patologias, materiais e solu¢es inovadoras para problemas especiais,
fenémenos anatdmi cos e fisiol 6gicos. Deve conter os topicos: titulo e resumo

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

7.5. Artigo de revisdo: elaborado por especidista convidado pelo Corpo Editorial.
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paraapreciacdo. A reviso deverd ser subdivididaem topicos, conter resumoseminglés
e portugués e apresentar no maximo 15 paginas.

7.6. Resumos de teses e dissertagBes: serdo aceitos para publicacgo os resumos de
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enderego eetronico, 0 nome do orientador, titulo da obra (em portugués e em inglés),
nome da ingtituigdo em que foi apresentada e ano da defesa. O resumo podera ser
publicado em lingua portuguesa ou inglesa, sendo de total responsabilidade do autor o
seu contelido e também arevisio ortogréfica e gramatical.

8. Preparacio do manuscrito ou artigo

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

Estrutura

Péagina derosto: a) titulo do artigo; b) nome do(s) autor(es): nome seguido do Ultimo
sobrenome por extenso e em caixa dta (ex.: AnaMariaC. D. da SILVA); c) local de
trabalhoindi cado por nimero sobrescrito. O autor responsavel eo seu enderego deverdo
estar assinalados com asterisco (*) para encaminhamento da correspondéncia
Resumo: deve ser redigido em portugués, ser claro e conciso num Unico parégrafo,
contendo objetivo, metodologias, resultados e conclusdes. N&o deve exceder a 200
paavras.

Palavra-chave: podem ser utilizados até sei's descritores que identifiquem o contelido
doartigo, sepossivel baseadosno DECS (Descritoresem Ciénciasda Satide), disponivel
no www.bireme.br terminologia em salide e consultaa DECS ou no Medical Subject
Headings (MeSH), do Index Medicus, disponivel no www.nlm.nih.gov/
meshhome.html.

Introducéo: deve iniciar em pagina nova e deve conter os objetivos da pesquisa,
justificativa de sua importancia, apresentagdo das principais variaveis, definigdes
necessérias e discussio do problema de acordo com aliteratura pertinente.

Material e Métodos: 0 método deve estar claramente descrito e validado, de modo a
possibilitar a sua reproducéo. Qualquer modificagao, en métodos ja publicados, deve
ser devidamente explicitada.

Resultados: devem ser claros e concisos e podem apresentar tabelas e figuras quando
necessérias, quedevem ser auto explicativas. Asfigurasdevem ser enviadasem arquivos
separados, legendasno texto origind, suficientemente claras parapermitir suareprodugéo
(minimo 300 dpi), fotos em arquivos (.tif).

Discussio: deve fornecer a interpretac@o dos resultados em fung&o das informagtes
apresentadas. Este item pode ser incluido em resultados, néo havendo necessidade de
repeti-lo em item a parte.

Conclusdo: deve ser clara, concisa podendo, em alguns casos, ser incluida no item
discussfo n&o havendo a necessidade de repeti-la em item a parte.

Agradecimentos: é opciona e deve vir apds a discussio/conclusio.

Title, Abstract eK ey words: devem ser redigidoseminglése seguir asreco-mendages
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 Journa Editors, tanbém conhecidos como Vancouver Style. Os autores
devem seguir as diretrizes da quinta edi¢do (Annds of Internal Medicine 1997; 126:
36-47 ou na pégina (website) http://acponline.org/journals'resource/unifregr/htm.

As referéncias devem ser numeradas consecutivamente na ordem em que foram
mencionadas a primeira vez no texto. |dentifique as referéncias no texto, tabelas e
legendas de ilustragBes por numerai's arébicos sobrescritos. As referéncias citadas em
tabelas ou em legendas devem ser numeradas de acordo com a seqiéncia estabelecida
pela sua primeiraidentificacéo no texto.

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



Informagdes extraidas de manuscritos submetidos, porém ainda néo aceitos,
devem ser citados no texto como “observacoes 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, ISI 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.

TellesMAS, MoscaA. Avaliagdo da técnica de microdiluicao em placa para
determinag&o de concentracéo inibitoria minima de isoniazida em cepas de
Mycobacterium tuberculosis. Rev Inst Adolfo Lutz. 2000; 59 (1/2): 15-9.
Nimero com suplemento

Payne DK, Sullivan MD, Massie MJ. Women's psychological reactions to
breast cancer. Semin Oncol. 1996; 23 (1 Suppl 2): 89-97.

Volume com suplemento

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

Instituicdo como autor

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

Leshner Al. Molecular mechanisms of cocaine addiction. N Engl JMed. 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 |J, Redfern SJ, editors. Mental health care for elderly people. New
York: Churchill Livingstone; 1996.

InstituicAo 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. S&o Paulo: Ed Atheneu; 1996. p. 55-60.
Resumo/Trabalho de congresso publicado

DuPont B. Bone marrow transplantation in severe combined
immunodeficiency with an unrelated ML C 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.

Dissertacao/Tese

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

Material legal

Quanto alegislacao, aforma proposta por Vancouver ndo se aplicaarealidade
brasileira, para tanto recomenda-se adotar as hormas a seguir:

Os elementos essenciais sdo: competéncia (pais, estado ou cidade ou nome
da entidade ou 6rgéo no caso de se tratar de normas), titulo (especificagéo da
legislagdo, nimero e data), ementa e titulo da publicacdo oficial, local da
publicagdo 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 daSadde. Diario Oficial [da] Republica
Federativado Brasil, Poder Executivo, Brasilia, DF, 30 mar. 1998. Secdo 1,
n° 60-E, p. 5-6.

Brasil. Resolugéo n°16, de 13 de dez.1984 do Conselho Federal de Educag&o.
Dispde sobre reajustamento de taxas, e altera a redagao do artigo 5 da
Resolucao n.1 de 14/1/83. Diario Oficial [da] Republica Federativado Brasil,
Brasilia, DF, 13 dez. 1984. Se¢do 1, p. 190-1.

Associacdo Brasileirade 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 poluicdo do ar

por veicul os automotores (Proconve). Brasilia (DF); Diario Oficial daUni&o; 15
mar 2002.

Material Eletrdnico

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: URL: http://www.cdc.gov/ncidod/EID/eid.htm.

Monografia em formato eletronico:

CDlI, 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:

Hemodynamics11: 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: astabelas devem ser encaminhadas em folhas separadas e designadas
no texto como “Tabelas”. A sualocalizagédo aproximada deve ser indicada no
texto. Ser8o numeradas consecutivamente, com nimeros arabicos e
encabecadas pelos respectivos titulos, que devem ser breves e indicar
claramente o contetdo. Os dados apresentados em tabela ndo devem ser
repetidos em gréficos.

IlustragBes (fotografias, gréaficos etc.): as ilustracdes devem ser
encaminhadas em arquivos formato (jpg—~CMYK e ou tif) (minimo de 300
dpi) folhas separadas e designadas no texto como “Figuras”: terdo numeracéo
Unica e seqliencial, em algarismos arabicos e devem apresentar na sua parte
inferior e fora da area de reprodugao, informagfes breves e claras que
esclarecam o contelido da mesma. As suas localizagtes aproximadas devem
ser indicadas no texto. Todas as ilustragGes devem ser tao claras que permitam
sua reproducdo com reducao de 6,5 cm no sentido da largura, sem perda de
nitidez ou legibilidade. Os custos das ilustragdes coloridas ficardo a cargo
dos autores e estardo sujeitas a confirmagéo. Mencionar afonte e a permisséo
para reproducao das ilustragdes.

Da Publicagéo

1. Os trabalhos destinados a publicagdo na RIAL deverdo ser encaminhados
aBiblio-tecado Instituto Adolfo Lutz, Setor de Publicagdes, Av. Dr. Arnaldo,
355, Cerqueira César, S&0 Paulo/SP, 01246-902, ou rial @saude.sp.gov.br &/
c¢: Rocely Bueno.

2. Todo trabalho entregue para publicagdo devera ser assinado pelo autor e
trazer endereco para correspondéncia ou endereco eletronico. No caso de
mais de um autor, devera ser expressamente indicado o responsavel pela
publicac&o. Deverdo ser enviados 0s nomes de todos os autores e afiliagdo
completa.

3. Os trabal hos ser&o publicados em ordem cronol 6gica de aprovacéo, salvo
0 caso especial de comunicacdo breve, nota cientifica e relato de caso que
terdo prioridade.

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

5. As provas gréficas dos trabal hos seréo enviadas aos autores para corre¢éo
pelo correio eletrénico 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 publicagdo, respeitando,
porém, o estilo e as opinides dos autores.

6. E permitida a reproducéo, 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 legislag&o sobre direitos autorais.

Da Distribuicéo

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

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

O tratamento para a doenca celiaca (DC) consiste em dieta livre das prolaminas. gliadina, hordeina,
secalina e avenina existentes no trigo, centeio, cevada e aveia. A Comisséo do Codex Alimentarius
(FAO/WHO) definiu o limite de 200 ppm (mg/kg) de gliten parao alimento ser considerado livre desse
produto. A revisdo de 2004 do Codex Alimentarius sugeriu o limite de 20 ppm paraprodutos natural mente
sem gluten e de 200 ppm para produtos derivados de ingredientes ndo fonte de glaten, porém esses
limites estéo aindaem discussdo. Entre os métodos analiti cos para detectar ou determinar glUten/gliadina
tém sido empregadas astécnicas de: espectrometriade massa, cromatografialiquida, analisede DNA do
trigo eimununoenziméticos. O método oficial adotado pelaAssociation of Official Analytical Chemistry
(AOAC) é 0 ELISA baseado no anticorpo monoclonal paraw gliadina. O Codex Alimentarius endossou
temporariamente, 0 R5 ELISA como Método Tipo |. O R5 ELISA utiliza anticorpo monoclonal para o
pentapeptideo toxico existente na gliadina, hordeina e secalina. O ELISA, em fungdo de sua maior
sensibilidade e apropriado limite de deteccdo (1,5 ppm de gliadina), € considerado superior as demais
técnicas. A presenca de pequenos fragmentos de proteina existentes em prolaminas hidrolisadas devem
ser avaliados por métodos baseados em DNA.

Palavr as chave. doenca celiaca, gliadina, glaten, epitopos téxicos, ELISA.

ABSTRACT

Treatment of celiac disease (CD) isconsisted of adiet free of prolaminsasgliadin, hordein, secalin, and
avenin existingin wheat, barley, rye, and oats. The Codex Alimentarius Commission (FAO/WHO) has
defined the maximum gluten content of 200 ppm (mg/kg) to consider as gluten-free products. The Codex
Commission Review 2004 recommended the limits of 20 mg/kg dry mass for naturally gluten- free
products, and 200 mg/kg for food derived from gluten - free products. Among analytical methods for
detecting or determining gluten/gliadin the following techniques have been used: mass spectrometry,
high performance-liquid chromatography, wheat DNA analysisby PCR, andimmunoenzyme assay. ELISA
based on monoclonal antibody for w gliadin has been the technique officially recommended by the
Association of Official Analytical Chemistry (AOAC). R5-ELISA hasgot aprovisory approval fromthe
Codex Alimentarius as type | method. R5-ELISA is based on the use of a monoclonal antibody for
pentapeptide occurring in gliadin, hordein, secalin, and avenin, and thisassay presents sensitivity and
limit detection (1.5 ppm gliadin) rates superior in comparison to other techniques. Although, the qualitative
analysis for detecting he presence of small fragment of protein in hydrolized prolamine should be
assessed by means of DNA-based techniques.

Key-words. celiac disease, gliadin, gluten toxic epitope, ELISA

Rev. Inst. Adolfo Lutz, 66(2): 89-94, 2007



Barbosa SFC et al. Métodos analiticos para detecgéo de glUten em alimentos. Rev Inst Adolfo Lutz, 66(2): 89-94 , 2007.

INTRODUCAO

A doencaceliaca(DC) éumapatologiacaracterizadapela
intolerancia permanente as prolaminas existentes no trigo,
centeio, cevada ou aveia, resultando em atrofiatotal ou subtotal
do intestino delgado proximal ocasionando ma absor¢éo dos
nutrientes'. A interacdo entre fatores genéticos, imunol 6gicos e
ambientais explica a heterogeneidade da doenga. A DC esta
associada aos genes do complexo de histocompatibilidade
principal (MHC) e, em particular, ao HLA-DQ2 ou HLA-DQ8,
masoutros genes, HLA endo HLA, também estdo relacionados
no desenvolvimento dadoenca. A lesdo intestinal € mediada por
componentes humorais e celulares da respostaimunol 6gica?. O
tratamento existente € umadietalivre de prolaminas® existentes
no trigo, centeio, cevadae aveia. Estudos popul acionaisindicam
gue 0,5% e 1% da populacdo do Oeste Europeu* e da América
do Norte®, respectivamente, sofrem de DC, correspondendo em
torno detrés a seis milhdes de pessoas. No Brasil, Patresi et a°,
em Brasilia, estudaram um grupo de 4405 pacientes sem suspeita
clinicaprévia, observando aprevalénciade 1/169 em criancase
1/474 em adultoscom aformaatipicadaDC. Este estudo mostra
gueaDC ndo érarano Brasil e namaioriados casos estd sendo
subdiagnosticada. O objetivo deste trabalho foi o de revisar os
conceitos epidemiol 6gicos, aexpressdo clinicadadoencaceliaca
e sua prevencao atraveés de alimento livre de gliten assegurado
por métodos analiticos.

Quimica dasproteinasdo glaten

As proteinas do glUten representam 80% das proteinas
totais dos gréos formadapor um complexo de proteinasipidio-
carboidrato com a seguinte composi¢ao proteina (75%);
carboidrato (15%); (lipidio) (6%) e minerais (0,8%).

Asproteinas dos cereais podem ser divididas em quatro
classes segundo a sua solubilidade’ (1) albuminas solGveisem
agua, (2) globulinas sollveis em solucdes salinas, (3)
prolaminas sol(veis em solugdes de acoois a 70 e 90% e
glutelinas sollveis em solugBes &cidas ou alcalinas. As
prolaminas e glutelinas constituem 80 a 90% do total das
proteinas do trigo, centeio, cevada, enquanto que as albuminas
e globulinas contribuem com 20% ou menos. Na aveia as
globulinas sdo predominantes, representando aproximadamente
56% da proteina de reserva. As prolaminas sdo denominadas
degliadinano trigo, hordeina nacevada, secalinano centeio e
aveninanaaveiaenquanto paraasglutelinas, tem-seaglutelina
no trigo, a hordenina na cevade.

Quanto ao peso molecular as gluteninas possuem alto
peso molecular (APM), asgliadinas w 1,2 médio peso molecular
(MPM), as gliadinas a, y e subunidades de glutenina baixo
peso molecular (BPM). Gliadinas sdo mondmeros de proteinas
classificadas em a, 3, y e w conforme sua mobilidade
eletroforética. A diferenca entre as duas primeiras € pequena,
sendo designadas de a/. As gliadinas a, B, y tém estrutura
compacta, sdo ricas em enxofre e ndo sdo estéveisao tratamento
térmico. As w gliadinas podem ser subdivididas, de acordo com

0

asua composi¢ao de aminoécidos e seqiiénciade N terminais,
em dois formatos: w5 e wl,2. A fragdo das w gliadinas ndo
contém cisteina e, portanto, néo estdo envolvidas na troca de
dissulfeto, sendo por estarazéo termoestavel. Asa eygliadinas
possuem unidades repetitivas do formato o, formada pelos
peptideos glutamina-prolamina-glutamina-prolina-prolina
prolina glutamina glutamina fenilalanina-prolina-tirosina—
fenilalanina (GP.GPPP.G.GFen.PTir.Fen) que so repetidos
por cinco vezes. A unidade tipica do formato y é
P.GGPFen.PG, repetida por 16 vezes e interespacada por
G.G.GTir.GG, L.G.G ou PGG. Os diferentes grupos de
proteinas sdo homologos em duas das cinco regides e sdo
tipicamente diferentesnos N terminai s e seqliéncias repetidas®.

As gluteninas sdo agregados de proteinas ligadas
intermolecularmente por pontes de dissulfeto, podendo originar
um amplo espectro de pesos moleculares, atingindo a ordem
de milhdes. Apds reducgdo das pontes de dissulfeto, as
subunidades de glutenina mostram solubilidade similar a das
gliadinas. Com base naestrutura priméria, as gluteninas podem
ser divididas em subunidades de APM, incluindo os formatos
X ey, e subunidades de BPM®.

A importancia do gluten na tecnologia de panificacéo
se prende as propriedades de coesivisidade—elasticidade da
massa obtida a partir da farinha e de outros ingredientes
incorporados a farinha.

O aspecto estrutural destas proteinas reflete a relacdo
taxondmicaentre oscereais. Destamaneira, nas Triticeae (trigo,
centeio e aveia) estdo presentes os trés tipos de grupos de
proteinas de alto, médio e baixo peso molecular. As prolaminas
das aveias (aveninas) podem ser classificadas como
pertencentes ao grupo BPM. As proteinas do arroz, milho e
sorgo ndo possuem relagcdo com as Triticeae®.

Relacdo entre a estrutura quimica e toxicidade celiaca

As prolaminas tOxicas para celiacos séo gliadina,
secaling, hordeinae aavenina. Ensaiosin-vitro (em culturade
células de intestino delgado) demonstraram que todos os tipos
degliadinas (a, B e w) produzem efeitostdxicos. A gliadinae
fragmentosformados por digest&o pépticaestimulam mondcitos
e aumentam interleucina 8 e a producédo de interferon a®. As
subunidades de glutenina de alto peso molecular estimulam
células do intestino delgado de celiacos e produzem aumento
deinterleucina5 apds 2 horas ao desafio®®. Algunsindividuos
com doenca cel iaca podem ser sensiveis as proteinas existentes
na aveia 13, Estudos tém demonstrado que a maioria dos
individuos com doenca celiaca pode tolerar um limite diario
de 50 g de aveia®. A controvérsia sobre a suatoxicidade pode
ser explicada pela presenca de trigo, centeio e/ou cevada na
maioria dos alimentos com farinhas de aveia comercializadas
na Europa, EUA e Canad&™.

Limitesclinicosdetolerancia ao gluten
A contaminag&o do gluten em produtoslivresde gliten
deve ser evitada. Para minimizar tais riscos na producéo,
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recomenda-se a adesdo as diretrizes de “Boas Préticas de
Fabricacdo” referentes a fabricacdo, rotulagem e informacéo
aos consumidores'. A dificuldade em se estabelecer oslimites
aceitaveis de tragos de glaten em amostras livres de glaten é
devido a toxicidade e imunogenicidade das prolaminas nao
serem idénticas em todos os pacientes celiacos®.

Estudo de micro desafio, formato duplo-cego, utilizando
placebo e grupo controle selecionado ao acaso foi realizado em
49 adultos com bidpsia comprovada de doenca celiaca, tratados
com dietalivre de glten por tempo maior ou igua hadoisanos.
Nao foram observadas mudangas clinicas e sorolégicas nestes
pacientes quando submetidos aexposi¢éo de 10 a50 mg de gl (iten
a0 dia por trés meses. As biopsias dos pacientes que ingeriram
50 mg por dia de gliten apresentaram, aumento de linfdcitos
intraepiteliais, e ligeira hiperplasia das criptas intestinais’”. O
significado estatistico destes valores ndo pode ser considerado
devido ao pequeno nimero de participantes por grupo estudado,
e abaixa hiperplasia observada com relagéo ao inicio dostestes
de desafio dos participantes. A informagdo dos limites de
toleréncia ao glaten dos pacientes com DC € crucia para a
legislacdo dos alimentoslivres de glUten e deve ser estabelecida
por estudos al eatdrios com ndmero significativo de pacientes para
ser conclusivat®?®, O alimento livre de gliten paraser consumido
pelo celiaco deve obedecer os limites estabel ecidos pelo
Comissdo do Codex Alimentarius ndo sendo necesséria a sua
total ausénciano produto analisado.

Alimentoslivresdegluten

O Codex Alimentarius Comittee on Nutrition e Food for
Soecial Dietary adotaram o primeiro padréo deaimentolivrede
gluten em 1981 (Codex San 118-1981)* avaliado em 0,05 g de
nitrogénio por 100g de produto seco (referente ao amido do trigo).
Na ultimarevisdo do Codex Alimentarius, foi proposto o limite
de 20 ppm paradimentos natural mente sem gl iten e 200 ppm de
glten paramisturas deingredientes derivados rotul adas com ndo
contém glUten?. Estes val ores estéo apoiados na dose de gl Gten
toleradapel os pacientes celiacose naandise dosalimentoslivres
deglUten. Estes parametros estéo em discusso devido aosestudos
terem sido realizados com pegueno nimero de pacientes e 0s
alimentos livres de gluten analisados pelo ELISA que utiliza
anticorpo monoclonal para w gliadina com sensibilidade e
especificidade menor do que o R5 ELISA. A revisio doslimites
(Codex document ALINORN 07/30/26 APPENDIX V)
estabel ece um novo limite de 20mg/kg para produto constituido
por alimento naturamente livre de gldten e uma quantidade
ndo superior a 100mg/kg na mistura de dois ingredientes
naturalmentelivres de gl ten e no alimento processado derivado
de ingredientes ndo fontes de gl ten®.

Regulamentacédo

No Brasil alei 10.674/200320* obriga as inscrigdes
“CONTEM GLUTEN ou NAO CONTEM GLUTEN”" nos
rotulos dos produtos alimenticios e farmacéuticos,
comercializados, como medida preventiva e de controle da

doenca celiaca. A Lei até o momento ndo foi regulamentada
devido a néo definicdo de padrdes para um alimento ser
considerado livre de glUten.

METODOS DE ANALISE DE GLUTEN

As gliadinas podem ser detectadas por espectrometria
de massa®®, cromatografia liquida de alta resolucéo®, analise
de DNA?Z"% e métodos imunol 6gicos?¢. A espectrometriade
massa € utilizada para triagem, enquanto a cromatografia
liquida de alta resolugéo € altamente especifica, umavez que
as prolaminas dos cereais séo conhecidas. Entretanto, este
meétodo tem sensibilidade e especificidade mais baixa do que
osimunol 4gicos, possuem custo mais elevado maior tempo de
execucdo, e com frequéncia apresentam resultados nédo
confidvels quando o alimento for processado ou aquecido. O
emprego do método de PCR pode ser utilizado nadetecgéo do
DNA do trigo para confirmar a andlise de alimentos onde o
método de EL1SA ndo for conclusivo. Astécnicasimunol gicas
adotadas na deteccdo de gluten sdo ELISA?%®, Western
blotting®, e dot blottig®. Os métodos para a andlise de gluten
confrontam-se com diferentes problemas, tais como natureza
heterogénea dos alimentos, composi¢ao variavel do gluten e
dificuldade de quantificar produtos processados aquecidos ou
guando o glUten estiver parcialmente hidrolisado.

Padréao de gliadina

A selecdo de um padréo de gliadina adequado é crucial
para a determinagcdo de gliten em amostras de alimentos.
Durante a extrag@o de gliadinas com etanol a presenca de
proteinas de alto e médio peso molecular pode superestimar
os resultados do ELISA. O padréo de gliadina (Sigma) pode
ser estocado em solugdo alcodlica a 60% ou liofilizado.
Aliquotas de 250puL em solugdo alcodlica a 60% numa
concentracdo de 500ug/mL sdo estaveis pelo menos por 10ug
meses a temperatura ambiente®*. Um novo padréo de gliadina
foi produzido apartir de 28 diferentes variedades detrigo mais
freqlientes nalnglaterra, FrangaeAlemanha®. O padréo possui
alto contelido de proteina, boa solubilidade, estabilidade e
sensibilidade frente a diferentes anticorpos para gliadinas em
ensaios de ELISA. O padrdo esta para ser certificado como
IRMM - 480 pela Comisséo Européia*do ( Institute Reference
Materials and Measurements Geel, Belgica).

Processos de extracéo

A solucéo de 40 a 70 % de etanol pode ser empregada
paraaextracdo em alimentos de w gliadinas estaveisao calor e
pequenas quantidadesdea, 3 eygliadinas. A maioriadasa, 3
ey gliadinas somente € extraida por reducéo e com o uso de
agentes desagregantes. Observam-se diferencas de resultados
guando se compara a solugdo coquetel contendo 250 mm de
2-mercaptoetanol e 2M de cloridrato de guanidina revelando
altaeficiéncianadetecgdo de gliadinaem produtos aguecidos.
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O coquetel pode ser usado como processo geral em todos os
métodos para aumentar o desempenho da andlise de gliadina
em alimentos®.

M étodos utilizando anticor pos policlonais

Friis, em 1981%, desenvolveu o método de ELISA
competitivo utilizando anticorpos policlonais para prolaminas.
Olimitede deteccdo foi de 1ng de antigeno, mas somente podia
ser aplicado em alimentos ndo processados. Troncone et a®”
utilizaram o ELISA formato sanduiche com anticorpos1gG de
coelho especificos para gliadina. O ensaio exibiu alta
sensibilidade, mas houve reac8o cruzada com prolaminas do
arroz e milho. Fredman et al .*®analisaram produtos sem glten
empregando ELISA formato sanduiche utilizando anticorpo
policlonal para gliadina como para captura e um segundo
anticorpo monaoclonal para gliadina. O limite de deteccéo foi
15ng. O ensaio detectou todos os tipos de prolaminas tdxicas
aos celiacos, ndo se evidenciando as proteinas néo téxicas do
arroz e milho. Chirdo et al.** desenvolveram o ELISA
competitivo usando anticorpo policlonal com alto grau de
detectabilidade, e descriminaram as prolaminas néo toxicaspara
celiacos. Anticorpospoliclonaisreagem com diferentes epitopos
€, como conseguiéncia, os resultados s8o0 menos dependentes
daculturadetrigo®. A desvantagem é que o efeito desnaturante
do processo de agueci mento das amostras alimenticiasfaz com
gue algumasfragdes de gliadina sejam pouco extraidas e, desta
maneira, 0s epitopos ndo estdo disponiveis para reagir com o
anticorpo, influenciando fortemente o resultado®.

EL1SA com anticor po monoclonal

O método oficialmente aceito pela Association of
Official Analytical Chemistry (AOAC) utiliza anticorpo
monoclonal paraw gliadinas, que so estaveisao calor®. Olimite
de deteccdo é de 16mg/100 g de gliadina, possui baixa
sensibilidade para aveia e cevada e ndo detecta as prolaminas
do arroz e milho. Existe um risco de serem estimados val ores
acima ou abaixo do total de gliadina devido & concentrag@o
daswgliadinasvariar de 6% a 20% em funcdo davariedade do
trigo*2. O R5 ELISA utiliza anticorpo monoclonal dirigido
contra o pentaptideo toxico GGPFP. existentenas o, ye w
gliadinas, existente em diferentes variedades de trigo, centeio,
cevada e gluteninas de baixo peso molecular®®. N&o é cultivo
dependente, € compativel com asolucado de extracdo coquetel,
sendo hébil para detectar produtos aquecidos ou ndo. O
anticorpo ndo reage com as prolaminasdo milho, arroz eaveia.
O ensaio utiliza gliadina padréo (IRM-480) e detecta glUten
em alimentos contendo transglutaminase utilizada para o
enriquecimento dafarinha. O contetido de glUten no alimento
€ calculado levando-se em conta a estimativa de que 50% do
glaten esta sob a forma de gliadina®. Estudo colaborativo
realizado com dois kits comerciais R5 ELISA, foram
comparados. Osresultados demonstraram que arepetitividade
eareprodutibilidade dos doiskitsforam aceitaveis parao teste
de ELISA egarantiram umasensibilidade 1,5 ppm de gliadina
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emaimento livredegliten*. O R5 EL I SA pode ser empregado
na triagem de prolaminas hidrolisadas da cevada e do trigo
(como maltodextrinas, prolaminas no malte e cerveja etc)
provenientes da protedlise ocorrida durante o processamento
do alimento, sendo que os resultados podem ser confirmados
por Wethern blot*.

CONCLUSAO

Assegurar que um alimento é livre de glaten é de vital
importancia para o doente celiaco sendo imperativa a
necessidade de métodos analiticos confiaveis para atender a
legislac@o. Novos estudos devem ser realizados para se
estabelecer a quantidade de gldten tolerada pelos celiacos. O
R5 ELISA foi endossado, provisoriamente pelo Codex
Alimentarius como Método Tipo | paraaandise de glUten apds
sua avaliagdo por ensaios colaborativos. O R5 ELISA possui
limitagBes preocupantes devido ao padréo de gliadina néo ter
sido aceito internacionalmente e o anticorpo ndo reconhecer
subunidades de alto peso molecul ar de glutenina conhecida por
ser tOxica em pacientes celiacos. Outros métodos deverdo ser
desenvolvidos utilizando o anticorpo monoclonal para
pentaptideo toxico, proporcionando mel horesresultados do que
do que o método R5 EL I SA paraaandlise de glaten. Por outro
lado, aandlise qualitativaindicando fragmentos de proteinade
gluten deve ser baseada em métodos de DNA.
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RESUMO

Folato é o termo genérico utilizado para os compostos que apresentam atividade vitaminicasimilar ado
acido pteroilglutémico e é usado para descrever as formas da vitamina que ocorrem naturalmente nos
alimentos, enquanto que o termo acido fdlico representa a forma sintética encontrada em suplemento
medicamentoso e em alimento enriquecido. O folato esta diretamente relacionado com a prevencéo de
defeitos do tubo neural, aém da prevencéo de outras doencas como problemas cardiovascul ares, doenca
de Alzheimer, alguns tipos de canceres, entre outras. No Brasil, 0 Ministério da Sallde determinou que
apartir dejunho de 2004, todas as farinhas de trigo e de milho fabricadas no pais ou importadas devem
ser enriquecidas com ferro e &cido folico. A presente revisao faz uma abordagem geral sobre o acido
fdlico efolatos, em que é feita a discussao sobre as caracteristicas fisico-quimicas, biodisponibilidade,
fungdes bioquimicas, fontes, uso na fortificagdo de alimentos e metodologia analitica para sua
guantificagdo em alimentos.

Palavras-chave. &cido fdlico, folatos, vitaminas, alimentos fortificados.

ABSTRACT

Folates are the generic term used to designate the class of compounds having a chemical structure and
nutritional activity similar to that of folic acid (pteroyl-L-glutamic acid), whilefolic acid is a synthetic
fully oxidized folic acid (FA) form added into foodstuffs and pharmaceutical preparations. Folate
deficiency isawell-known risk factor for causing neural tube disorders, cardiovascular diseases, Alzheimer
disease, some types of cancer, among others diseases. In Brazil, since June 2004 the Agency for Public
Health Surveillance (ANVISA) has established the mandatory enrichment of wheat and corn flourswith
FA and iron. The present review describes some general approaches on folic acid and folates, including
physical-chemical characteristics, bioavailability, biochemistry functions, sources, food fortification ,
and analytical methodology for performing their quantification in food.

Key words. folic acid, folates, vitamins, enriched food.
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INTRODUCAO

A nutri¢do inadequada é um problema mundial tanto
em paises desenvolvidos como em desenvolvimento, com
sérias implicagBes econdmicas e a salide. A fortificagdo
continuatem sido uma das principais estratégias empregadas
paraminimizar este problema, desde que € umamaneiraeficaz
para corrigir as deficiéncias de nutrientes essenciais de uma
populagdo, devido a sua abrangéncia, biodisponibilidade e
baixo custo®.

A faltade vitaminas pode causar sérias doencas aos seres
humanos, apesar de que somente quantidades reduzidas séo
necessérias para garantir uma boa salide. A principa fonte de
vitaminas para o ser humano s8o os alimentos.

Nos Ultimos anos osfolatos, umavitaminado complexo
B denominadavitaminaB,, tem despertado um grandeinteresse
devido asualigagdo na prevencdo dos defeitos do tubo neural
epossivel prevencao de doengas cardiovasculares, algunstipos
de canceres e problemas neuro-psiquiatricos, tais como
deméncia e depressao?.

O Ministério da Salude determinou que a partir de
junho de 2004, todas as farinhas de trigo e de milho
fabricadas no Brasil ou importadas devem ser enriquecidas
com ferro e &cido félico®.

Acido folico efolatos

Os folatos sdo vitaminas hidrossolGveis naturais que
contém a estrutura do &cido pteroilmonoglutamico (acido
félico), denominados vitamina B,. Eles exibem atividade
vitaminica similares a do acido fdlico e existem naforma de
poliglutamatos®. A histériadadescobertadosfolatosteveinicio
em 1935, quando comegou aser descritaumasérie de distirbios
decorrentes da deficiéncia nutricional de um composto
pertencente afamiliado acido pteroilglutémico, cujo protétipo
do grupo era o acido folico®.

Este acido recebeu este nome em 1941, quando foi
isolado a partir das folhas do espinafre. Esta vitamina foi
sintetizada na forma cristalina em 1943 por Bob Stokstad e
em 1945 por Angier®, sendo possivel demonstrar que ele é
formado por um anel pteridinio e pelos acidos para-
aminobenzaico e glutédmico (Figura 1). Apds sua sintese,
pode-se verificar que os folatos diferem do acido félico em
trés aspectos: (i) possuem residuos adicionais de unidades
de glutamatos (poliglutamatos), (ii) sofrem reducéo paradi-
ou tetra-hidroderivados; e (iii) podem conter unidades
carbbnicas adicionais, tais como, radicais metil, formil,
metileno ligados aos atomos de nitrogénio.

O termo &cido fdlico é usado para caracterizar aforma
totalmente oxidada ndo presente natural mente nos alimentos,
enquanto que o termo folatos representa o grupo de compostos
gue possuem a mesma atividade vitaminica einclui osfolatos
naturaise o &cido folico, o qual éaformasintéticautilizadana
fortificagdo dos alimentos.
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Figura 1. Férmula estrutural do acido fdélico.

Caracteristicas quimicas efisicas

O &cidofdlico (2-amino-4-hidroxi-6-metilenoaminobenzol -
L-glutémico), também denominado &cido pteroilglutémico ou
vitaminaB,, € umasubstanciacristainaamarel ade peso molecular
441,40 g/mol eformulamolecular C ;H, ,N.O,, sendo composto de
trés subunidades: pteriding, &cido p-aminobenzoico e acido
glutdmico. Os folatos apresentam estruturas similares a do acido
fdlico, porém ocorrem naturalmentenosaimentosnaformareduzida
como derivados de poliglutamatos, contendo de 2 a7 unidades de
acido glutdmico. Além deapresentarem estruturasimilar ado acido
félico, elestambém gpresentam atividade vitaminicaseme hante a
deste &cido.

O &cido félico puro é inodoro e insipido. E levemente
soltvel em &guaem pH neutro (aproximadamente 1% em agua
fervendo), porém bastante solvel em solucdo aquosa acida e
alcalinaeinsol(ivel em solventes organicos, tais como etanol,
acetona e éter’. O &cido folico ndo apresenta ponto de fusdo,
decompondo-se a 250°C, possui rotagéo quiral [o] ; igual a+
23° em solugdo 0,5 % em hidréxido de sodio 0,1 M. As solugBes
aquosas de acido félico sdo sensiveis ao calor e se decompbem
na presenca de luz.

O &cido fdlico apresenta mais estabilidade em meio
alcalino do que em meio &cido, sendo que as solugdes padréo
séo preferencialmente preparadas em condicBes alcalinas.
Ainda, a sua estabilidade depende do tipo de tampéo em que
€le & armazenado, sendo que a presenca de fosfato no tampéo
pode diminuir a estabilidade desta vitamina’. Salienta-se que
tampéo fosfato € utilizado na maioria das metodologias para
analise deste acido em alimentos, nas etapas de extragdo como
de separacdo e quantificacao®® ™,

O écido folico absorve radiagdo eletromagnética na
regido do ultravioleta porém ndo apresenta fluorescéncia,
enguanto que os folatos absorvem naregido do ultravioletae
apresentam fluorescéncia. Este acido possui varios grupos
ionizaveis com constantes de dissociacdo acidavariando dentro
de uma ampla faixa de pH, de forma que as medidas de
absorbancia dependem drasticamente do pH do meio®. Os
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comprimentosde onda (2) de absorgao naregido eletromagnética
do ultraviol etae asrespectivas absortividades em solucdo tamp&o
fosfato 0,20 M apH 7 estéo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Valores de absorbancia daradiacéo el etromagnética
na regido do ultravioleta de alguns folatos: comprimentos de
onda maximos e absortividades.

Absortividade (E%

lcm)

Composto A (nm) (umol.L*.cm?) Referéncia
Acido félico 287 27,6 15
346 7,2 16
5-metiltetraidrofolato 290 31,7 15
290 30,8 17
5-formiltetraidrofolato 285 37,2 15
10-formilfolato 297 29,1 15
Tetraidrofolato 297 29,1 15

Biodisponibilidade

A biodisponibilidade se refere a porcéo do folato
ingerido que é absorvido etorna-se disponivel paraos processos
metabdlicos e para o armazenamento pelo organismo. Estima-
se que a biodisponibilidade dos folatos naturais € incompleta
em relagdo a vitamina na sua forma sintética, o acido fdlico.
Devido a esta diferenca de biodisponibilidade, que pode
acarretar erros entre 10-98% em estudos epidemiol 6gicos,
recentementefoi introduzido o termo equivalente defolatosna
dieta, que é definido como a quantidade de folato natural no
alimento mais 1,7 vezes a quantidade de &cido félico nadieta.
Estima-se que a biodisponibilidade do &cido fdlico adicionado
aosalimentosémaior do que o folato natural dos alimentos por
um fator de 1,7%2. Este fator é baseado num estudo realizado
com mulheres ndo gestantes, o qual avaliou que a
biodisponibilidade de folatos em alimentos € 50% menor ou
igual que ado &cido fdlico®® e em outra pesquisaque demonstrou
que o &cido folico adicionado nos alimentos apresenta cercade
85% da biodisponibilidade do composto na forma pura“.

A biodisponibilidade dos folatos naturais € dependente
de varios fatores, tais como: desconjugacédo intestinal dos
poliglutamatos, matriz alimenticia, instabilidade de certosfolatos
|&beis e presenca de certos componentes no alimento que pode
aumentar a estabilidade do folato natural durante a digestéo.

Os folatos s@o predominantemente poliglutamatos, os
quais necessitam ser hidrolisados para monoglutamatos para
serem absorvidos no intestino delgado. Este processo ocorre
num pH étimo entre 6-7, portanto alimentos que alteram o pH
intestinal podem acarretar uma incompl eta desconjugacdo do
poliglutamato, e conseqiientemente, uma diminuigdo na sua
biodisponibilidade'.

O equivaentedefolato dietético (EFD) foi definido para
gjustar as diferencas de biodisponibilidade de &cido félico que
€ considerado mais disponivel do que osfolatos dos alimentos.
O ug de EFD é estabelecido como: 1ug EFD = 1ug de folato

no alimento = 0,6jg de &cido félico no alimento. Portanto, o
pg EFD = pg folato no alimento + 1,7 x g acido folico®®. Para
se calcular o equivalente de folato dietético presente no
alimento, o método analitico utilizado deve ser capaz de
diferenciar o acido fdlico dos folatos naturais presentes.

Funcdes

Os folatos atuam como coenzimas mediando a
transferéncia de unidades de carbono, podendo agir como
aceptores ou doadores de unidades de carbono numavariedade
de reacOes criticas para o metabolismo de acidos nucléicos e
aminoécidos.

Eles exercem um papel vital no metabolismo do DNA
através de duasrotas diferentes: (i) sintese de DNA apartir de
seus percursores e (i) sintese de metionina, aqual é necessaria
para a sintese de S-adenosilmetionina (SAM). O SAM é um
doador de grupo metila (unidade de carbono) usadaem muitas
reagdes biol 6gicas de metilagdo, incluindo um nimero de sitios
do DNA e RNA®2, A metilagdo do DNA pode ser importante
na prevencao de cancer.

As coenzimas também sdo importantes para o
metabolismo de muitos aminoéacidos essenciais. Elas participam,
juntamente com uma enzima dependente de vitamina B, ,, da
sintese de metioninaapartir de homocisteina. Destaformauma
deficiénciade folato pode causar umadiminuicéo nasintese de
metionina e umaelevaco nosteores de homocisteina, osquais
podem ser um fator de risco para doengas cardiovasculares®,
bem como, outras doencas cronicas?.

O folato estadiretamente relacionado com a prevengéo
de defeitos do fechamento do tubo neural (DFTN), além da
prevencdo de outras doengas como problemas cardiovascul ares,
doencadeAlzheimer, algunstipos de canceres, entre outras’?,
V &rios estudos tém demonstrado que esta vitaminapode ajudar
nadiminuicdo dosteores de homoci steinano sangue, reduzindo
ataques de coragdo e doenca de Stroke. Em contrapartida, o
excesso de acido folico pode mascarar os sintomas da
deficiénciadavitaminaB.,.

A deficiénciadefolatos pode ser causada por diferentes
situacBes, como uma dieta pobre de folatos ou uma absorcéo
diminuida, como por exemplo, por alcoolismo. Certas
condic¢Bes como gravidez ou cancer resultam em taxas maiores
de divisdo e metabolismo celular, implicando um aumento na
demanda corpérea de folatos. Alguns medicamentos também
podem contribuir para esta deficiéncia, como trimetoprima,
metotrexato, anticonvulsivantes e anticoncepcionais. Umadieta
deficiente de folatos pode ocasionar apOs quatro meses o
desenvolvimento de anemia megal oblastica, além de severa
deficiéncia de potassio®.

Fontes de folatos

Os aimentos com maior contelido de folatos séo as
verduras e hortalicas, 0s cereais e as frutas, cujos valores de
folatos variam entre 20 a 160pg/100g. Os alimentos de origem
animal, de forma geral, apresentam baixos teores desta
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vitamina, com excegdo de figado que apresenta altas
concentracoes (700 a 1400ug/100g)?*. Os valores tabelados
para esta vitamina apresentam uma variabilidade bastante
grande, que esta rel acionada com o método analitico utilizado
e com a baixa estabilidade dos folatos naturais.

Dependendo da dieta adotada pela populagcdo, pode-
se obter umaingestéo adequada de folatos, como por exemplo
na Espanha, onde os teores de ingest&o desta vitamina sdo
uns dos maiores entre 0s paises da Europa?. Salienta-se que
além da composicdo da dieta, outro fator importante é o
preparo dos alimentos, uma vez que estes compostos sdo
hidrossolGveis e termol abeis.

As recomendac6es de teores de ingestdo didrias estéo
baseadas na prevencdo da anemia megaloblasticae de DFTN,
doencas cardiovasculares, entre outras. Em 2000, o Instituto
de Medicinados Estados Unidos estabel eceu aingestéo diaria
recomendada de acido folico de 0,4mg/dia para as mulheres e
0,6mg/diaparaas gestantes®, valores similares publicados pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria no Brasil®. Estes
requerimentos de fol atos sdo dificeis de serem al cangados com
uma dieta normal equilibrada, pois esta fornece cerca de
0,25mg/dia tomando como base um valor energético total de
2200 Kcal diarias®"%,

Fortificacdo de alimentos

O enriquecimento dos alimentostem sido umaestratégia
paraaumentar osniveisdefolatos, tendo avantagem de al cancar
umaamplaparte da populagéo, sem anecessidade de mudancgas
nos héabitos alimentares®. Alguns estudos tém demonstrado que
0 enriquecimento dos alimentos pode ser aforma mais eficaz
devido ao seu custo, menos que 0,1 % do custo da farinha®,
gquando comparado com mudancas nas dietas ou administragdo
de suplementos™.

Atualmente, mais do que 2 bilhdes de pessoas no
mundo sofrem pela deficiéncia de micronutrientes. Nos
Estados Unidos, 10 a 20 % da populagdo consomem menos
do que 50 % da ingestao diéria recomendada de acido fdlico
evitaminas B, C e E*. Destaforma, visando a prevencéo de
doengas causadas pel a deficiéncia de folatos, principalmente
defeitos do fechamento do tubo neural, muitos paises tem
estabelecido a obrigatoriedade da fortificagdo de certos
alimentos com &cido falico.

O &cidofolico sintético tem umamaior biodisponibilidade
que os folatos naturais, os quais apresentam uma
biodisponibilidade aproximada de 50%?2. Esta menor
bi odisponibilidade dosfolatos naturai s estarel acionadaavarios
fatores como: a estrutura quimica, o tamanho da cadeia
poliglutamica, matriz alimenticia, fatores genéticos dapopul agéo,
entre outros.

A escolha do produto alimenticio para fortificagdo
depende dos habitos alimentares da populagdo, dos aspectos
| ogisticos do processo defortificagdo e arelagdo quimicaentre
0 &cido folico e o produto a ser fortificado. O alimento mais
freglientemente escol hido tem sido afarinha de trigo®.
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A fortificag8o da farinha de trigo vem sendo realizada
desde a década de 90 em El Salvador, Guatemala, Honduras,
Costa Rica, Nicaragua e Panama. Os teores de acido félico
adotados para o enriquecimento variam entre 0s paises, como
por exemplo na Guatemala utiliza-se 0,35-0,45mg/Kg, no
México 2,0mg/Kg e na Costa Rica 1,5mg/Kg?. Em 1998, a
fortificagdo obrigatoria de produtos de cereais em graos teve
inicio nos Estados Unidos com 1,40mg/Kg de produto® e no
mesmo ano no Canada com teores minimos de 1,5mg/Kg de
farinha de trigo®, enquanto que no Chile comegou em 2002
utilizando-se 2,20mg/K g de farinha de trigo.

No Brasil a fortificag8o tornou-se obrigatdria a partir
de junho de 2004 com a publicacdo da RDC n. 344, que
determinou que asfarinhas de trigo e de milho deveriam conter
150pg de acido folico para cada 100g de farinha®. Na Europa,
apesar de reconhecerem os beneficios e a importancia dos
folatos paraa salide humana, afortificacdo ndo é obrigatoria, e
em alguns paises somente voluntéria.

Efeitos adversos de altas doses de &cido folico podem
ocorrer se for ingerida uma quantidade superior a 1mg folato
por dia para adultos e de 300 a 800ug/dia para criangas. Estas
altas concentragdes podem mascarar adeteccdo dadeficiéncia
de vitamina B_,>. Desta forma, alguns autores sugerem a
fortificagdo conjunta de écido folico e vitaminaB .

Depois do inicio dafortificagio obrigatéria das farinhas
nos Estados Unidos, os niveis médios defolato no soro sanguineo
em mulheres ndo gravidas mas em idade reprodutivel mais do
quedaobraram. A fortificagdio tem sido responsavel pelaredugéo
de 30% de defeitos do tubo neural. No Canada esta redugéo foi
de 50% e no Chile cerca de 70%%, sendo cerca de 44% no
México*. Resultados similares foram observados para o efeito
protetor do &cido folico em alguns paises (Estados Unidos,
Canada, ChileeAustrdlia), verificando-se percentuaisdereducdo
dapreval énciade defeitos do tubo neural nafaixade 16 a78%%.

M etodologia analitica

Os métodos para andlise de acido folico podem ser
agrupados em métodos biologicos, quimicos, bio-especificos
(imunoenzimatico e radioimunoensaio), microbioldgicos e
cromatogréficos, sendo que osdoisUltimossao osmais utilizados'.
O método reconhecido oficialmente para andlise de folatos é o
ensaio microbiol dgico que se baseianare agdo quantitativaentre
o0 contetido de folato e o crescimento do microrganismo™.

Os procedimentos bio-especificos podem apresentar
algumas vantagens sobre o ensaio microbiolégico e
cromatogréfico, porém sdo pouco utilizados. Eles sdo mais
rapidos, de baixo custo, apresentam procedi mento simplescom
pouco preparo de amostras. O radioimunoensaio é adequado
para a andlise de material biol6gico, porém apresenta restrita
aplicacdo para alimentos™.

Ensaio microbiolégico
O ensaio microbioldgico baseia-se na medida de
turbidez dasolugéo®. O crescimento do microrgani smo depende
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da quantidade de folato presente na amostra, sendo que este
crescimento € proporciona a turbidez do meio. Este ensaio
requer equipamentos de baixo custo, determina a quantidade
total defolatose émuito sensivel. Por outro lado, pode ocorrer
reacdo cruzada, isto €, algumas substancias presentes podem
estimular ou inibir o crescimento do microrganismo, além de
ser demorado e necessitar de pessoa experiente parao manuseio
da amostra e do microrganismo, para garantir a qualidade e
reprodutibilidade dos resultados analiticos’.

Os microrganismos usados sdo Lactobacillus
rhamnosus, Enterococcus hirae e Pediococcus acidilatici.
Sreptococcusfaecalis (E. hirae) (ATCC 8043) foi inicialmente
0 mais comum, porém como €le ndo responde para as formas
metiladas, normal mente presentes nosalimentos, foi substituido
pelo L. rhamnosus (L. casei) (ATCC 7469). O Enterococcus
hirae é utilizado paraquantificar somenteaformalivredo acido
folico, aplicando-se paraaandlise destavitaminaem alimentos
fortificados sem pré-digestao enzimatica®.

Para a andlise de folatos totais nos alimentos,
normalmente se emprega 0 ensaio microbiolégico com
L. rhamnosus (L. casei) (ATCC 7469) com diferentes processos
dedigestéo enzimatica®. A respostade L. rhamnosus parafolatos
naturaisdiminui com o aumento dacadeiapoliglutamica®, sendo
que dlerespondeigua mente de mono atriglutamatos. Atua mente
0 processo de digestdo trienzimético, que consiste do tratamento
sequiencial damatriz alimenticiacom protease e oi-amilase antes
da adi¢do da conjugase, esta sendo utilizado na etapa de
extragdo®. A protease e a o-amilase sdo utilizadas para digerir
amatriz alimenticiaeliberar osfolatos, enquanto queaconjugase
promove a hidrolise dos poliglutamatos para mono ou
diglutamatos'®.

A etapa de extragdo, como para as demais técnicas
analiticas, € um dos pontos mais criticos para a exatidao e
precisdo dos resultados. Condigdes do pH do meio reacional,
diluicdo das solucdes, temperaturas de aguecimento para
obtencdo de condicGes assépticas para incubagdo, seqliéncia
de adicdo das enzimas durante o processo de digest&o,
temperaturadeincubac&o, entre outros, sdo fatores que podem
influenciar significativamente os resultados obtidos. A
combinacdo ideal das enzimas e condi¢des reacionais pode
variar dependendo da composicao da matriz alimenticia®.

A introdugdo de microplacas ao invés dos tubos de
ensaio paraincubacdo e medida de absorbancia em leitorade
placas tem apresentado vantagens quando comparado com o
procedimento convencional, como diminui¢do no uso de
reagentes, reducéo do tempo anal itico para pipetagem eleitura
de turbidez e maior sensibilidade’.

M étodo cromatogr afico

O método cromatogréfico, utilizando cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) permite a separagdo dos
diferentes isdbmeros de folatos e a quantificacdo individual de
cadaum. Este método pode ser altamente especifico, confiavel
e requer menos tempo do que o ensaio microbiol dgico, porém

reguer equipamento mais caro e apresentamenor sensibilidade.
Utiliza-se a cromatografia em fase reversa com detectores de
ultravioleta ou de massas, uma vez que o acido félico ndo
apresentafluorescéncianatural, e defluorescénciaou de massas
para os folatos naturais®.

A maioria dos métodos utilizando CLAE que tem sido
desenvolvido paraaandlise defolatos naturais, determinam os
folatos na forma de monoglutamatos, porém ndo se tem um
procedimento padronizado paraahidrdlise dos poliglutamatos
e as diferentes formas de preparo da conjugase diferem em
origem, atividade, pH e produtosfinais da hidrolise®. No caso
do &cido fdlico adicionado ndo é necessariaaetapade hidrdlise,
umavez que €le ja ocorre naforma de monoglutamato.

Varios métodos utilizando CLAE tem sido
desenvolvidos para analise de acido félico e outros folatos em
al | ment058,9,14,40,43-53_

A extracdo do &cido fdlico apartir damatriz alimenticia
€ uma etapa bastante critica para a garantia da qualidade dos
resultados experimentais. A extragdo destavitaminatem sido
feita com solucdo tampéo pH 8-9 seguida por digestdo com
o-amilase®, ou inicialmente com solugdo de hidréxido de
potéssio, seguida de &cido tricloroacético e tampéo fosfato
pH 6,0%, ou solugdo tampéo fosfato pH 6,0 e hidrélise com
conjugase**®! ou ainda tampéao fosfato pH 4,2 e digestdo
trienzimatica®. Alguns métodos utilizam solugdo tampéo
Hepes/Ches e digestdo enzimética, com adicdo de ascorbato
e mercaptoetanol para aumentar a estabilidade dos folatos
naturai s>, Pietro et al.%® utilizaram coluna de extracdo em
fase solida C18 para a etapa de extracdo de acido folico a
partir de amostras de bebidas fortificadas.

ApOsaextracao, pode-sefazer umalimpezadosextratos
utilizando extrag@o em fase solida, sendo que a coluna mais
utilizada para esta finalidade é a coluna de extragdo em fase
solidafortemente anidnica (SAX)&24, Alguns autores utilizam
colunas de imunoafinidade®44548,

A separacéo do &cido fdlico geralmente é realizada em
fase reversa utilizando coluna C18 e eluigéo isocratica com
pareamento de ions® ou gradiente usando como fase mével uma
mistura de acetonitrila e &cido acético**#, ou acetonitrila e
tampéo fosfato®*?24, ou metanol e acetato de amoénio™, ou
acetonitrilae tampéo fosfato com pareamento de ions®. A fase
movel mais utilizada em eluigéo por gradiente € uma mistura
de acetonitrila e tampéo fosfato pH < 3. A deteccéo
normalmente é feita naregido eletromagnéticado ultravioleta
a 280°%52 ou 290 nm°®2244,

Alguns métodos utilizando detector de massas (CLAE-
MS) tém sido descritos. Thomas et a.** desenvolveram um
método paraandise de &cido félico em sucos citricos e Pawl osky
et al.*® usaram esta técnica para a andlise de cereais matinais
fortificados com é&cido félico e de paes®. Apesar do uso desta
técnica mais especifica, os autores utilizam extragdo em fase
solidaparalimpezadosextratos, antes daandlise cromatogréfica.
Patring et al.*® concluiram que a técnica CLAE-MS apresenta
melhor sensibilidade e especificidade do que o detetor de UV.
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Emboraatécnicade CLAE apresentealto potencial para
andlise defolatos em alimentos, verifica-se algumaslimitagOes,
como arigorosalimpezadaamostraantesdaandise. O emprego
de colunas de afinidade ou de troca i6nica parece promissor,
mas ainda deve ser testado e avaliado por comparac&o com o
método microbiol 6gico’.

Ensaios de proficiéncia

M uitos pesqui sadores tém reportado boa correlagdo entre
osresultadospor CL AE e ensaio microbiol 6gico, em algunscasos
foi observado que os vaores obtidos por CLAE sdo inferiores
(cercade 50%) aos do ensaio microbiol 6gico®. Estesresultados
foram similares aos observados num ensai o interlaboratoria que
observou que os resultados provenientes do CLAE sdo cercade
30 a40% menores que do ensaio microbiol gico®®.

Num ensaio interlaboratorial usando materiais de
referéncia de cereal matinal, peixe em po e farinha de soja
verificou-se que os coeficientes de variagdo para 26 laboratdrios
variaram de 24 a 35%. Os autores concluem que esta alta
variagdo esta relacionada a variedade de métodos utilizados,
como ensaio microbioldgico, CLAE-UV, CLAE-MS, bem
como, diferentes técnicas de extragdo™.

CONCLUSOES

O é&cido falico (acido pteroilglutamico) € umavitamina
do complexo B, denominado vitaminaB,. Muitos estudos tém
demonstrado que o0 uso pré-conceptivo desta vitamina reduz
0s DFTN, como a espinha bifida e aanencefalia. Recomenda-
se uma suplementacdo didria de &cido félico de 400ug para
mulheresem idadefértil. A fortificacdo de alimentos com acido
folico tem sido umamaneirasegurae eficiente parase alcangar
estes teores desta vitamina pela alimentacéo.

A oficializacao de um método seguro, rapido, preciso e
validado é fundamental para 0 monitoramento de alimentos
fortificados, visando a obtencdo dos beneficios para a salide
da populacéo.
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RESUMO

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.), um produto bastante consumido naregido Sul do Brasil na
forma de chimarrdo, foi avaliada quanto a sua qualidade para o consumo. Foram feitas andlises para
deteccdo de matérias estranhas e presencade cristais de aglicar (microscopia), microbiol dgicas e atividade
de &gua. Fragmentos de insetos, &caros, e pélos de roedor, classificados como sujidades leves, foram
recuperados das amostras de erva-mate de duas regides do estado de Santa Catarina: norte e oeste. As
analises mi croscopicas também detectaram a presencade cristais de agUcar (sacarose) em duas amostras
daregido oeste, indicando fraude, pois este componente ndo estavadeclarado nalistadeingredientes da
rotulagem. A andlise de coliformes fecais estava de acordo com a legislacdo vigente e a atividade de
agua apresentou valores abaixo de 0,6.

Palavr as-chave. chd, matérias estranhas, coliformes, fraude, umidade.

ABSTRACT

The quality of Maté (llex paraguariensis St. Hil.), a highly consumed beverage in Southern region of
Brazil asan especial infusion called “ chimarrdo”, was evaluated. Extraneous material occurrence, sugar
crystals presence, microbiologic analysis, and water activity testing were performed. Insects and mites
fragments, and rodents' hairs were recovered from samples from both North and West regions of Santa
Catarina state. Microscopy analysis also detected sugar crystals (sucrose) in two samples from Western
region, indicating fraud of the product as for sugar was not included in the ingredients list 1abel. Fecal
coliformsanalysiswasin accordance with Brazilian legidation (Anvisastandards), and thewater activity
measurements were lower than 0.6.

K ey wor ds. tea, extraneous material, coliforms, fraud, humidity.
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INTRODUCAO

A erva-mate (Ilex paraguariensis St. Hil.) € um produto
bastante consumido na regido Sul do Brasil na forma de
chimarrdo. Seu processo € antigo, e sistemas automatizados
sdo empregados apenas em indUstrias com grandes produgdes.
Segundo Da Croce!, 0 processo de beneficiamento da erva-
mate envolve trés etapas:

a) branqueamento, ou sapeco, b) secagem e c)
cancheamento, este Ultimo envolvendo as operacgdes de
malhac&o e moagem da erva. O sapeco retira a umidade
superficial inativando as enzimas e evitando que as folhas se
tornem escuras e de sabor desagradavel. A secagem érealizada
a0 ar livre ou por secadores mecanicos, até as folhas ficarem
quebradicas. Tanto o sapeco quanto a secagem reduzem a
umidade, impedindo o desenvolvimento microbiano e
auxiliando na conservagéo.

Quando o processo € mecanizado, o branqueamento é
feito a seco. A temperatura média na entrada do sapecador €
cercade 400 °C, nasaida é de 65 °C, e 0 tempo de residéncia
oscila em torno de 8 minutos. A etapa de secagem, por outro
lado, pode ser realizadaem doistipos de secadores mecanicos,
rotativo e de esteira. O tempo de residéncia e a temperatura
média da erva nos secadores dependem das caracteristicas
operacionais de cada um. No secador de esteira, o tempo
médio é de 3 horas, e atemperatura varia entre 90 e 110 °C.
No secador rotativo o tempo médio é de 30 minutos, sendo
gue na entrada do secador atemperaturamédiaé de 350 °C e
na saida de 110°C2

No processo manual o branqueamento é realizado no
carijo ou barbagué. No carijo, processo primitivo, as chamas
atuam diretamente sobre a erva, enquanto que no barbaqué, o
material recebe o calor através de um cana subterréneo, na
entrada do qual é feitaafornalha. A elaboragdo da erva-mate
pelo processo mecanico, € feita em local fechado, ao passo
gue o preparo manual faz-se ao ar livre. Portanto, em relacéo
as condic¢Oes higiénicas o preparo mecanico é bastante
favorével, pois se processa ao abrigo do pé e sem contato das
maos ou dos pés dos trabalhadores. A rapidez do processo
mecanico &, sem divida, umadas principais vantagens®.

No estado de Santa Catarina, na regido norte localiza-
se 61 % da producdo de erva-mate e na regido oeste 39 %.
Grande parte da producéo da regido norte é de ervais nativos,
enquanto que a producdo daregido oeste € de ervaiscultivados®.

Durante o processamento de alimentos podem ocorrer
contaminagfes que, em sua maioria, sdo de origem
microbioldgica, e que resultam em alterac8es de cor, sabor,
textura e aparéncia, comprometendo ndo somente a vida de
prateleira, mastambém asalide do consumidor. Tanto o sapeco
guanto a secagem reduzem a atividade de &gua, impedindo o
desenvolvimento microbiano e auxiliando na conservacéo.

Outrostipos de contaminacdo sao as matérias estranhas,
gue normal mente sdo visiveisaolho nu namatéria-prima, mas
gue sdo camufladas em alimentos que foram triturados ou
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moidos. Em tais produtos, o exame microscopico é
especialmenteimportante, poisforneceinformagdes arespeito
das condi¢des higiénicas, bem como dosingredi entes constantes
darotulagem, informando se aamostraé puraou contém aguma
mistura estranha, e ainda se esta mistura € uma impureza
acidental (sujidade), ou adic&o intencional (fraude), visando
um fim econdmico.

As impurezas acidentais, ou matérias estranhas, sdo
classificadas, de acordo com o tipo de sujidade, em pesadas e
leves, sendo, que as Ultimas, devido acaracteristicaslipofilicas,
s80 separadas do produto por flutuacdo em umamisturaliquida
de déleo-agua. Exemplos de tais sujidades séo fragmentos de
insetos, insetos inteiros, pélos de roedores, bérbulas de penas,
entre outros. A fraude em alimentos com caracteristicas
particuladas, por outro lado, se caracteriza por adi¢do de
pulverulentos como agUcar, fubg, para aumentar o peso ou
modificar o sabor do produto®.

Em condicdes ideais de temperatura e umidade, a
presencade matériaestranhapode provocar o desenvolvimento
de microorgani smos que comprometem aqualidade do produto.
Também podem promover o desenvolvimento de fungos que
produzem micotoxinas, e que causam danos severos a salde®.

S&0 escassas na literatura pesquisas sobre a qualidade
microscopicade ervamate destinadaao consumo de chimarrao.
No presente trabalho, andlises de matérias estranhas em
amostras de erva-mate beneficiadano estado de Santa Catarina
foram realizadas com o objetivo de comparar dois sistemas
diferentes de cultivo. Foi avaliada ainda a qualidade
microbiol dgica e atividade de agua.

MATERIAL E METODOS

Oito amostras de diferentes marcas de erva-mate
comercial, 4 daregido oeste, e 4 daregido norte do estado de
Santa Catarina, foram adquiridas em supermercado de Chapecd,
SC. Foram realizadas andlises microbiol 6gi cas, microscopicas
e de atividade de agua. Foram avaliados coliformes totais e
fecais, matérias estranhas (sujidades leves), fraude e atividade
de agua.

Os coliformes totais e fecais foram determinados em
quintuplicatas conforme o Método de Andlise Microbiol 6gica
paraAlimentosdo MAPA (Ministério daAgricultura, Pecuéria
eAbastecimento). As analises foram realizadas no laboratério
de microbiologia, certificado pelo MAPA” e INMETRO?, do
SENAI — Chapect — SC.

As andlises para deteccdo de material estranho foram
realizadasem triplicatasno laboratdrio demicroscopiado SENAI
— Chapecd — SC segundo o método de flutuagéo para sujidades
levesn® 981.18 descrito naAOAC®. Aslaminasforam montadas
com &gua glicerinada 2 % e as amostras foram observadas em
microscopio modelo CX31RBSFA e estereoscopio modelo SZ-
CTV - Olympus com cémara digital acoplada e software
analisador de imagem (Image Pro Plus 5.0).
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Paraverificar apresencade cristais de aglcar (sacarose)
procedeu-se a técnica de sedimentagdo em cloroférmio. As
andlisesforam realizadas em duplicata. Em béguer contendo 100
mL decloroférmio PA, foram lentamente adicionados 50 gramas
de amostra. Apds 10 minutos, com auxilio de uma espétula, o
sobrenadante foi retirado cuidadosamente, e a parte liquida foi
filtradaem funil de Buichner com papel filtro qualitativo. O papel
foi seco em estufa e observado em microscopi o e estereoscopio®.

A medida da atividade de agua (A ) foi feita segundo o
método de Landrock e Proctor’®, Pesaram-se 3 g de amostra
em copinhos plasticos, em triplicata. As amostras foram
colocadas em dessecadores contendo solugdes supersaturadas
de sais e a ojadas em ambiente atemperatura constante. Apds 2
a3 horas, as amostras foram novamente pesadas, e um gréfico
dadiferencade peso em fungdo daumidade rel ativa dentro dos
dessecadoresfoi obtido. Através de regresséo linear davariacéo
depeso em fungdo daumidaderelativa, foi calculadaaatividade
de &gua até peso constante

RESULTADOSE DISCUSSAO

As matérias estranhas, sujidades |eves encontradas nos
produtos analisados est8o apresentadas na Tabela 1. A maior
guantidade de sujidades rel aciona-se afragmentos de insetos e
acaros, que podem ser provenientes de infestacOes, antes e ou
apos o processamento, sugerindo falhas na adogdo de Boas
préticas de Fabricacéo.

Através daobservagdo microscopicaforam identificadas
sujidades leves, conforme mostra a Figura 1. Segundo a

Resolugdo RDC n° 175/2003 daANVISA, todas as amostras
da regido Norte estavam em desacordo com a legislagdo por
apresentarem pelos de roedores, considerados matérias
estranhas prejudiciais a salide humanat.

Os pélos de roedores encontrados representam um serio
problema sanitério, pois 0s mesmos podem ser provenientes
de quaisquer das etapas de producdo. Podem ser provenientes
do erval, onde as folhas colhidas so colocadas diretamente
no ch& ou mesmo por contaminagdo durante o transporte,
processamento ou armazenamento nainddstria. Sugere-se que,
noservais, sejam utilizados panos de col heita ou ponchos com
fios deréfia, evitando, dessa maneira, ainfestacao damatéria
primapor &caros, pél osde roedores e outras sujidades presentes
no solo. Naépocada poda, quando o volume de matériaprima
aser processado é muito grande, o controle de qualidade aliado
as boas condi¢des de higiene naindustriapodem reduzir muito
acontaminagdo'.

Ostipos de matérias estranhas encontradas no produto
sugerem uma contaminagao apos as etapas de processamento
de sapeco e secagem.

Embora, sgjaimpossivel obter umaproducéo de erva-
mate livre de sujidades, os niveis de contaminagdo podem
ser reduzidos com a implantacéo das Boas Praticas de
Fabricacdo e de Armazenamento. O levantamento do nivel
higiénico torna-se importante para que 0s pontos criticos de
contaminag&o por sujidades possam ser identificados a fim
de fornecerem subsidios para arevisdo do padréo legal, com
0 estabelecimento de limite maximo de tolerancia para as
matérias estranhas indcuas e inevitaveis, e que reflitam a
realidade e qualidade do produto.

Tabela 1. Média de sujidades |eves recuperadas nas amostras de erva-mate.

Amostras regido oeste

Amostras regido norte

Amostras 1 2 3 5 6 7 8
Fragmentos de

insetos 39+19 22,732 31,743,2 31,6+4,9 31+8 60,6+12,0 57+9 35,7+£5,9
Acaros 66,3t20,4 50,3+4,5 295 2,7+0,6 2245 32,6£9,9 101,3+284 24,3+9,0
Fragmento

acaro 12+2 0,66+0,58 4+2 8+2 25+5 13+4 15,6+2,3 7+3
Pélo de roedor - - - 1+0 0,66+0,58 0,33+0,57 1,33+0,58
Cabelo 0,33+0,57 - - - 0,33+0,57 - -
Fragmento

plastico 0,33+0,57 - 0,33+0,57  0,33+0,57 - - - 0,33+0,57
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Melhorias das condigdes de higiene no transporte da
erva-mate, beneficiamento e armazenamento, bem como a
implantac&o de um controleintegrado de pragas contribui para
melhorar a qualidade do produto. As Boas Praticas de
Fabricacdo - BPFs, e 0 sistemadeAndlise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle — APPCC, foram estabelecidos na
legislacéo através das Portarias do Ministério da Salde n° 1428/
932 en® 326/97* daANVISA, e das Portarias n® 40/98% e 43/
98" do Ministério daAgriculturaPecuariaeAbastecimento. A
implantacéo sistemética das BPFs, conforme estabelecida na
legislacdo, garante ao consumidor maior seguranga alimentar.

Através daandlise microscopicatambém foi detectado
apresencade cristais de aglcar (sacarose) nasamostras1e?2
provenientes da regi&o oeste do estado de Santa Catarina. A
presenca de agUcar indica fraude, pois 0 mesmo néo é
declarado nalista de ingredientes darotulagem. A utilizagéo
do aglcar diminui o sabor amargo da erva-mate e aumenta a
aceitacéo do produto no mercado. Além disso, aumenta o peso
do produto com massa que nao provém da matéria prima
declarada no rétulo.

e

Acaro (aumento 20x); b) Pélo de roedor (aumento 40x); c) Fragmento de asa
de inseto (aumento 20x); d) Fragmento de perna inseto (aumento 20x); €)
Acaro eclodindo do ovo (aumento 20x); f) Cabelo (aumento 40x); g) Parte
bucal de inseto (aumento 40x); h) Antena de inseto (aumento 20x).

Figura 1. Sujidades leves recuperadas em amostras de erva-
mate, observadas ao microscopio, apartir deléminas preparadas
com agua glicerinada a 2%.
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As andlises microbiolégicas mostraram presenca de
coliformes a 35°C e a 45°C em todas as amostras analisadas.
Osval ores encontrados, tanto paraas amostras daregi&o Norte
como para as amostras daregido Oeste, variaramentre< 3,0 a
2,4 x 10?° NMP/Gparacoliformesa35°C e< 3,0a9,0 NMP/G
para coliformes a45°C. Todos os resultados encontrados para
coliformesa45 °C estavam em conformidade com alegislagdo
para cha e produtos similares, obtidos por processamento
térmico (torragdo eprocessossimilares). Paraestes, alegislacéo
(RDC n°12/2001* daANVISA) prevéum limite detolerancia
de 10° para coliformes a 45°C/g.

Alimentos desidratados geralmente apresentam A_
abaixo de 0,60. Osvaloresde A encontrados paraas amostras
confirmam os resultados microbiol 6gicos obtidos, pois
microorganismos dificilmente se desenvolvem sob baixa
atividade de &gua. A Tabela 2 mostra os valores encontrados
para Aa. Estes resultados foram comparados com as normas
estabel ecidas pelalegislagdo vigente, sendo que o valor do teor
de umidade correspondente a estas atividades de &guafoi, em
todos os casos, menor que 12 % em base Umida, conforme a
legislagdo para produtos vegetais, RDC n° 272%, de 22 de
setembro de 2005, daANVISA.

Tabela 2. Valores da atividade de agua das amostras de
erva-mate analisadas.

Amostras A,

0.259+0,041
0.477+0,043
0.403+0,011
0.572+0,035
0.340+0,036
0.315+0,071

0.520+0,042

0 N O 0o~ W N P

0.329+0,057

CONCLUSAO

No presente trabalho foi observado que as amostras de
erva-mate provenientes da regi&o norte do estado de Santa
Catarina estavam em desacordo com a legislacéo por
apresentarem matéria estranha (pelos de roedores), a qual é
prejudicial asalde humana. Além disso, em algumas amostras
foi observada a presenca de fragmentos de pléstico e, todas
elas, apresentaram fragmentos de insetos, acaros e cabelo,
sugerindo falhas na ado¢do de Boas Praticas de Fabricacdo.
Por outro lado, os baixos indices de contaminacao
microbiol ogica estdo relacionados com os baixos valores da
atividade de agua (menores que 0,6). Também foi detectada a
presencade cristais de aglicar em duas amostras daregido oeste,
indicando fraude no produto.
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Medidas envolvendo Boas Préticas de Fabricacéo séo

necessarias para a garantia da qualidade do produto e do
processo produtivo, de modo a contribuir para a seguranca
alimentar.

10.
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RESUMO

A fenitrotiona é um inseticida organofosforado de toxicidade moderada para mamiferos, usado para o
controle de insetos em algumas culturas e em graos armazenados. No Brasil, seu limite maximo de
residuo (LMR) emtrigo estabelecido pelaANVISA/MS é 1,0mg/kg. Com afinalidade de verificar seus
residuos em farinha de trigo branca atendendo o Programa Paulista 2006, foram analisadas 62 amostras
coletadas no periodo de abril a junho de 2006 pela Vigilancia Sanitéria do Estado de S&o Paulo, em
varios pontos de comércio e padarias do estado. A fenitrotiona foi determinada por cromatografia em
fase gasosa com detector fotométrico de chama (FPD). Foram realizados estudos de recuperacédo em
doisniveis, 0,05 e 0,50mg/kg, cujosresultados variaram de 93% a 113% e 78% a 91%, respectivamente.
O limite de detec¢do do método foi 0,02mg/kg e o de quantificacdo foi 0,05mg/kg. Os dados obtidos sdo
inferiores ao LMR vigente para trigo de 1,0mg/kg e corroboram a importancia do estabelecimento de
LMR para produtos processados, neste caso, afarinha de trigo. Os LMR séo a base para o calculo do
consumo diério dos pesticidas, proporcionando dados mais realistas para o cdlculo da quantidade de
residuos de pesticidas realmente ingeridos por uma pessoa consumindo uma dieta que Ihe é habitual
(Ingestdo DiariaAceitavel).

Palavr as-chave. fenitrotiona, farinha de trigo, cromatografia gasosa, Limite Méaximo de Residuo.

ABSTRACT

Fenitrothion is an organophophorus insecticide of moderate toxicity to mammals, which is used in
agriculture to control insects on some cultures and on stored grains. ANVISA/ Brazilian Ministry of
Health established the fenitrothion maximum limit residue (MLR) of 1.0mg/kg in wheat . The aim of
this investigation wasto verify this compound residuesin white wheat flour to comply the S&o Paulo
State Health Programme “ Programa Paulista 2006” . For this purpose a survey of fenitrothion residues
was carried out in 62 flour samples from varied market sitesand bakeries of S&o Paulo State, collected
by Sanitary Surveillance Service from April to June 2006. Fenitrothion residues were determined by
meansof gas chromatography with flame photometric detection (GC-FPD). Recovery studieswere performed
at two different levels, 0.05 e 0.50mg/kg, and the mean recoveries on the established level s were between
93% - 113% and 78% - 91%, respectively. Thelimit of detection was estimated as 0.02mg/kg, and the limit
of quantification was 0.05mg/kg. The data showed values of fenitrothion lower than the established
MRL to wheat (1.0mg/kg), which corroborate the needs to establish MRL for processed products, such
aswheat flour. MRLsare the basisfor cal culating the daily dietary consumption of pesticides. They also
providefactual datafor estimating thedaily pesticideresidueintake by aperson that consumesits usual
diet (Acceptable Daily Intake).

K ey wor ds. fenitrothion, wheat flour, gas chromatography, Maximum Residue Limit.
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INTRODUCAO

A fenitrotiona € um inseticida da classe dos
organofosforados que tem sido usado na agricultura desde 1959
Estudos em animais verificaram que este ativo € rapidamente
absorvido por via ord e distribuido a vérios tecidos do corpo,
rapidamente metabolizado e excretado, ndo sendo retido no
organismo por longo tempo. Incluido naClassel I, temtoxicidade
moderada apresentando valor de LD, oral para ratos e
camundongos variando de 330 a 1416mg/kg peso corpoérec?. No
Brasil, sua aplicacdo é permitidaem culturas de algodao, cebola,
crisdntemo, maga e soja, no controle de formigas, bem como em
trigo armazenado?®.

As principais &reas produtoras mundiais de trigo sdo
China e a Unido Européia com mais de 100 milhdes de
toneladas, seguidos por EUA, india, Leste Europeu, Rissiae
Canad&. O Brasil produziu 4,9 milhdes de toneladas nas safras
de 2005-2006, o que € insuficiente para suprir 0 consumo
interno. Somente no ano passado, 0 paisimportou 6,6 milhGes
de toneladas de trigo da Argentina, o que corresponde a 95%
daimportacdo nacional do produtc®.

Com relagdo a farinha de trigo, segundo o IBGE®, o
consumo per capta anual é de 5,08kg, sendo o quarto
alimento mais consumido pela populacéo brasileira e um
dos principaisingredientes no preparo de diversos produtos
alimenticios da popul agdo brasileira. A proximadamente 54%
da producdo so destinados ao preparo de pdo, 12% para
massas, 11% para biscoitos, 10% para uso doméstico e outros
12% para outras aplicacoes.

Neste estudo, foram levantados os residuos de
fenitrotionaem amostras de farinha de trigo branca col etadas em
varios pontos do comércio ou padarias do estado de S&o Paulo no
periodo de abril ajunho de 2006. A fenitrotionatem sido avaliada
sucess vamente desde1969 por especidistasdo IMPR (Joint FAO/
WHO Mestings on Pesticide Residues), sendo o limite méximo
deresiduo (LMR) defenitrotionaem farinhadetrigo recomendado
na avaliagéo de 1988/1989 como 2mg/kg®. Esta recomendacdo
tem sido mantidapel o Comité do Codex Alimentariuse permanece
até hojeb. No Brasil, segundo a Resolucdo RE n°. 165, de 29/08/
2004 daAnvisa/Ministério da Saide, o limite méximo deresiduo
(LMR) estabel ecido defenitrotionaparatrigo € 1,0mg/kg? Parao
produto processado, aPortarian®. 03daANVISA/M S’ estabelecia
o limitemaximo deresiduo (LMR) como “taxaigual ouinferior a
queedtiver fixadaparao aimentofresco”. No entanto, estaPortaria
foi revogada pela Resolug@o ANVISA/MS RDC n°. 216 de 15/
12/20068. Desta forma, atualmente a legislacdo brasileira ndo
estabelece LMR paraafarinhadetrigo.

MATERIAL E METODO
Material

Foram analisadas 62 amostras de farinha de trigo,
sendo 25 pacotes de 1 kg, provenientes de véarios pontos de

comeércio destinadas ao uso doméstico e 37 amostradas em
padarias. As amostras foram coletadas no periodo de abril a
junho de 2006 pelaVigilancia Sanitariado Estado de Sdo Paulo
atendendo o Programa Paulista 2006.

M étodo

Baseando no método multi-residuos®, foram pesadas 30g
defarinha de trigo em frascos de 250mL com tampa de rosca.
Foram adicionados 1mL de solug&o de clorpirifos metilico 3ng/
mL (“surrougate”), e, a seguir, 30mL de acetato de etila. A
extracdo foi efetuada em turrax por 30 segundos e
subsequentemente foram adicionados 60mL de mistura
diclorometano:hexano (1:1). A extrag&o em turrax foi repetida
por mais 30 segundos e com posterior centrifugagéo a2700rpm
por 20 minutos. Do extrato centrifugado, foi retirada uma
aliquota de 5mL do sobrenadante para tubo de 10mL. Esta
aliquota foi concentrada a 37°C sob fluxo de nitrogénio até
guase secura completando o volume para ImL com amistura
isoctano:tolueno (9:1). O extrato foi homogeneizado em
agitador orbital por 30 segundos e a seguir centrifugado a
1000rpm por 10 minutos. Com o auxilio de pipeta Pasteur, cerca
de 1ImL do sobrenadante do extrato foi transferido parafrasco
de 2mL. A determinagdo foi realizada por cromatografia em
fase gasosa com detector fotométrico de chama (FPD).

Equipamento e condic8es cromatogr éficas

Cromatografo a gas HP6890 com FPD com filtro de
fosforo; coluna capilar 14% fenilcianopropil 86% dimetil
polisiloxano (DB 1701), dimensdes 30m x 0,25mm x 0,25um
deespessuradefilme; temperaturainicial do forno: 80°C; rampa
de aguecimento: 80°C-130°C (10°C/min); 130°C—-240°C (4°C/
min), 240°C (17,5min); temperaturado injetor: 250°C; volume
deinjecdo: 2uL ; injegdo: splitless; gés: nitrogénio, fluxo: 1mL/
min; temperatura do detector: 250°C. Aquisicdo dos dados:
software HPChem. Tempo de retencdo dafenitrotiona: 26,9min.

Validacéo

Foram realizados estudos de recuperacéo em doisniveis
de concentracdo, 0,05 e 0,50mg/kg em seisreplicatas paracada
nivel e injetados em duplicatas. Essas concentracfes foram
usadas nos célculos dos limites de deteccdo (LD), limite de
quantificacdo (LQ), desvio padrdo relativo (DPR,
repetitividade) e recuperacdo (exatidéo) parao método estudado
utilizando-se o método da padronizagdo externa para
quantificacdo dafenitrotiona.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A fenitrotiona foi quantificada utilizando-se o método
da padronizagéo externa. A curvaanalitica, indicadana Figura
1, realizada com matriz, foi linear nafaixade concentracdo de
60 a 1200pg/uL, equivalente a 0,036 a 0,720mg/kg de
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fenitrotiona na amostra, de acordo com os célculos de analise
devariancia (e calculo dos residuos) e aplicagcédo do Teste F. O
coeficiente de correlagéio da curva analiticafoi de 0,99908.

1200

-
o
(=]
o

y =0,88x + 16,079
R =0,99908

area de integragao

0,00 200,00 400,00 600,00 800,00 1000,00 1200,00 1400,00

concentracao (pgful)

Figura 1. Curvaanalitica de fenitrotiona em farinha de trigo.

Os valores obtidos nos estudos de recuperacdo em dois
nivels de concentragéo, 0,05 e 0,50mg/kg., descritos na Tabela 1,
estéo na faixa de recuperacéo de 70 a 120%, de acordo com o
recomendado pelo Codex Alimentarius'®.

Tabela 1. Dados de recuperacéo em farinhade trigo fortificada
com fenitrotiona nas concentrages de 0,05 e 0,50mg/kg.

Concentracdo Concentragdo Desvio Recuperagdo Média  Desvio
(mg/kg)  recuperada  padrdo %2 final%  padrdo
(mg/kg) relativo (%)
0,046 93
0,055 109
0,055 93
0,050 0,056 0,004 113 101 8
0,051 102
0,050 100
0,46 91
0,45 90
0,50 0.39 0,02 78 88 6
0,45 91
0,44 89
0,45 91

A repetitividade do método (DPR), obtida a partir de
6 réplicas para cada, foi de 8% para a concentracéo de
0,050mg/kg e de 6% para0,50mg/kg (Tabela 1). Estesvalores
estdo de acordo com o preconizado por Horwitz et
al.'segundo o qual o DPR intralaboratorial esperado para
determinagdes em nivel de mg/kg deve ser no méximo de
16% e também com o estabel ecido pelo Codex Alimentariust®
que é de até 20%.

Os limites de detec¢do (LD) e quantificagdo (LQ) do
método foram calculados a partir das concentragfes
recuperadas conforme as recomendacdes estabel ecidas pela
Associagdo Grupo de Analistas de Residuos de Pesticidas™.
De acordo com estas recomendagdes um método € aceitavel
guando o limite de quantificagéo testado (LQ proposto) for
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maior ou igual ao limite de quantificagdo estatistico (LQ
estatistico), sendo este considerado como 10 vezeso valor obtido
do desvio padréo das concentracdes recuperadas (mg/kg) do
nivel 0,05mg/kg. Neste caso:

LQ estatistico = 10 x DP = 10 x 0,004 = 0,04

LQ proposto = 0,05 mg/kg

Portanto, LQ proposto (0,05) > LQ estatistico (0,04),
sendo 0,05mg/kg estabelecido como limite de quantificacéo
(LQ) do método.

Ovalor deLD estatistico foi calculado como trésvezes
0 desvio padréo das concentragtes recuperadas. Como o LD
instrumental € maior que o LD estatistico, entdo, o valor
considerado como limite de deteccdo do método foi o LD
instrumental, 0,02mg/kg:

LD estatistico =3 x DP=3x 0,004 = 0,01

LD instrumental (menor quantidade cujarelacdo sinal/

ruido fosse 3 vezes) = 0,02mg/kg

Das 37 amostras analisadas obtidas de padarias,
32,4% (12 amostras) estavam acima do LQ (0,05mg/kg),
variando de 0,05 a 0,18 + 0,04mg/kg, enquanto para as 25
amostras de uso doméstico este valor atingiu 40,0% (10
amostras), variando de 0,05 a 0,35 + 0,07mg/kg. A incerteza
do método foi calculada como incerteza do tipo A
considerando 95% de confianca.

Os resultados de todas as amostras analisadas estéo
indicados na Figura 2, cuja concentragdo mediana calculada
esta abaixo de 0,05mg/kg. Pode-se observar que as amostras
provenientes de padarias apresentaram umamenor incidéncia
defenitrotiona.

30— | |
E 25 [ uso doméstico i
E 20 [ padarias
g 15 ‘
T 10
S e =)= :
0k ’4"_,..',."
DWW oON L '
ST S oo
Q’dc‘gg‘ e &S

concentragao de fenitrotiona (mg/kg)

Figura 2. Resultados dosresiduos de fenitrotionaencontrados
nas amostras de farinha de trigo analisadas.

Produtos alimenticios submetidos a varias etapas de
processamento como: trituracdo, lavagem, moagem erefino,
frequentemente tem os seus val ores de residuos menores do
que apresentam seus produtos de origem (nhao
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processados)®. Alguns estudos tém sido conduzidos para
determinar e explicar a reducdo da concentracdo da
fenitrotiona em varias etapas do processamento dos gréos
de trigo até o preparo do pédo. Segundo o JMPR® grande
parte dafenitrotionafica depositada na peliculado gréo que
éremovidacom o farelo no processo de moagem. O mesmo
foi observado por Javier'*que estudou adegradagao do ativo
nos gréos de trigo e em alguns de seus produtos processados.
Observou que a fenitrotiona possui um valor de pressao de
vapor de 1,8 x 102 Pa que a torna mais volatil e
consequentemente ocasiona maiores perdas no
processamento. A reducéo da concentracéo de residuos de
fenitrotiona do trigo pode chegar a 78% até obtencdo da
farinhade trigo branca e 91% até o preparo do pao®. Uygun
et al.’s obtiveram resultados préximos destes; os autores
verificaram que do trigo até o preparo de pédo branco a
reducdo dos teores deste pesticida atingiu 92%.

No Brasil alguns estudos foram realizados com
relagdo a presenca de fenitrotiona em farinha de trigo.
Firmino et al® determinaram residuos de pesticidas em 27
amostras de farinha detrigo e detectaram a presencado ativo
em seisdelas (22,2%), que variaram de 0,07-0,40mg/kg. No
periodo de janeiro/2003 a maio/2004, Caetano et al’
analisaram 46 amostras e encontraram fenitrotiona em
26 delas (56,5%), com concentracdes variando de
0,02-0,20mg/kg.

Osvalores de fenitrotiona obtidos neste trabal ho, cuja
mediana esta abaixo de 0,05mg/kg, estdo de acordo com os
estudos levantados e com a recomendacdo do Comité do
Codex Alimentarius® de LMR 2mg/kg para farinha de trigo
branca. A legislacdo brasileiraprevé LMR parafenitrotiona
em trigo, mas, como visto, residuos deste pesticidatambém
podem ser encontrados nos produtos derivados. Uma vez
que no processamento do trigo pode ocorrer alteracdo nos
niveis de concentragdo do ativo e que o Brasil necessita
importar farinha de trigo para suprir a demanda nacional,
torna-se importante o estabel ecimento de L MRs especificos
para os diversos produtos processados do trigo e com isso
garantir a qualidade dos alimentos que o pais consome.

CONCLUSAO

Os niveis de fenitrotiona obtidos nesta pesquisa sao
muito inferiores ao valor do LMR vigente para trigo,
1,0mg/kg, e corroboram aimporténcia do estabel ecimento de
LMR especifico parafarinhadetrigo. Osvaoresde LMR sdo
a base para o calculo do consumo diario dos pesticidas,
proporcionando dados mais realistas para o calculo da
quantidade de residuos de pesticidas realmente ingeridos por
uma pessoa consumindo umadietaque lhe € habitual (Ingestéo
DiariaAceitavel).

Estes resultados ressaltam a importancia do
estabel ecimento dos L M Rs para produtos processados.
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RESUMO

Nestetrabalho foi validadaatécnicade digestéo por viaimida (hidrélise com HCI) defeijdo (Phaseolus
vulgaris), para efetuar a determinagcdo simultanea dos nutrientes inorgénicos Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn,
Na, Pe Zn, por espectrometria de emissdo Optica com plasma de argdnio indutivamente acoplado (ICP
OES). Essa técnica simples, relativamente répida e com caracteristicas satisfatérias de desempenho,
foi utilizadana preparac&o de 40 amostras defeij&o cru comercializadas no estado de So Paulo, Brasil.
ApGs adeterminagdo das concentragdes dos nutrientes inorganicos por | CP OES, os teores obtidos (em
mg/100g de feij&o) de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn foram, respectivamente, de 120+20; 0,8+0,1;
6,0+0,9; 1370+80; 170+10; 1,5+0,4; 1,4+0,4; 350+£50; 2,6+0,3. Esses teores mostraram-se
satisfatoriamente concordantes com as informagdes de seis tabel as de composi¢do de alimentos, com a
excegdo do teor de sodio que apresentou-se significativamente menor. Os resultados também foram
usados para estimar a contribui¢cdo do consumo de feijéo na Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) dos
nutrientes investigados, constatando-se que o feijéo pode contribuir significativamente principal mente
nas IDRsdo Cu, Mg, Mn, PeFe.

Palavras-chave. feij&o, nutrientes inorgénicos, método de digestdo, | CP OES, tabelas de composi¢éo
de alimentos, Ingestdo Diaria Recomendada.

ABSTRACT

In thisinvestigation awet digestion technique (HCI hydrolysis) of raw bean (Phaseolus vulgaris) was
validated in order to perform the simultaneous determination of inorganic nutrients Ca, Cu, Fe, K, Mg,
Mn, Na, P, and Zn by means of inductively coupled argon plasma optical emission spectrometry (ICP
OEYS). This simple, relatively rapid, and with satisfactory performance characteristics technique was
employed for analyzing 40 raw bean marketed in S8o Paulo state (Brazil). After determining inorganic
nutrients by emission spectrometry, the obtained concentrations of Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, and
Zn contents (in mg/100g bean) were 120+20; 0.8+0.1; 6.0+0.9; 1370+80; 170+10; 1.5+0.4; 1.4+0.4;
350+50; and 2.6+0.3, respectively. These inorganic nutrients contents are in agreement with the
information from six food composition tables, except of Nathat showed asignificantly lower value. The
results were also used to estimate the bean consumption contribution in Recommended Daily Intakes
(RDI) for the investigated nutrients, and it was noted that bean can significantly contributein Cu, Mg,
Mn, P, Fe, and Zn RDIs.

Key words. bean, inorganic nutrients, digestion method, ICP OES, food composition tables,
Recommended Daily Intake.
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INTRODUCAO

O feijao comum (Phaseolusvulgaris) € um legume com
uma ampla adaptacdo edafoclimatica, embora tanto o solo
guanto o clima possam influenciar a sua produc&o. No Brasil,
doistipos sdo geral mente cultivados: o que ocorre em arbustos
cerrados e o que cresce como trepadeira. As vagens, longas e
achatadas ou arredondadas, possuem 13 centimetros ou mais.
A semente madura pode apresentar varias cores: branca, preta,
marrom, etc2. A possibilidade de seu cultivo em diversos
ecossistemas tropicais e temperados, em monocultivo ou
consorciados aos mai s variados arranjos de plantas, favorecea
diversificagdo da producgéo no pais, permitindo que o feijéo
constitua-se em importante componente daalimentagéo bésica
damaioriadapopulagdo brasileira. Em 2001, o consumo médio
de feijdo no Brasil foi de aproximadamente 14,9kg por
habitante/ano, correspondendo a cerca de 41g por habitante/
dia. Considerando a diversidade fisiografica do pais e a
adaptacédo do feijoeiro a diversas condi¢des de climae solo, é
possivel explorar aculturaem trés épocas diferentes no mesmo
ano: asafra“das aguas’, cujasemeadura é feitade setembro a
novembro, com predominancianaregido sul; asafra“daseca’
ou “safrinha’, com plantio de janeiro a marco, abrangendo a
mai oria dos estados produtores; e a safra* de outono-inverno”
realizada de abril ajulho, nas regifes centro-oeste e sudeste?.

Em termosnutricionais, o feijao é considerado umaboa
fonte de proteinas (cerca de 20% em peso), glicidios (60% em
peso), fibras (19% em peso) e de al guns nutrientesinorgéni cos
(ferro, potéssio, zinco, magnésio, cobre e cd cio), apresentando
um baixo teor de lipidios (1% em peso). Quando cozido, o
feijdo é umadas melhoresfontes vegetaisdetiamina, piridoxina,
niacinae acido folico**°. Contudo, deve ser ressaltado que tanto
a qualidade como a composicédo do feijéo sdo influenciadas
por diversos fatores: fertilidade do solo onde foi cultivado,
espacamento entre as plantas, irrigagdo, maturidade e
variedade'; além disso, fatores intraluminais podem afetar a
bi odi sponibilidade de nutrientes inorganicos®'.

Em particular, adeterminagdo dosteores dos nutrientes
inorganicos em alimentos é realizada principalmente por
métodos baseados em espectroscopia atémica, especialmente
a espectrometria de absor¢do atdmica com chama (FAAS) ea
espectrometria de emissdo 6tica com plasma de argdnio
indutivamente acoplado (ICP OES)*2%, Estastécnicasrequerem
uma destruicdo prévia parcial ou total da matéria organica da
amostrat®!*; embora a destrui¢ao total da matéria organica por
viasecasgalargamente utilizada™®, o tempo relativamentelongo
necessario paraasuarealizacdo tem conduzido a pesguisasem
métodos por via Umida (destruicdo parcial) que sgjam mais
rapidos. Taismétodos envolvem aagdo de &cidos e oxidantese
autilizacdo de varias formas de energia como, por exemplo, a
térmica, o ultra-som e radiacles (infravermelho, ultravioletae
microondas)31416-19,

Um outro aspecto importante relacionado a andlise de
alimentos, diz respeito as compilagdes de dados experimentai s
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que originam as denominadas tabelas de composicdo de
alimentos, importantes ferramentas em estudos epidemiol 6gicos
gueinvestigam arelagdo entre dietae salide, a ém defornecerem
informagdes nutricionais béasicas para uma dieta balanceada.
Tendo-se em vista que os teores dos nutrientes nos alimentos
dependem de diversos fatores, tais como os inerentes a cada
alimento em particular (como espécie, variedade e maturidade),
osambientais (como temperatura, quantidade de chuvase solo,
quando do cultivo) e os de processamento (como tempo de
armazenagem, métodos de preparacdo e preservacdo), a
preparacéo de tais tabelas deve ser muito cuidadosa. A
importancia deste cuidado aumenta se considerarmos que 0
contelido de nutrientes de alguns alimentos é também afetado
por reformul agdes, pelo uso de aditivos e defortificagdes, além
de depender consideravelmente do modo de preparacdo do
alimento para o consumo. Deve ser ainda observado que abase
dos dados para a construgdo das tabelas de composi¢éo dos
alimentos é essencialmente experimental e, portanto,
dependente da amostragem do alimento, da preparacéo da
amostraparaandlise, do método analitico empregado naandlise
edo tratamento estatistico aplicado aos resultados obtidos nas
analises?®?, Portanto, umatabela de composicao de alimentos
deve trazer ndo somente os teores dos diversos componentes
encontrados nos diferentes alimentos, mas também todas as
informagdes rel evantes relacionadas a cada teor declarado.

Assim, considerando (i) que o feijdo é um importante
componente naalimentag&o bési cadapopulagdo brasileira; (i)
gue existe uma tendéncia pelo desenvolvimento de métodos
de preparagdo de amostras que ndo consumam um tempo
demasiado longo; e (iii) quetabel as de composi¢do de alimentos
sdo importantes ferramentas paraa Satide Publica, estetrabalho
procurou estabel ecer um método analitico relativamente rapido
e simples para a preparagéo de amostras de feij&o cru por via
Umida visando & determinag&o de nutrientes inorganicos por
ICP OES. A partir deste método, 40 amostras de feijéo cru
comercializadas no Estado de S&o Paulo foram analisadas
determinando-se osteores de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Pe
Zn. Estesteores foram entdo comparados com as informagtes
apresentadas em 6 tabelas de composi¢do de alimentos e
também com os obtidos por via seca (método recomendado
pelaAssociation of Official Analytical Chemists's). Finalmente,
estimou-se a contribui¢do do consumo de feijéo para as IDR
dos nutrientesinorgani cosinvestigados, tomando-se como base
0 consumo meédio diério de feijéo pela populagéo brasileira.

MATERIAL E METODOS

Material

Quarenta amostras de feijdo comum (Phaseolus
vulgaris), variedade Carioca, cruas, de vérias marcas e lotes
foram coletadas pelas equipes de Vigilancia Sanitéria no
comeércio de 39 cidades do estado de S&o Paulo, Brasil. As
amostras foram homogeneizadas na prépria embal agem, ndo
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sofrendo qualquer pré-tratamento ou processamento antes da
destruicdo da matéria organica.

Os é&cidos cloridrico e nitrico utilizados, marca Merck,
foram de grau analitico. Foram utilizadas solucgBes-padréo de
referéncia, marca Spex CertPrep®, de 10.000mg.L™?, para os
elementos Ca, Fe, K, Mg, PeZn, enquanto que paraos elementos
Cu e Mn as solugBes-padréo de referénciaforam de 1.000mg.L L.
A &guaempregadanos procedimentosfoi previamente destilada
e desionizada em um sistema Milli-Q (Millipore Corp.),
apresentando resistividade igual a18,2M Q/cm.

Todas as vidrarias usadas foram previamente
descontaminadas por meio de imersdo em solucdo de acido
nitrico a50% (v/v) por 24 horas, seguida de enxégiie com dgua
destilada e desionizada

Para a determinagdo dos nutrientes inorgéanicos foi
empregado um espectrémetro de emissdo Gticacom plasmade
argonioindutivamente acoplado | CPOES, marcaPerkin Elmer,
modelo Optima 3000 DV. As condicdes experimentais usadas
foram: poténciaderadio-frequéncia: 1350 W; fluxo de amostra:
1,0mL/min; fluxo de plasma: 15L/min; fluxo de nebulizador:
0,85L/min; gas auxiliar (argbnio): 0,5L/min.

Método

Digestéo das amostras de feijao cru (viaumida): foram
pesados, em triplicata, 2,0g de amostra de feijdo em frascos
tipo Erlenmeyer. As amostras ndo sofreram qualquer pré-
tratamento como, por exemplo, trituracdo ou liofilizagdo. A cada
frasco foram adicionados 5mL de solucéo aguosade HCl a50%
(v/v), cobrindo-os a seguir com filme de PVC (cloreto de
polivinila) e deixando-os em repouso durante a noite. Foram
preparados dois brancos dos reagentes. As amostras e os brancos
foram ent&@o aquecidos sobre placa aguecedora por 3 horas a
75°C, com agitagdo ocasional. A seguir, as solugbes foram
filtradas em papel Whatman 40, e cada filtrado foi recolhido
diretamente em bal & volumétrico de 25mL, completando-se o
volume com agua destilada e desionizada.

Digestdo das amostras de feijdo cru (viaseca)®: pesou-
se aproximadamente 2,0g das amostras de feijdo, em capsula
de porcelanae em triplicata; incinerou-seinicialmente em bico

de Bunsen e em seguida em forno mufla com uma rampa de
aquecimento de 150°C até atingir 450°C, mantendo-se esta
temperaturapor 4 horas. A pds resfriamento, adi cionou-se 1mL
de &cido nitrico concentrado (“ashing aid”) e deixou-se até a
secura sobre chapa aquecedora. Retornou-se a mufla a 450°C
por 2 horas. Repetiu-se, em média, cinco vezes este
procedimento de adic¢&o de &cido nitrico e muflaaté aobtencdo
de cinzas de cor branca ou sem pontos pretos, isto €, atétodaa
matéria organica ser destruida. As cinzas foram dissolvidas
em 2,5mL de &cido cloridrico concentrado e a solucéo
resultante foi transferida quantitativamente para baldo
volumeétrico de 25mL com auixilio de agua, completando-se o
volume.

Quantificagdo dos nutrientes inorganicos: as
guantificagdes de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn foram
realizadas por |CP OES. As concentragtes das solugdes-padréo
multielementar utilizadas para a construcdo das curvas de
calibracéo foram preparadas em HCl 1M e encontram-se
na Tabela 1.

Validagdo do método de digestéo por via imida: o
meétodo anal itico proposto, envolvendo adigestdo parcial com
acido cloridrico, foi validado seguindo as orientacdes do
documento sobre validagdo de métodos de ensaios quimicos
DOQ-CGCRE-008 do Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacéo e Qualidade IndustrialZ (INMETRO). Por meio
da espectroscopia de emissdo Gtica, 0s seguintes parametros
de validacé@o foram avaliados:. linearidade, sensibilidade,
seletividade, limite de deteccéo, limite de quantificacéo,
exatidéo e preciséo.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Validacao do método

A partir das solugdes-padréo descritas na Tabela 1,
verificou-se a linearidade das faixas de trabalho através da
construcéo das curvas de calibragéo para cada elemento em
Seu respectivo comprimento de onda (M) de emissdo. Osvalores
dos coeficientes de correl agéo e das sensibilidades encontram-

Tabela 1. Concentracfes das soluctes-padrdo multielementar para construgdo das curvas de calibragdo utilizadas na quantificacéo
dos nutrientes inorgénicos nas amostras de feij&o por |CP OES.

Elemento Padréo 1(mg.L™?) Padréo 2(mg.L™?) Padréo 3(mg.L™?) Padrdo 4(mg.L?) Padréo 5(mg.L™?)
Ca 2,50 10,0 25,0 50,0 100
Cu 0,125 0,500 1,25 2,50 5,00
Fe 0,250 1,00 2,50 5,00 10,0
K 2,50 10,0 25,0 50,0 100
Mg 0,625 2,50 6,25 12,5 25,0
Mn 0,0125 0,0500 0,125 0,250 0,500
Na 2,50 10,0 25,0 50,0 100
P 2,50 10,0 25,0 50,0 100
Zn 0,250 1,00 2,50 5,00 10,0
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se na Tabela 2. Pode-se observar que todos os valores obtidos
paraos coeficientes de correl agdo sdo iguais a0,9999, ou seja,
estdo muito proximos de 1, o que implica na linearidade das
curvas de calibragdo para todos os elementos estudados nas
faixas de concentracfes investigadas. De acordo com o
INMETRO, recomenda-se um valor superior a 0,90 para que
sgjasatisfeitaacondi¢do delineariadade®. Além disso, aTabela
2 informa que a técnica apresenta maior sensibilidade para os
elementos manganés, cobre e magnésio, sendo relativamente
menos sensivel para o elemento fosforo.

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram obtidos a
partir de 10 preparagdesindependentes das sol ugbes correspondentes
amenor concentracdo de cadael emento dascurvasdecdibragao®™,
Osvaloresresultantes encontram-se na Tabela 2.

Paraverificar aseletividade do método, foram tracados os
espectros das amostras e padrfes, nas regides dos comprimentos
de onda de emissdo para cada € emento. PAde-se observar que os
perfisdos picos de emissio dos analitos das sol ugdes dasamostras
de feijao sdo idénticos aos respectivos perfis dos picos das
solugBes-padrdo de cada elemento, indicando que n&o ocorreram
interferéncias espectrais ou de matriz na determinag@o dos
elementosestudados. A Figura 1 apresentaum exemplo do pefil
dos picos de emissdo para o e emento cicio.

Para a avaliagdo da exatiddo foi utilizado o método de
adicéo de padrdes tanto para 0 método por via secacomo para
0 método proposto: em 21 replicatas de umaamostra de feijéo
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Figura 1. Espectros deemissdo das solugdes-padréo (linhas preen-
chidas) e deumadas solugdes das amostrasdefeijdo (linhatrace-
jada) naregido proximaao A de emissdo do cécio (422,673nm).

foram realizadas adi¢Oes de padrdes em 3 concentragtes
diferentes de cada um dos 9 nutrientes investigados, sendo 7
réplicasem cadanivel de concentracéo (nivel baixo, nivel médio
e nivel alto). Na Tabela 3 pode ser observado que as
porcentagens de recuperacdo obtidas encontram-se dentro da
faixa aceitavel de 70 a 110%%, o que evidencia que o método

Tabela 2. Va ores de coeficiente de correl agéo, sensibilidade, limite de deteccdo e limite de quantificagao relacionados as curvas
de calibrago para cada nutriente determinado em seu respectivo comprimento de onda.

Coeficiente de Sensibilidade  Limite de detecgéo Limitede
Nutriente A (nm) correlacéo (L.mg?) (mg.L?) quantificagdo (mg.L ™)
Célcio 422,673 0,9999 5300 0,210 0,690
Cobre 324,754 0,9999 130000 0,008 0,025
Ferro 238,204 0,9999 47000 0,015 0,055
Potéssio 766,491 0,9999 1400 0,220 0,730
Magnésio 280,270 0,9999 116000 0,110 0,360
Manganés 257,610 0,9999 317000 0,00006 0,002
Sodio 589,592 0,9999 2700 0,210 0,700
Fésforo 214,914 0,9999 130 0,360 1,200
Zinco 213,856 0,9999 5800 0,040 0,140

Tabela 3. Porcentagens de recuperagéo obtidas para amostra de feijao, com adic¢des de trés concentragdes diferentes de cada

nutiente, por via seca e por via Umida.

Adicdo 1 Adicdo 2 Adicdo 3

. Conc. %rec % rec Conc. %rec %rec conc. %rec Y%rec
Nutriente  (mg 1 1) seca dgmida (mgL?)  seca Umida (mg.L) seca  Umida
Ca 4 101 89 40 98 87 80 99 95
Cr 0,04 96 84 0,4 88 84 0,8 88 89
Cu 0,2 102 91 2 97 87 4 89 94
Fe 0,4 100 95 4 100 90 8 95 95
K 4 88 100 40 105 97 80 105 99
Mg 1 88 98 10 109 95 20 103 97
Mn 0,02 80 100 0,2 103 94 0,4 97 95
Na 4 108 107 40 110 85 80 98 93
P 4 86 100 40 109 96 80 103 97
Zn 0,4 98 97 4 96 85 8 97 91

Conc.= concentragdo; rec=recuperacéo.
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proposto apresenta aceitavel exatiddo além de ndo exibir
diferenca significativa em relagdo ao método por via seca.

Sete andlises da amostra sem adi¢do de padrfes foram
realizadas para estudo de repetitividade?, utilizando-se mesmo
procedimento de medicdo, analista, equipamento e laboratorio,
além de repeticdes em curto espaco de tempo. A precisdo pdde
ser avaliada a partir dos dados gerados por meio do célculo das
estimativas de desvios-padréo de repetitividade (S), do
coeficientesde variagdo (CV) e doslimites de repetitividade (r)
paraum nivel de confiangade 95%2%. Como pode ser observado
na Tabela 4, todos os valores calculados para os limites de
repetitividade (r= 2,8Sr) de cada nutriente apresentam-se
precisos, isto &, as diferencas entre as réplicas sGo menores que
r. No caso do sodio em particular, embora S apresente-se
aparentemente elevado (em torno de 20%), devem ser
considerados dois fatores principais: primeiro, a relativamente
baixa concentracdo deste nutriente no feijdo conduz a uma
diminuicdo na precisdo?; segundo, sddio € um elemento
comumente presente formando compostos que, em sua grande
maioria, sdo sol livelsem meio aquoso portanto, sodio € bastante
disponivel e poderd acarretar contaminacfes nas amostras
comprometendo ndo somente aexatidao, mastambém aprecisio,
principal mente a bai xas concentragdes (mg.kg?).

Comparacéo entre os teores obtidos para os nutrientes
inor ganicos nas amostr as defeijdo e osrespectivos valores
declarados em tabelas de composicdo de alimentos

Usando-se 0 método de preparacdo de amostras por
hidrélise com HCI (sem qualquer pré-tratamento como, por
exemplo, trituragdo ou liofilizac&o), foram analisadas quarenta
amostras de feijdo comum (Phaseolus vulgaris, variedade
Carioca), cru, comercializadas no estado de Sdo Paulo (Brasil).
A Tabelab mostraaestatisticadescritivaparaos nove nutrientes
analisados, observando-se que as concentracdes determinadas
de cada nutriente nas quarenta amostras apresentaram
distribuigdes normais.

Na Tabela 6 sdo apresentados os teores médios dos
nutrientes inorgani cos obtidos neste estudo junto aos valores
declarados em 6 tabel as de composi ¢céo de alimentos, sendo
duas nacionais (Philippi® e NEPA?), e quatro internacionais
(SOUCI®, CIQUAL?®®, McCance® e USDA®).

De modo geral, pode-se observar que os teores obtidos
para os elementos analisados a exce¢éo do sddio, sao
comparaveis aos valores declarados pelas compilacdes
apresentadas. No caso do sddio, mesmo considerando que dados
sobre a composi¢cdo dos alimentos possam variar conforme
fatoresinerentes ao cultivo e de processamento, além de serem
afetados pela amostragem, pela preparacdo da amostra, pelo
método analitico empregado na determinagdo e até pelo
tratamento estatistico dos dados experimentais obtidos® %, é
grande adivergénciaobservadano contelido de sodio. Contudo,
a similaridade entre os resultados obtidos para os nutrientes
inorganicos no presente estudo e aqueles constatados na
compilagéo nacional do NEPAZ também deve ser ressaltada.

Tabela 4. Coeficiente de variagdo (CV), limite de repetitividade (r) e concentracbes médias dos nutrientes das 7 replicatas de
uma amostra de feijdo analisadas pelo método proposto sob condic¢des de repetitividade.

Concentracdo (mg.kg?)
Resultados Ca Cu Fe K Mg Mn Na P Zn
Média 960 7,15 49,8 10650 1640 11,1 22 3025 22,3
S 70 0,13 1,2 310 40 04 5 55 0,9
cv 7,3 2,0 2,4 29 2,4 3,6 23 1,8 4,0
r 196 0,36 34 870 110 11 15,0 150 25

Tabela 5. Estatisticadescritiva para os nutrientesinorgéani cos anali sados em 40 amostras de feij&o comercializadas no Estado de

S0 Paulo, Brasil.
Concentragdo (mg.100g?)

Resultados Ca Cu Fe K Mg Mn Na P Zn
Média 120 0,8 6,0 1370 170 15 14 350 2,6
Desviopadrdo 20 0,1 0,9 80 10 04 04 50 0,3
Mediana 110 0,8 58 1380 170 1,4 1.4 350 2,6
Valor minimo 60 0,6 45 1180 150 0,9 0,8 130 2,2
Valor mé&ximo 180 1,1 7,9 1560 190 2,7 2,5 480 3,6
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Tabela 6. Comparacdo entre osteores de nutrientesinorganicos em feij&o cru declarados em tabel as de composi ¢&o de alimentos

e os resultados obtidos neste estudo.

Nutrienteinorganico (mg.100g?)

Ca Cu Fe K Mg Mn Na P Zn Fonte

120 0,8 6,0 1370 170 15 14 350 2,6 Este trabalho
83 0,7 6,7 1359 138 111 12 406 2,8 Philippi®

123 0,79 8,0 1352 210 - <04 385 29 NEPA2

197 - 7 1770 - - 570 420 - Souci et a*®
165 - 7 1450 180 - 15 350 - Favier et al*®
81 0,75 7,6 1170 140 13 16 410 32 McCance®
143 0,958 8,20 1406 140 1,021 24 407 2,79 USDA®

Contribuicdo do consumo de feijao as I DR dos nutrientes
inor ganicosinvestigados

A Tabela 7 exibe as IDR para os nove nutrientes
investigados juntamente com as respectivas contribui¢des do
consumo médio defeij&o pelapopul acdo de acordo com dados
daEmpresaBrasileirade PesquisaAgropecuaria(EMBRAPA)?
gue situou-se, em 2001, em torno de 14,9kg/habitante/ano ou,
aproximadamente, 40,8g/habitante/dia. Como pode ser
observado na Tabela 7, o feijdo comum é uma boa fonte de
vérios nutrientes inorganicos: Cu, Mg, Mn, P, Fe, Zn, por
apresentarem porcentagens maiores que 15% da IDR de
referéncia, sendo menos importante como fonte de Ca e K,
mas umainexpressivafonte de Na.

Tabela 7. Contribui¢do do consumo médio de feijdo pela
populacdo brasileira, a Ingestdo Didria Recomendada (IDR)
de 9 nutrientes inorgéni cos.

Contribuicdo do feijdo aIDR

IDR (em %), por consumo médio
Nutriente  adultos (mg) de 40,8 g/habitante/dia
Ca 1000 49
Cu 0,90 36
Fe 14 17
K 4700 12
Mg 260 27
Mn 2,3 27
Na 1500 0,038
P 700 20
Zn 7 15
CONCLUSOES

A digestéo de amostras de feijdo comum cru por hidrdlise
com HCl, visando a determinacdo dos nutrientes inorganicos Ca,
Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn, por espectrometria de emissio
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Optica com plasma de argbnio indutivamente acoplado,
apresentou parametros de validagao satisfatdrios, exibindo ainda
simplicidade e relativa rapidez, permitindo a analise
multielementar e simultaneade um nimero rel ativamente grande
de amostras.

Com relagdo & comparacdo dos resultados obtidos com
os declarados nastabel as de composi ¢&o de alimentas, verificou-
se que, aexcegdo do sddio, os valores sdo comparaveisentresi.

Finalmente, em comparacé@o ao que foi afirmado
anteriormente, pode ser confirmado que o feijdo comum
comercializado no estado de S&o Paulo é uma boa fonte dos
nutrientes: Cu, Mg, Mn, P, Fee Zn. Contudo, a contribuicdo do
CaeK alDR revel ou-se menosimportante, enquanto que para
o elemento Narevelou-se inexpressiva.
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RESUMO

logurte € o produto obtido pela fermentacdo de leite integral, desnatado ou padronizado por meio da
acdo do Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus e Sreptococcus thermophilus. Por ser um produto
l4cteo, o iogurte € considerado como boa fonte de vitamina A. Esta vitamina € essencial para muitos
processos bioldgicos, como a diferenciacéo celular, a visdo, a integridade do sistema imunolégico e a
manutencao de epitélios. Essetrabal ho teve como objetivo verificar aconcentrago deretinol emiogurtes
naturais de diferentes marcas comercializados em supermercados de Natal/RN. Foram selecionadas
aleatoriamente para o estudo, quatro marcas de iogurte natural integral e a determinacdo do retinol foi
realizada por meio de Cromatografia L iquidadeAltaEficiéncia (CLAE). Osvalores das concentragdes
médiasderetinol nasamostrasdasmarcasA, B, C, eD foram47.6 £ 5.9; 31.0+£3.3; 65.1+13.7 €50.8+10.9
ug/100g, respectivamente. Os val ores encontrados apresentaram grande variacdo e a diferenca entre o
menor e maior valor de aproximadamente 110%. Todas as marcas estudadas apresentaram amostras
com niveisderetinol préximos ou acimadaconcentracdo deretinol do leiteintegral relatadanaliteratura
brasileira, 0 que confirma que o iogurte natural € umaboa fonte nutricional de vitaminaA.
Palavras-chave. retinol, iogurte, CLAE.

ABSTRACT

Yogurt is a product derived from the whole, skimmed, or standardized milk fermentation by the action
of Lactobacillusdelbrueckii ssp bulgaricusand Sreptococcus ther mophilus. Asalactic product, yogurt
isconsidered to be agood source of vitamin A. Thisvitamin isessential for many biological processes
such as cellular differentiation, visual cicle, immune system integrity, and epithelial maintenance. The
objective of the present study was to verify the retinol concentration in natural yogurt from different
brands marketed in major supermarkets of Natal, RN. Four brands of natural wholeyogurt were randomly
selected, and retinol concentration was determined in these samples by means of High Performance
Liguid Chromatography. The average values of retinol concentrationsin A, B, C, and D natural yogurt
samples were 47.6+5.9; 31.0+ 3.3; 65.1 +13.7, and 50.8 £10.9ug/100g, respectively. Remarkable
variations on retinol concentration values were found, and the range between the least and the major
valuewas 110%. The yogurt samplesfrom all analyzed brands presented retinol levels closeto or above
those concentrations found in whole milk, confirming that natural yogurt isagood nutritional source of
vitaminA.

Key word. retinol, yogurt, HPLC
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INTRODUCAO

Os produtos | acteos estdo presentes na dieta alimentar
humanadesde aantiguidade, quando afermentagdo erautilizada
como formade preservar os nutrientes do | eite da deterioracdo
causada por microrganismos. Entretanto nas Ultimas décadas
houve um incremento no setor de laticinios por conta do
desenvolvimento datecnol ogia e umamaior aceitabilidade do
consumidor que tem buscado adquirir produtos com
caracteristicas funcionais e de alto valor nutritivo®.

Um dos produtos |&cteos mais conhecidos é o iogurte,
cuja fabricacdo no Brasil, nos dltimos 20 anos, cresceu de
maneira consideravel, registrando atualmente uma producéo
média de 400 mil toneladas por ano, o que representa 76% do
total delaticinios?.

O iogurte € definido pela legislagéo brasileira como
“0 produto obtido pela fermentagdo |&ctica através da agéo
do Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus e Sreptococcus
thermophilus sobre o leite integral, desnatado ou
padronizado® . As culturas de bactérias | acticas sdo utilizadas
paraaumentar avida-de-prateleirado | eite, devido aformagéo
de componentes metabdlicos como acido l&ctico, acido
propi6nico, diacetil e substancias antagonisticas que exercem
efeito inibitorio nas bactérias Gram-negativas responsaveis
pela deterioracdo do produto*se.

Oiogurte € um produto amplamente recomendado, pois
além da suaimportanciaecondmica, possui boas caracteristicas
sensoriais, probidticas e nutricionais’. E um alimento de f&cil
assimilacdo pelo organismo, principalmente da lactose e de
proteinas®. Durante a fermentag8o, a proteina, a gordura e a
lactose do leite sofrem hidrélise parcial, tornando o produto,
facilmente digerivel, sendo considerado um agente regulador
das funcBes digestivas 9104,

Por ser bastante consumido por idosos, criangas e
pessoas doentes, a qualidade higiénica deste alimento deve
estar constantemente controlada'?. O leite, empregado no
processamento do iogurte deve ser de boa procedéncia e
gualidade, pois é responsavel pelo seu valor
nutricional®*13 uma vez que os produtos lacteos
fermentados, geralmente contém a mesma quantidade de
nutrientes do leite do qual é obtido'.

O iogurte fabricado a partir do leite de vaca possui
composi ¢ao semel hante, tendo em média 3,5-3,7% delipidios;
3,7% de proteinas e 4,8% delactose®. Entretanto, se reconhece
gue existam algumas diferencas devido & mudangas ocorridas
na fermentac&o sobre alactose™.

Embora o leite seja um alimento que se destaca pela
sua composic¢ao vitaminical®'’, no iogurte, os teores de
vitaminas podem aumentar ou diminuir, de acordo com o
metabolismo das bactérias|acticas'®*2, podendo, ainda, devido
ao processamento, estarem reduzidos, quando comparados ao
alimento de origem?.

Osdados sobre as vitaminasndo sdo uniformesevariam
segundo a fonte consultadat®19%°,

Umadas principaisvitaminas|lipossol (iveis encontradas
no leite éavitaminaA (VA). De acordo com o lom?, vitamina
A éaexpressdo genéricausada paradescrever oretinol etodos
os carotendides dietéticos que tém atividade bioldgica de
retinol todo trans. A VA natural € um alcool (retinol)
isoprendide, lipossoluvel e insaturado, encontrado em
alimentos de origem animalZ. Usua mente apresenta-se na
formade ésteres deretinil de cadeialonga, sendo encontrada
em maior concentragdo no figado erim, leitesintegrais e seus
derivados, peixes e gema de ovos*. As formas
metabolicamente ativas, segundo lom??, incluem os
correspondentes: aldeido (retinal) e &cido (&cido retindico).

Para a caracterizagdo humana da necessidade diéria
recomendada de vitaminaA é utilizadaadefinicdo propriamente
dita: Ingestdo Dietética Recomendada (DRI), como aingestao
dietética necessaria para suprir as necessidades em 97 a 98%
dos individuos saudéveis=.

Uma vez que o iogurte € um produto |&cteo, este é
considerado uma 6tima fonte de vitamina A%. Segundo
Philippi?® aquantidade deste micronutriente no iogurte natural ,
sem adi¢do de qualquer outro ingrediente, é de 30ug/100ml, o
gue corresponde aumamédiade 6,0% darecomendagdo didria
paracriancgas.

Osbeneficios de um adequado estado nutricional de VA
sobre a salde humana podem ser atribuidos aos efeitos da
participagdo deste micronutriente em diversos mecanismos
biol dgicos, como areproducdo, avisao normal e amanutencdo
do sistema imune?, sendo de especial importancia durante o
crescimento e desenvolvimento®. Ja é reconhecido que um
adequado estado nutricional de VA pode diminuir aseveridade
dos quadros infecciosos®%®, enquanto a deficiéncia pode
aumenta-la®, devido a prejuizos no sistemaimunol égico®.

Considerando-se a crescente importanciaque o iogurte
vem assumindo no mercado nacional e sabendo-sedarelevancia
dos produtos|acteos, como boas fontes nutricionaisde vitamina
A, bem como, quealiteraturabrasileiraé escassaem trabalhos
gue verifiguem os niveis de retinol no iogurte, torna-se
necessario o desenvolvimento de pesquisas que avaliem a
qualidade nutricional destes produtos consumidos
frequentemente pela populagéo brasileira.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo
verificar a concentracdo de retinol em diferentes marcas de
iogurtes naturais comercializados em supermercados dacidade
do Natal/RN.

MATERIAISE METODOS

Coleta

Para o presente estudo, foram selecionadas
aleatoriamente, 4 marcas de iogurtes naturais sem adi¢do de
outrosingredientes ou aromas, como frutas, mel ou chocolate
e excluidos os iogurtes desnatados. Seis unidades de cada
marca (n=24), oriundas de lotes de fabricacdo diferentes,
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foram coletadas em supermercados de Natal/RN e
acondicionadas em caixas de material isotérmico contendo
cubos de gelo e transportadas imediatamente para o
Laboratério de Bioguimica da Nutricdo do Departamento de
BioquimicadaUniversidade Federal do Rio Grande do Norte.
Posteriormente, cada amostra foi devidamente identificada
por letras e procedeu-se a abertura e mistura das unidades de
mesmamarca, bem como, foi efetuadaahomogeneizacdo em
recipiente apropriado. Observou-se a aparéncia do produto
e, assepticamente, retirou-se 6 aliquotas de 1g de cada produto
paraandlise.

Extracéo e deter minac&o do Retinol

O retinol foi extraido segundo Giuliano®, adaptado
as condicdes laboratoriais e 0 extrato hexénico evaporado
sob atmosfera de nitrogénio, em banho-maria a 37°C. As
amostras foram ressuspendidas em 1,0mL de metanol em
grau de pureza para Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) e agitadas por um minuto. A concentragéo
de retinol das amostras foi determinada por CLAE em
Cromatégrafo LC-10 AD Shimadzu, acoplado aum Detector
SPD-10 A Shimadzu UV-VIS e Integrador Chromatopac C-
R6A Shimadzu com uma coluna LC Shim-pack CLC-
ODS(M) 4,6mm x 25cm.

O cromatograma evoluiu nas seguintes condicdes:
fase moével metanol 100% e fluxo 1,0mL/min e a
identificacéo e quantificac&o do retinol nas amostras foram
estabel ecidas por comparagéo com o tempo de retencdo e a
area do respectivo padrdo, em comprimento de onda de
325nm (Figural e Figura 2).

A concentracdo do padréo foi confirmada pelo
coeficiente de extingdo especifico (¢ 1%, 1cm = 1780) em
etanol absoluto e comprimento de onda de 325nm34,

A exatiddo do método foi avaliada através do teste
derecuperacéo da extragéo, obtendo-se 95% de recuperagéo
do retinol acetato (padréo interno) adicionado as amostras.
A precisdo foi avaliada pelo teste de reprodutibilidade,
em que triplicatas de uma mesma amostra de iogurte
foram aferidas para retinol durante 3 dias seguidos. Os
valores encontrados apresentaram variagdo inferior a 1
desvio padréo.

A curva padréo foi realizada com padréo referéncia
retinol todo trans (Sigma) em diferentes concentracoes,
variando de 2 a 32ng/20pL. Os limites de detecgdo e
guantificac8o foram baseados na linearidade da curva do
padrdo, obtendo-se valores de 0,1pg/mL e 2ug/mL,
respectivamente.

Os valores de retinol foram expressos em média e
desvio padréo, e, para testar as diferencas entre as médias
dos dados numéricos paramétricos, foi utilizado o teste de
Turkey. As diferencas foram consideradas significativas
guando p < 0,05.
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Figura 1. Cromatografo do padréo de retinol (4ng/20uL) e
tempo de retencdo 4,0 min.

Figura 2. Cromatégrafo de amostra de iogurte, tempo de
retencdo 4,0 min

RESULTADOSE DISCUSSAO

Na identificac@o de retinol, foi verificado que as
concentragcdes meédias deste micronutriente, nas amostras de
iogurte natural dasmarcasA, B, C, e D, apresentadasnaFigura
3, foram: 47,6+5,9; 31,0+3,3; 65,1+13,7 € 50,8+10,99/100g,
respectivamente. A concentracdo deretinol do iogurte natural
damarca C, quando comparado as marcasA e B, mostrou-se
significativamente maior. Enquanto que amarcaB apresentou
o menor nivel deretinol dentre as marcas analisadas.

Apesar de os iogurtes aqui estudados terem sido
adquiridos e analisados numa mesma época, 0s valores
encontrados, entre as marcas estudadas, apresentaram variagdo
expressiva, sendo de 110% a diferencaentre o menor e maior
valor. Entretanto, as variacfes no teor do composto analisado
entre as diferentes marcas, podem ser explicadas em funcéo
daalimentacdo, manejo eragados animais produtoresdo leite
com o qual os iogurtes foram fabricados, uma vez que,
segundo Neirotti, Oliveira®, a composi¢do do leite de vaca
pode variar com estes parametros.
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* Média significativamente diferente de A, C e D (p<0,05)
** Média significativamente diferente de A e B (p<0,05)

Figura 3. Comparag&o dos niveis de retinol (pg/100g) entre
diferentes marcas de iogurtes naturais, comercializados na
cidade do Natal/RN.

Sabe-se, também, que durante o periodo de
comercializagdo do iogurte, pode ocorrer uma diminuicéo dos
valores de pH, relacionada ao tempo e a temperatura de
armazenamento e incubagdo (fermentacdo), refletindo em uma
maior acidez. Para Davis %, esse aumento da acidez também
pode ocorrer conforme o balanco microbiolégico entre as
coldnias de bactérias lacticas utilizadas na fabricagdo do
produto. Tais aspectos poderiam resultar num
comprometimento do retinol nasdemai s marcas em comparacao
amarca C, visto que este micronutriente, segundo Machlin® é
um alcool sensivel a oxidacdo na presenca de luz, instavel ao
calor e a0 meio &cido.

As concentragBes mais elevadas encontradas neste
estudo podem também estar rel acionadas ao acréscimo deleite
em péintegral, que éintencional mente utilizado parao aumento
dos sélidos lacteos no produto final, concordando com Deeth;
Tamime?. Suas afirmagdes apontam que os produtos variam
consideravel mente em relacdo a composi¢do, aroma e textura,
de acordo com a hatureza dos microrganismos, do tipo deleite
e do processo usado na fabricago.

Philipp, em sua tabela de composicéo de alimentos,
relata uma concentracdo de 30ug/dL para o iogurte natural,
porém, uma vez que o dado foi obtido a partir de referéncias
bibliograficas, pode ndo representar a realidade dos produtos
industrializados brasileiros®.

Em pesquisa realizada por Torres et al.*” na cidade de
S0 Paulo, onde foi avaliado o teor em vitamina A de alguns
alimentos, foram encontrados no iogurte natural, 11,4ug de
equivalente de retinol/100g de alimento analisado; niveisbem
abaixo dos verificados no presente estudo, porém podemos
atribuir este valor reduzido ametodol ogia utilizada (Carr-Price),
diferente darealizada neste estudo™®.

Assim, dentre as marcas de iogurtes aqui analisadas,
apenas umateve concentragdo deretinol semelhante arelatada
naliteratura?® ao passo que asdemaistiveram niveisacimadesta
concentracdo, portanto, apesar das diferencas terem sido
estatisticamente significativas, os niveis deretinol nas marcas
deiogurtes, estudadas, encontram-se dentro da normalidade e
adequados ao consumo em relacdo a vitamina estudada.
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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar as caracteristicas fisico-quimicas, dos |eites pasteurizados
tipo C e Ultra Alta Temperatura (UHT) integral comercializados na cidade do Rio de Janeiro. Foram
realizadas as andlises de acidez titulavel, densidade, gordura, sdlidostotais e solidos ndo gordurosos em
200 amostras, distribuidas igualmente por leite pasteurizado tipo C integral (100) e leite UHT integral
(100). Em ambos os produtos, com exce¢do dos sdlidos totais em que 100% das amostras estavam em
conformidade, todas as amostras se apresentaram ndo-conformes com pelo menos um dos parametros
analisados com relacdo alegislacdo vigente. Os dados sugerem a necessidade de controle da qualidade
de matéria-prima por parte dos laticinios, além de um monitoramento constante pelos Orgos
fiscalizadores, para garantir produtos de melhor qualidade para o consumidor.

Palavras-chave. leite pasteurizado, leite UHT, identidade, qualidade, legislaco.

ABSTRACT

The aim of this investigation was to evaluate the physical and chemical features of 100 pasteurized C
milk and 100 Ultra High Temperature (UHT) whole milk samples marketed in Rio de Janeiro city,
Brazil. It was performed analyses of titratable acidity, density, fat, and total solidsand total non-fat solid
contentsin all of 200 milk samples. Excepting the total solids content in both milk products, which was
100% in accordance with the Brazilian Legidlation, all of the analyzed samples were in unconformity
for at least one of other physic-chemical parameters according to above cited legislation. These data
imply in establishing quality control strategies, and acontinuous monitoring by the Sanitary Surveillance
to guarantee improved milk quality for consumers.

K ey wor ds. pasteurized milk, UHT milk, identity, quality.
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INTRODUCAO

O leite € um dos alimentos mais completos existentes,
sendo composto por elementos nutritivos como proteinas,
vitaminas, carboidratos, gorduras e saismineraist. Dessaforma,
tem seu consumo recomendado na dieta de todas as faixas
etérias, devido a presenca de seus constituintes nutritivos e
energéticos estarem de formaassimilavel, o tornando, ao lado
do leite humano, um dos alimentos maisindicados ao combate
dasubnutri¢do protéi cadelactentes, que € principal responsavel
pelo elevado indice de mortalidade infantil na Asia, Africae
Américal ating?.

A preocupacéo com a autenticidade dos alimentos
tornou-se um problemadglobal, sendo cadavez maisimportante
detectar aintroducdo no mercado de produtos fraudulentamente
rotulados e de produtos de qualidade inferior, quer por razbes
econdmicas, quer por razdes de salde publica®. Dessa forma
torna-se necessario afiscalizagéo continua paraverificar se os
produtos atendem as especificagdes estabel ecidas, paraque ndo
nenhum tipo de dano ao consumidor.

O objetivo deste trabalho é avaliar as caracteristicas
fisico-quimicas do leite pasteurizado tipo C e Ultra Alta
Temperatura(UHT) integral comercializados nacidade do Rio
de Janeiro.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Foram utilizadas 10 diferentes marcas de leite
pasteurizado tipo C integral (denominadosA, B, C,D, E, F, G,
H, I, J) eleite UHT integral (denominadosL, M, N, O, P, Q, R,
S, T, U), respectivamente, sendo 10 amostras de mesmo lote
paracadamarca, perfazendo um total de 100 amostrasde UHT
e 100 amostras de pasteurizado tipo C. As amostras foram
adquiridas na cidade do Rio de Janeiro no periodo de marco a
junho de 2005 e provenientes de unidades industriais
localizadas no estado do Rio de Janeiro, Minas Gerais, Rio
Grande do Sul e S&o Paulo.

As andlises foram realizadas no laboratério de
Biociéncias e Alimentos da Universidade Estécio de S4, Rio
de Janeiro, localizado no bairro do Rio Comprido. Antes da
realizacéo dos ensaios, as amostras de leite UHT foram
mantidas em temperatura ambiente e as amostras de leite
pasteurizado sob refrigeracéo.

Procedimento Analitico

As amostras de leite foram submetidas a andlises de
acidez titulavel, densidade, gordura, sdlidostotais (ST), sdlidos
ndo-gordurosos (SNG), sendo estas efetuadas em triplicata
Todos o0s ensaios foram executados de acordo com as
metodol ogias preconizadas na Legislacdo Brasileira, a saber,
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Instrucdo Normativa n°68, de 12 de dezembro de 2006, do
Ministério daAgricultura, Pecuaria e Abastecimento®.

Andlise Estatistica

Foram realizadas medidas de estatistica descritiva
paracadamarcade leite pasteurizado e leite UHT, a saber:
média, desvio padréo e fregliéncia de amostras conformes
e ndo-conformes para cada parametro analisado em relagéo
ao estipulado pela legislagdo vigente®®. Adicional mente,
para verificacdo de diferencas significativas entre as
amostras foram realizadas as anélises de Variancia
(ANOVA) e o teste de Tukey. Probabilidades p<0,05 foram
consideradas significativas.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os resultados das andlises fisico-quimicas das
amostras de leite pasteurizado tipo C e leite UHT,
comercializados na cidade do Rio de Janeiro, estdo
apresentados natabela 1. Para o leite pasteurizado tipo C,
acidez titulavel variou de 1,730 (marcaA) a 1,245 % g/mL
acido latico (marca H), sendo registradas variacdes
significativas nas marcas E, F, G e H em relagéo as outras
marcas e diferentes entre si também (p<0,05) enquanto
para densidade os valores variaram de 1,0360 (marca J) a
1,0369 g/mL (marcal) sem diferengasignificativaentre as
amostras (p>0,05). Para gordura observaram-se valores de
2,8 (marcaF) a3,7% (marcaH), sendo queo teor damarca
F foi significativamente menor em relagao as outras marcas
(p<0,05); parasolidostotais, osvalores variaram de 12,0%
(marca F) a 13,7% (marca |), sendo as marcas J e F
significativamente maiores que as outras (p<0,05). Para
0s solidos nédo-gordurosos, nédo foi observada diferenca
significativa entre as amostras, sendo 0s extremos
observados entre 9,02 (marca G) e 10,45 (marca C). Para
o leite UHT integral, aacidez titulavel variou de 1,192 —
(marcaR) a1,790 % g/mL é&cido latico (marca P), sendo a
marcaR apresentando valor significativamente menor (p<
0,05) enquanto para densidade os valores variaram de
1,0380 (marca P) a 1,0341g/mL (marca U) sendo
observadas variacdes significativas nas marcas P e U em
relacéo as demais marcas (p<0,05). Para gordura observou-
sevalor de 2,7 (marcaQ) a3,6% (marcaM), sendo amarca
Q significativamente menor em relagdo as outras marcas
(p<0,05); para solidos totais, valores variaram de 12,2
(marcaQ) a13,6% (marcaM), sendo também as marcas U
e Q significativamente maiores que as outras (p<0,05) e
para solidos ndo gordurosos foi observada diferenca
significativa entre as amostras nas marcas P e U (p<0,05),
sendo os extremos também observados para esse paréametro
entre as marcas 9,0 (marca P) e 10,5% (marca U).
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Tabela 1. Resultados de andlises fisico-quimicas do leite pasteurizado tipo C e leite UHT, comercializado na cidade do Rio de

janeiro.
AndlisesFisico-Quimicas
L eite Pasteurizado tipo C Leite UHT
Marcas Acidez D ST G ESD Acidez D ST G ESD
(%aclac) (g/mL) (%) % () (%acla) (@mL) (%) (%) (%)
A L 1,730° 1,03612 12,62 3,12 9,22 1,729¢  1,0359*¢ 12,8¢  3,0% 9,82
(0,02) (0,0000) (0,28) (0,200 (0,23) (0,07)  (0,0001) (0,37) (0,21) (0,26)
B M 1,723° 1,0364% 1342 3,02 10,22 14700  1,0369* 13,6* 342 10,172
(0,05) (0,0002) (0,38) (0,27)  (0,10) (0,05)  (0,0003) (0,36) (0,25 (0,08)
C N 1,688° 1,03622 13,12 3,02 10,52 1548  1,0369* 13,1*  3,0° 10,092
(0,04) (0,0003) (0,17) (0,22)  (0,08) (0,03) (0,0003) (0,15) (0,112) (0,08)
D o 1,6022 1,03672 13,22 3,32 10,22 1548  1,0365* 13,3* 3,32 10,042
(0,03 (0,0004) (0,21) (0,26) (0,16) (0,05)  (0,0005) (0,21) (0,13) (0,14)
E P 1,700° 1,0364° 13,6° 3,5 10,02 1,790¢0  1,0380®° 135* @ 3,12 10,372
(0,04) (0,0004) (0,27) (0,21) (0,02 (0,08)  (0,0002) (0,25) (0,26) (0,04
F Q 1,563° 1,0363¢  12,0° 2,8° 9,6° 15972  1,03522 12,2° 2,7 9,59
(0,12 (0,0006) (0,60) (0,34) (0,18) (0,22)  (0,0006) (0,44) (0,34) (0,17)
G R 1,193 1,03612 13,32 3.12 9,02 1,192° 1,0359¢ 1322 3,32 9,892
(0,01) (0,0001) (0,27) (0,21) (0,19) (0,06) (0,0003) (0,22) (0,22) (0,09)
H S 1,245¢ 1,03622 13,52 3,72 10,12 1,734¢  1,0367¢ 135* 34 10,102
(0,09) (0,0004) (0,20) (0,23)  (0,10) (0,08)  (0,0004) (0,24) (0,17) (0,13)
I T 1,745% 1,0369*° 13,72 3,02 10,22 16500 1,0370* 1322 3,12 10,102
(0,04) (0,0002) (0,03) (0,200 (0,01) (0,05)  (0,0003) (0,07) (0,09 (0,01)
J U 1,7022 1,0360*0 12,4° 3.22 9,3 1528  1,0341° 124° 3,02 9,40°
(0,07) (0,0001) (0,28) (0,40) (0,07) (0,06) (0,0003) (0,24) (0,42 (0,07)

*Resultados médios de andlises realizadas em triplicata, com desvio padréo entre parénteses. ac. lac: &cido latico, D=densidade, G=gordura, ST=s0lidos
totais, ESG=s0lidos n&o gordurosos. L etras diferentes na mesma coluna denotam significancia estatistica pelo teste de Turkey (p< 0,05).

O teste de acidez titulavel detecta o aumento da
concentracdo de acido lético, que é formado pelafermentacéo
dos agucares do leite. Outros componentes acidicos do leite
podem interferir na acidez, entre eles destacam-se citratos,
fosfatos e proteinas. Assim, aandlise do |eite pode apresentar
resultadosindividuaisvariados, em func&o da presenca destes
componentes, e ndo do acido l&tico’. Os valores médios
encontrados, tanto para as amostras de | eite pasteurizado tipo
C, quanto paraas amostras de leite UHT, estavam abaixo dos
padrdes esti pul ados pel alegislacéo, que estipulaumavariagdo
de 0,14 a0,18g acido latico/ 100mL para ambos os tipos de
leite, podendo entdo sugerir suspeita de adi¢do de
neutralizantes ou substéncias alcalinas®.

A variacdo da densidade do leite é decorrente da
presenca de vérios componentes, diluidos ou ndo na &gua,
0s quais apresentam densidades variaveis, sendo esses
responsaveis por constituir o leite. De todos, a gordura é o
elemento que possui densidade menor do que ada agua, j&
0s demai s componentes apresentam densidade acimade 1.0
0 que pode indicar, nesse caso, que valores abaixo desse
nivel podem significar adi¢éo de &gua, diluicao do leite. No
caso dos resultados encontrados acima dos padr&es hormais,

pode sugerir uma provavel fraude por desnate do produto,
teor baixo de gordura’.

A gordura é o componente do leite que possui maior
variabilidade. Sendo o teor de fibra da dieta da vaca ou a
relacdo volumoso/concentrado, que mais interfere no
percentual de gordura. Com isso, o teor de fibra da dieta, ou
arelacdo volumoso/concentrado, é diretamente proporcional
ao teor de gordura do leite. Assim, quanto maior o teor de
fibra da dieta, maior o teor de gordura do leite, devido a
variacdo de acidos graxos voléteis produzidos no rimen, em
funcdo dadiferencadadieta, isso levando em contaamatéria-
primaque € o leite crué.

Essas variagOes em relacdo ao teor de gordura sugerem
gue aetapade padronizagdo do leite ndo estd sendo executada
deformacorretapelasindistrias, por desgaste do equipamento
ou ainda por sua operacdo deficiente, refletindo que séo
necessarias melhorias nos programas de Boas Préticas de
Fabricacdo, na medida em que o controle dos parametros
operacionais € um item obrigatério em sistemas de qualidade
naindustria de alimentos.

Osresultados encontrados neste estudo também sugerem
gue ndo ocorreu variagao do teor de proteinado leite, umavez
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gue avariagdo do teor de proteina estaligada diretamente com
avariagdo dos sdlidos ndo gordurosos, o que tornaimportante
este teste para avaliar o rendimento industrial do produto
utilizado como matéria-primef.

A Tabela 2 apresenta o nivel de conformidade das
amostras em relacdo aos padrdes estabel ecidos pelalegislaco
vigente® para as andlises de acidez titulavel (% &acido latico),
densidade, gordura e solidos ndo gordurosos para o leite
pasteurizado tipo C e UltraAlta Temperaturaintegral.

As andlises do leite pasteurizado tipo C obtiveram
resultados de 20% de amostras abaixo dos padrdes aceitéveis
para o teste de acidez titulavel, assim como no teste de
densidade 100% das amostras estavam nédo-conformes. Com
relacdo ao teor de gordura, o percentual de ndo-conformidade
foi de 70%, j& para sdlidos ndo gordurosos (ESD) todas as
amostras apresentaram-se em conformidade. Paraoleite UHT,
apenas 10% das amostras para o testede acidez titulavel ficaram
fora dos padrfes estabel ecidos; ja para teste de densidade, os
percentuais de ndo-conformidades totalizaram 90%. Quanto
ao teor de gordura, 10% das amostras estavam fora das
especificacdes, e com relacdo ao teste de extrato seco
desengordurado, 100% das amostras estavam conforme. N&o
sé&o mencionados padrdes minimos para solidos totais
preconizados pelalegislagdo brasileira®.

Os resultados encontrados neste trabalho sé&o
semelhantes aos estudos realizados em distintas regides do
Brasil, o quejustificaque ando conformidade destes parémetros
fisico-quimicos torna-se um problema de &mbito nacional.

Albuquera et al® analisaram o leite pasteurizado tipo C
comercializado em Belo Horizonte (MG), e observaram que
para as andlises de acidez titulavel 46,66% estavam fora dos
padrdes, todas as amostras anali sadas para a densidade estavam
conforme. Quanto ao teor de gordura, 3,33% estavam abaixo
dos padr&es preconizados. Com relacdo ao teor de sdlidos ndo-
gordurosos, todas as amostras analisadas encontraram-se
conforme.

Lamaita et al'® observaram em relacdo ao leite
pasteurizado tipo C beneficiado em Minas Gerais, que 37,5%
dasandlisesdeacidez titulavel encontravam-seforados padrdes
estabelecidos; quanto ao teor de gordura e de solidos néo

gordurosos, 5% das amostras estavam fora das normas
preconizadas.

Oliveiraet a* observaram que 2,65% das amostras de
um dos laticinios analisados estavam em relacdo ao teor de
gordura, abaixo dos limites permitidos pelalegislacéo, em seu
estudo de leite UHT comercializado nacidade de Belém (PA).

Lima, Oliveirae Xavier? analisaram | eite pasteurizado
tipo C comercializado no municipio de Betim (MG), obtendo
42,9% das amostras analisadas em relacdo a acidez titulavel
fora dos padrbes estabelecidos pela legislacdo, 26,2% das
amostras de densidade e de teor de gorduraem desacordo com
alegislacéo e parasolidos ndo gordurosos, 71,6% das amostras
analisadas estavam ndo-conformes.

Ruela et a*®, avaliaram o leite pasteurizado tipo C e
UHT comercializados em Minas Gerais (MG) e encontraram
no teste de acidez titulavel, para o leite pasteurizado tipo C
11% e UAT 13% das amostras fora do especificado; e com
relacdo ao teor de gordura 2,6% das amostras de leite UAT
encontra-se em desacordo com alegislagdo. JAparao parametro
s6lido ndo-gordurosos, foi constatado que 13% das amostras
de leite UAT estavam fora dos padrfes preconizados.

Garrido et al** avaliaram leite pasteurizado proveniente
de mini e micro-usinas de beneficiamento da regido de
Ribeir&o Preto (SP), verificando que 15,5% das amostras do
|eite pasteurizado tipo C estavam fora dos padrdes sugeridos
pelalegislacéo.

CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho séo similares a diversos
estudos envolvendo a qualidade do leite pasteurizado tipo C
e UHT integral realizados em diversas regides no Brasil, 0
gue sugere que o problema de identidade destes produtos é
umaquestdo nacional, indicando anecessidade dasindustrias
em controlarem a qualidade da matéria-prima e o
processamento industrial. Reforca, ainda a necessidade de
execucdo de um monitoramento constante pelos Org&os
fiscalizadores no sentido de oferecer um produto dentro dos
padrdes especificados pela legislacdo.

Tabela 2. Adequacdo das amostras a Instrucdo Normativa n.51 de 18/09/2002.

Parémetros* Leite Pasteurizado Tipo C Leite UHT
Conformes N&o-Conformes Conformes N&o-Conformes
Acidez titulavel 80% 20% 90% 10%
Densidade 0% 100% 10% 90%
Gordura 30% 0% 90% 10%
ESG 100% 0% 0% 100%

* ESG = sdlidos ndo gordurosos
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar a composicéo do leite de éguas daraga Mangal arga M archador,
com afinaidade de que estes dados possam contribuir parao estudo daaplicacdo deste leite naalimentacéo
humana. Foram utilizadas 31 éguas oriundas de quatro haras|ocalizados no estado de Goiés, heterogéneos
guanto ao manegjo e nutricdo. As éguas se apresentavam entre 15 e 120 dias delactagdo. As 225 amostras
coletadas foram analisadas em triplicata quanto a concentragéo de proteina, gordura, lactose e extrato
seco total (EST) por meio de técnica de infravermelho médio. Houve diferenca significativa entre as
amostras de |eite de éguas de diferentes haras para a proteina, gordura e extrato seco total (p<0,05). A
lactose ndo diferiu entre os | eites de éguas de diferentes haras (p<0,05) sugerindo abaixainfluénciada
alimentacdo sobre este parametro. As concentragdes médias de proteina (2%) e lactose (6,57%) foram
semelhantes, a de gordura (0,63%) inferior e o EST (10,37%), intermedi&rio aos demais valores
encontrados naliteratura. O leite de éguas Mangal arga M archador apresenta composi¢ao semelhante ao
leite de outras ragas eqliinas. A alimentacéo, o manejo e o comportamento fisioldgico de cada animal
podem ter influenciado nestes resultados.

Palavr as-chave. composicao do leite, égua, infravermelho médio, Mangalarga Marchador, qualidade
nutricional.

ABSTRACT

The aim of the present investigation was to determine the composition of Mangal arga Marchador mare
milk, in order to make rise of these datato assess the potentiality of thislactic product to be suitable for
human consumption. Thirty- one mares from four stud-farms located in Goias state were used. These
stud-farms were heterogeneous regarding to animal handling, management, and nutrition systems; and
the mares were at 15 to 120 days of lactation. The total of 225 collected milk sampleswere analyzed in
triplicate for determining the concentrations of protein, fat, lactose and total solids (TS) by means of
mid infrared ray technique. Significant differences in protein, fat and TS concentrations (p<0.05) in
mare milks from four stud-farms were observed, however no difference in lactose contents were found
among milks samples from mares raised in different stud-farms (p<0.05) . These findings suggest that
thereisalow influence of nutrition on this mare milk sugar. Comparing to the values reported in other
studies, the average concentration found in the present investigation for protein (2%) and sugar (6.57%)
were similar; fat (0.63%) was lower, and TS (10.37%) was in an intermediate concentration. These
contents variations in mares milk samples composition might be influenced by food, animal handling
and management system, and by the physiologic response of each animal.

K ey words. Mangalarga Marchador, mare, milk composition, mid infrared ray, nutritional quality.
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INTRODUCAO

Estudos sobre a composicéo do leite de éguas tém
demonstrado sua grande semelhancga ao leite humano®. Em
paises como Franca e Alemanha, este produto tem sido
preconizado como sucedaneo do leite materno na alimentacéo
de recém-nascidos e pré-maturos!?. Pesquisas russas
apresentaram resultados animadores quanto a sua utilizagéo
como alimento funcional em enfermidades como hepatopatias
e Ulceras gastricas®*. Estudo realizado na Italia® demonstrou
gue apenas 4% das criangas alérgicas ao leite bovino,
apresentam-se al érgicas ao | eite eqiino.

No Brasil, sdo realizados poucos estudos sobre a
qualidade do leite eqliino e os mesmos estdo principal mente
voltados anutricdo do potro® ou asanidade daglandulamaméria
8, Entretanto, a égua é boa produtora de leite, produzindo o
equivalentea?2,8 - 3% do peso vivo por diaeacomercializagdo
deste produto, de formaracional e higiénica, pode representar
um incremento na receita dos haras brasileiros, além de
contribuir de forma positiva ao tratamento de doencas em
humanos, como ja acontece na Europa’.

Paraviabilizar acomercializagdo, bem como melhorar
a exploragdo zootécnica do leite eqliino no Brasil, torna-se
necessario conhecer suas caracteristicas basi cas, principal mente
em rebanhos formados por ragas genuinamente brasileiras, uma
vez que estas sdo predominantes no plantel nacional™®.

Os principais componentesdo |eite sGo: agua, proteina,
gordura e lactose. As concentracfes de proteina, gordura e
lactose sdo utilizadas para determinar a sua composi¢éo,
juntamente com o Extrato Seco Total (EST), que representa
todos os componentes sélidos deste produto e traduz a
concentracdo real dos componentes do leite, eliminando a
influéncia do teor de agua®.

Estes par@metros basicos paraaavaliagéo daqualidade
do leite podem variar sob influéncia de diversos fatores
fisiolégicos como idade, paridade, peso vivo das lactantes,
dieta, estégio dalactacdo e condigdes ambientais®. A presenca
de patologias, sendo a mastite'? a mais importante, constitui
outraimportante fonte de alteraco de sua qualidade.

Em condigBes normais, aproteinado leite é sintetizada
na glandula mamaria a partir de compostos presentes no
sangue, principalmente aminoacidos®. O perfil protéico do
leite eqlino € desejado na alimentagdo humana devido a
estrutura das micelas, que o torna fisiologicamente mais
digerivel do que o leite bovino®5, Além disso, o baixo teor
de proteinas no | eite eqliino evitaasobrecargarenal de solutos,
principal mente em criangas®.

Os aclcares do leite eqlino sdo representados
essencialmente pelalactose e, em menores quantidades, outros
sacarideos'®. A elevada concentragdo de lactose no leite eqliino
aumentaa sua pal atabilidade e estimula a absor¢é&o intestinal
de calcio, o que pode representar um fator favoravel a
calcificagéo dos 0ssos durante os primeiros meses de vida do
potro e de criangas®. Além disso, a lactose contém o fator

bifidus que melhoraa qualidade dafloraintestinal e provoca
a morte de microrganismos patogénicos no intestino®. N&o
foram encontrados dados na literatura sobre os efeitos da
lactose do leite eqliino em individuos intolerantes a lactose
do leite bovino.

Em relagdo ao teor lipidico, o leite eqliino apresenta
caracteristicas vantajosas para a alimentagcdo humana. Entre
essas, pode-se destacar a baixa concentracdo de gordura e sua
excelente qualidade, com alto nivel de acidos graxos
poliinsaturados e baixa concentracdo de colesterol .

Existem vérios métodos de andlise dos compostos
l&cteos e um dos mais usados atualmente € o método do
infravermelho médio. Este método se baseia na absorgao
diferencial de ondas infravermelhas pelos diferentes
componentes do leite sendo que a aliquota colhida pelo
equipamento passa por um sistema éptico que mede a energia
absorvida em um comprimento de onda especifico da regido
infravermelha.

A andlise dos componentes basicos do | eite pelo método
do infravermelho médio apresenta vantagens em relacdo aos
métodos tradicionais devido a alta precisdo centesimal
relacionada a uma leitura eletrénica altamente sensivel as
variacoes de comprimento de onda®® e por descartar a
subjetividade da leitura humana. Além disso, este método
permite mais agilidade na avaliag8o das amostras, uma vez
gue os equipamentos podem realizar até 300 andlises por
horat®. Outra vantagem desse método € a possibilidade de
se realizar todas as anélises com peguena quantidade de
amostra’®. Esta caracteristica é especia mente importante na
andlise do leite de éguas onde, devido a baixa capacidade
de armazenamento do Ubere, em média 2L *°, o volume obtido
por ordenha pode mesmo ser insuficiente para a realizac&o
das andlises basi cas pelos métodos tradicionais.

Considerados o0s aspectos mencionados, 0 objetivo deste
trabalho foi determinar acomposicao do leite de éguas daraca
Mangal arga Marchador (proteina, gordura, lactose e EST) no
estado de Goias, utilizando o M étodo do Infravermelho Médio.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se 31 éguas daragca M angal arga M archador
com idades variando entre trés e dezenove anos escolhidas
aleatoriamente em quatro diferentes haras, localizados em um
raio de até 120 km de distancia de Goiania, Goias. Foram
colhidas 225 amostras obtidas entre o décimo quinto e o
centésimo vigésimo dias de lactagdo, no periodo
compreendido entre os meses de outubro de 2004 e fevereiro
de 2005.

Os quatro haras eram heterogéneos quanto ao
sistema de manejo e nutricdo. O haras 1 possuia menor
areae pior infra-estrutura, sendo que aalimentacao de suas
éguas baseava-se em forrageira de baixa qualidade. O haras
2 eramuito bem estruturado e suas éguas eram criadas em
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sistema extensivo, no entanto, com forrageira de excelente
gualidade. Os haras 3 e 4 possuiam estruturas intermediarias
e sistemas de manejo e alimentacdo diferentes. O haras 3
utilizava forrageiras de qualidade mediana e fornecia
diariamente, no piquete, concentrado com 13% de proteina.
O haras 4 utilizava forrageira de qualidade mediana a
insatisfatoria e fornecia milho aos seus animais diariamente,
pela manha, em estabulo.

Foram utilizadas seis éguas oriundas do haras 1, nove
do haras 2 e oito éguas dos haras 3 e 4 respectivamente.
Todos os haras ofereciam condicdes satisfatorias para a
obtencéo do leite de formahigiénica. Foi esquematizado um
rodizio para que houvesse sempre trés éguas separadas dos
potros permitindo, assim, que toda ordenha fosse realizada
entre duas e trés horas apos a apartagao.

A higienizagao dos tetos das éguas foi realizada a
cada ordenha em duas fases: naprimeira, utilizava-se gaze
embebida em alcool 70°GL, principal mente entre os tetos;
nasegunda, utilizava-se papel-toal hatambém embebido em
alcool 70°GL, nas regides laterais da glandula maméaria e
nostetos. As maos dos ordenhadores foram cuidadosamente
lavadas com agua e detergente neutro, secadas e
posteriormente higienizadas com spray de alcool 70°GL,
seguido de secagem com papel toalha também embebido
em alcool 70°GL, a cada nova ordenha.

Apbs desprezar os primeiros jatos e realizar a
ordenha completa, aamostrafoi transferida parafrasco de
vidro ambar, com capacidade para um litro. Neste
recipiente, erafeitaahomogeneizacéo do | eite por agitacdo
suave. | mediatamente apds a homogeneizagédo era separada
uma amostra de 45mL em frasco plastico contendo um
comprimido conservante de bronopol (2-bromo-2-
nitropropano-1,3-diol na concentragdo de 8 mg de
bronopol)?. Todas as amostras eram identificadas,
acondicionadas em caixas isotérmicas contendo gelo
reciclavel e transportadas aos laboratérios do Centro de
Pesquisa em Alimentos da Escola de Veterinaria - UFG

(CPA/EV/UFG), onde foram analisadas. Previamente a
andlise das amostras, o aparelho era calibrado com leite
bovino, umavez que o aparelho ndo possui opgéo especifica
para analise de leite eqliino.

As amostras foram testadas em triplicata e foram
determinados os parametros. gordura, proteina, lactose e
EST pelo método do infravermelho médio®. Para estas
analises utilizavam-se as amostras de 45mL de leite
armazenado em frasco contendo o 8mg do conservante
bronopol (2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol) (Bronopol,
D&F Control Systems, Dublin, USA)?°, mantidas sob
refrigeragdo por um periodo de até dois dias, apés o qual
eram retiradas do refrigerador, mantidas em temperatura
ambiente e posteriormente aquecidas em banho-maria a
temperatura de 40°C, durante 15 minutos, de onde eram
encaminhadas ao Milkoscan 4000 (Foss Electric A/S.
Hillerod, Denmark).

Para a andlise edtatistica, foi realizada a média das trés
leituras obtidasem cadaamostraparadeterminar o valor damesma.
Em seguida, os dados foram submetidos a andlise de variancia
pelo Teste F e os resultados entre haras foram comparados pelo
teste de Duncan com significancia de 1% e 5%%.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Neste estudo, foram inicialmente comparadas as
variagdes dos resultados encontradas para cada componente
do leite equino (proteina, gordura, lactose e EST) entre os
quatro haras (Tabela 1). Os resultados encontrados foram
interpretados em relacdo ao manejo e alimentacdo dos
animais observados durante o estudo. Posteriormente, os
dados foram reunidos em uma tabela de médias gerais
(Tabela 2) para discutir os resultados encontrados neste
estudo para os parametros de composi¢édo do leite de éguas
da raga Mangalarga Marchador em relacdo aos resultados
encontrados naliteratura.

Tabela 1. Andlise devarianciadosteoresde proteina (PRO), gordura (GOR), lactose (LA C) eextrato seco total (EST) encontrados
no leite de éguas, de quatro diferentes haras do estado de Goias, no periodo de outubro de 2004 afevereiro de 2005.

Haras VARIAVEIS
PRO % GOR % LAC % EST %
1 1,872 0,59 ® 6,59 2 10,222
2 208" 0,66 ® 6,48 2 10,37°
3 2.09° 0,54°b 6,60 2 10,39
4 1,912 0,69 2 6,62 2 10,42°

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si. (P<0,05)
Haras 1: 40 amostras; Haras 2: 69 amostras; Haras 3: 60 amostras, Haras 4: 56 amostras
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Tabela 2. Concentragado de proteina (PRO), gordura(GOR), lactose (LAC) e extrato seco total (EST) do leite de éguas Mangalarga
Marchador, ordenhadas entre os meses de outubro de 2004 e fevereiro de 2005 no estado de Goias.

Quadrado Médio

FV GL PRO % GOR % LAC % EST %
Haras 3 0,753 0,317 0,320 0,457
Residuo 253 0,085 0,117 0,610 0,164
CV (%) 14,570 54,380 3,760 3,900
Xs 2,000 0,630 6,570 10,370

FV: Fonte de variagéio; GL: Grau de liberdade; CV: Coeficiente de variagéo; X,: Média geral de 225 observagGes, * e **: Significativos a 5% e 1%

respectivamente.

Como pode ser observado na Tabela 1, o leite
proveniente dos Haras 1 e 4 apresentou concentracdo de
proteina significativamente inferior as dos demais haras
(P<0,05). No Haras 1, este fato pode ser explicado pela
alimentacdo abase deforrageira, corroborando com aafirmacao
de que a alimentagcdo baseada somente em pastagem pode
resultar em reducdo da concentragéo de proteinano leite®.

Alimentacdo e estagio da lactacdo podem ter
influenciado amédiadaproteinaencontradano Haras 4, poisa
complementagdo da pastagem através do fornecimento diério
demilho podeter fornecido umincremento de energiasuficiente
para provocar o aumento do volume de leite produzido sem
aumento proporcional da quantidade de proteina secretada,
determinando o que é conhecido por efeito de diluicaio 32429,
Além disso, algumas de suas éguas comegaram aser ordenhadas
apartir de 30 diasdelactagdo. Segundo %2 o estagio dalactacéo
€ o fator que mais influencia na concentragéo de proteina do
leite eqliino, pois o teor de proteinadiminui rapidamente até a
segunda semanade lactagcdo e em seguida continuadecrescendo
deformamaislentaaté o final do segundo més.

A comparagdo da concentracdo de gordura entre os
haras (Tabela 1), evidenciou que o leite proveniente do haras
3 apresentou amenor concentracdo (0,54%) (P<0,05). O haras
4 apresentou 0 maior teor de gordurano leite (0,69%), sendo
significativamente diferente (P<0,05) do Haras 3. A ligeira
elevacdo do teor de gordurano haras 4 sugere ainfluénciade
caracteristicasindividuais naconcentragdo de gordura®’, uma
vez que neste haras havia uma égua, cuja média de gordura
no leite foi constantemente alta no decorrer do experimento.

Verifica-se na Tabela 1 que a lactose apresentou
comportamento semel hante entre os quatro haras estudados
(P<0,05), o que sugere a poucainterferéncia da alimentaco
sobre esta variavel?*.

O haras 1 apresentou o menor teor de EST e foi
significativamente diferente (P<0,05) dos demais haras para
este parémetro (Tabela 1). Este resultado pode ser

compreendido pela combinagdo dos resultados encontrados
para os outros componentes do leite proveniente deste haras.

A reuni&o dos dados na Tabela 2 nos permitiu observar
as médias gerais de cada componente do leite eqliino
encontradas neste estudo. A média da concentragdo de
proteina observada (2,00%) se assemelhou aos resultados
de Morais! (1,43 a 2,20%); Santos® (1,48 a 2,40%); Ulrey®
(2,00 a3,10%) e Oftedal®® (1,83 a 2,84%). Esta proximidade
aos valores encontrados na literatura mostra que a proteina
apresenta um comportamento semelhante no leite das
diversas ragas ja estudadas.

O baixo teor de proteinas no leite eqliino é desgjavel na
alimentacdo humana, principal mente de criancas, pois evitaa
sobrecargarenal de solutos®. O teor de proteina encontrado no
leite de éguas Mangalarga Marchador permite afirmar que o
|eite destaraca egiinatambém pode ser utilizado naalimentacéo
humana em casos onde é necessério um alimento de baixo teor
protéico.

A concentragdo média de gordura neste estudo,
0,63%, (Tabela 2) foi inferior aos valores encontrados por
Ulrey¢ (1,30 a2,00%) e Oftedal® (1,19 a 1,78%). Entretanto,
esta proxima aos valores encontrados por Morais! (0,10 a
1,10%) e Santos® (0,86 a 1,07%). Esta amplitude de
resultados entre diferentes estudos é amparada pelas
observagGes de alguns autores®*° sobre a influéncia de
diferentes fatores como alimentacdo, ambiente e fatores
individuaisinerentes arespostas fisiol gicas de cadaanimal
na concentracdo de gordura no leite eqlino.

A constante busca do consumidor contemporéneo
por alimentos com baixo teor de gordura e a baixa
concentracdo desta no leite equino, além da excelente
qualidade da mesma, relacionada ao alto teor de acidos
graxos poliinsaturados e baixa concentracgéo de colesterol®,
o tornaextremamente desejavel aalimentagdo humanal31-32,
De acordo com os resultados encontrados no presente
estudo, o |eite de éguas Mangal arga Marchador se enquadra
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no perfil de alimento procurado por este consumidor por
apresentar baixa concentracdo de gordura.

A médiade6,57% delactose, como observado naTabela
2, confirmaaelevada concentracdo deste aclicar no leite eqliino
e esta proxima aos valores encontrados por Moraist (7,5%);
Ulrey'¢ (6,6%) e Oftedal® (6,91%). As variagdes entre os
diversos estudos podem estar relacionadas aos efeitos de raca
e as diferentes metodol ogias empregadas.

O EST médio no presente estudo foi de 10,37% (Tabela
2), este resultado esta de acordo com o valor médio encontrado
por Pagan® (10,4%), mas superior ao encontrado por Oftedal®
(9,63%) e inferior ao valor encontrado por Morais' (10,99%).
Como 0 EST éresultante dasomadetodosossolidosdoleite, seu
valor pode ser influenciado pel os mesmosfatoresqueinfluenciam
as concentragOes de proteina, gordura, lactose e cinzas.

Os resultados encontrados neste trabalho sugerem a
viabilidade dautilizacdo do leite de éguas M angal argaMarchador
paradimentacio humana No entanto, seriagpropriadaaredizacéo
de mais estudos, com vistas a obter maior representatividade e
também, paraavaliar ainfluénciade racas e, principalmente, dos
diferentes sistemas de manejo e alimentacdo, na composi¢ao do
leite de eqiino no Brasil.

CONCLUSAO

Os teores médios de proteina, gordura, lactose e EST
do |eite de éguas daraca M angal arga M archador foram 2,00%;
0,63%; 6,57% e 10,37%, respectivamente.

Alimentaco, mango earespostafisioldgicadecadaanimd,
podem influenciar as variaveis de composicéo do leite de éguas.
Entretanto, estudos direcionados devem ser redizados a fim de
determinar o efeito de cadavariavel nacomposicao do leiteeqiino.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar as caracteristicas fisico-quimicas do leite de cabra
integral e pasteurizado comercializado no estado da Paraiba. O total de 24 amostras de leite de seis
marcas produtoras foi coletado de estabelecimentos comerciais da cidade de Jodo Pessoa (PB), em
diferentes periodos. Entre as amostras de leite das seis marcas comerciais, as amostras de cinco
marcas apresentaram-se fora dos padrdes estabelecidos pela legislagao vigente. Nao houve diferencas
significativas apenas para as varidveis lactose e cinzas entre as marcas comerciais analisadas
(P>0,05). Os parametros com maior variagao foram lipidios (1,67 a 3,57%) e s6lidos ndo gordurosos
(7,61 a 10,01%). Adicionalmente, foi detectada a atividade da lactoperoxidase em apenas 66,66%
das amostras analisadas, ¢ somente trés marcas apresentaram 100% das amostras de leite positivas
para essa enzima. Por outro lado, as trés demais marcas apresentaram 75, 25 ¢ 0% de amostras
positivas para lactoperoxidase. Ha, portanto, necessidade de adequagdo do processamento do leite
de cabra produzido no estado da Paraiba, principalmente no que se refere a pasteurizagio, para que
o alimento atinja os padrdes requeridos pela legislacdo. A maior homogeneidade do leite de cabra
quanto as suas propriedades fisico-quimicas ¢ fundamental para garantir aceitabilidade do produto
por uma classe consumidora cada vez mais exigente ¢ promover a expansao da caprinocultura leiteira do
estado da Paraiba.

Palavras—chave. leite de cabra, qualidade fisico-quimica, pasteurizagao, lactoperoxidase, legislacdo.

ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the physic-chemical characteristics of integral and pasteurized goat
milk marketed in Paraiba state, Brazil. Goat milk samples (n=24) from six diverse trade brands were
obtained from commercial establishments located in Jodo Pessoa, Paraiba, Brazil at different periods. Five
milk brands presented milk samples which were not in accordance to the Brazilian legislation quality
standards. All variables, except lactose and ashes (P>0.05), were significantly different among the analyzed
trade marks. The parameters with highest variation were fat (1.67 to 3.57%) and non-fat solids (7.61 to
10.01%). Lactoperoxidase activity was adequate in 66.66% of analyzed samples only; and three commercial
milk brands only showed 100% of positive samples for this enzyme. On the other hand, the other three
brands showed positive enzyme activity in 25%, 0%, and 75% of analyzed samples, respectively. Therefore,
the goat milk processing in Paraiba must be adjusted, focusing mainly to pasteurisation procedure, so that
the standards recommended by legislation were attained. The most homogeneity of goat milk produced in
Paraiba concerning its physic-chemical properties is crucial to increase the acceptability of this product by
consumers, who are more and more demanding, and for promoting the goat milk production expanding in
the Paraiba state.

Key words. goat milk, physic-chemical quality, pasteurization, lactoperoxide, legislation.
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INTRODUCAO

A produgio de leite de cabra no Brasil e no Mundo vem
crescendo a partir da década de 70, com aumento médio anual bem
superior ao crescimento do rebanho caprino'.

Em alguns paises, a capricocultura leiteira apresenta uma
melhor organizagio com aplicagdo de técnicas e processos aplicados
a matéria-prima promovendo sua exploragido econdmica, através
do melhoramento animal, bem como os consumidores ampliaram
sua aceitagio, principalmente as criangas ¢ idosos, atraidos por
caracteristicas nutricionais proprias ¢ hipoalergenicidade dos
produtos lacteos de origem caprina. H4, dessa forma, um mercado
crescente para o consumo de derivados de leite caprino com elevado
valor agregado, como por exemplo queijos finos.

No Brasil, observa-se nas regides Sudeste ¢ Nordeste a
criacdo ¢ ampliagdo de unidades produtivas para producio de
leite de cabra e seus derivados incentivadas pela iniciativa
privada, por acgdes institucionais de pesquisa ou
governamentais, através da criagido de associagdes com
aplicagdo de assisténcia técnica. Este fato ¢ relevante para a
regido semi-arida, tendo em vista que os produtos oriundos da
caprinocultura sdo fundamentais para suprir as necessidades
alimentares da populacido nordestina, além de gerar renda
através da comercializagio do leite ¢ derivados. Dessa forma,
o conhecimento da composigao do leite caprino ¢ importante,
considerando sua variabilidade natural, para subsidiar seu
aproveitamento através de processos tecnoldgicos aplicados
no beneficiamento. Conseqiientemente, pode-se promover a
melhoria da qualidade dos produtos como mecanismo
impulsionador da aceitabilidade dos mesmos, promovendo o
fortalecimento da caprinocultura leiteira no Nordeste. A
precariedade da tecnologia aplicada no Brasil, assim como a
ndo aplicacio de padrdes de controle de qualidade para o leite
de cabra e seus derivados, tem se constituido como os principais
entraves a agroindustria especializada em produtos lacteos de
caprinos. A expansao deste setor estd fortemente vinculada a
melhoria da estrutura de comercializagdo ¢ a aplicacio de
tecnologia adequada aos padrdes de qualidade exigidos'~.

A obtencio, seguida do acondicionamento ¢ processamento
do leite, deve ser foco de cuidados determinados pela legislagio
para se evitar alteragio de sua qualidade nutricional, microbiologica
e sensorial. Apesar do nivel tecnologico de alguns laticinios, diversos
problemas associados a produgdo do leite ainda persistem,
depreciando a qualidade da matéria-prima ¢ tornando o produto
improprio para o consumo humano®.

Outro aspecto a ser considerado sdo os diversos fatores que
interferem na composigio do leite de cabra, dentre os quais destacam-
sc a raga, a alimentacgio dos animais, o periodo de lactagio, a estagio
do ano, a idade do animal bem como sua fisiologia. Procedimentos
inadequados no processamento do leite, intencionais ou nio, também
podem alterar a composicdo do leite gerando produtos fora dos
padroes de qualidade estabelecidos pela legislagdo.

Considerando a escassez de trabalhos sobre a qualidade do
leite caprino, assim como a necessidade de informacdes sobre sua
adequagao com os padrdes de qualidade e identidade, exigidos pela
legislacao especifica do Ministério da Agricultura, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar a qualidade fisico-quimica do leite de
cabra comercializado no Estado da Paraiba.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Foram analisadas amostras de leite de cabra pasteurizado
integral congelado pertencentes a seis marcas comerciais produzidas
no Estado da Paraiba. Para cada marca comercial foram coletadas
quatro amostras por periodo (quinzena), durante os meses de
novembro ¢ dezembro de 2006. As amostras foram adquiridas em
estabelecimentos comerciais da cidade de Jodo Pessoa, Paraiba,
refletindo assim a qualidade do produto disponivel aos
consumidores, uma vez que as marcas analisadas originam-se de
mini-usinas de diversas micro-regides do Estado da Paraiba.

Informacdes sobre varidveis associadas a obtencdo da
matéria-prima, como local das empresas pesquisadas, tipo do servigo
de inspegdo, sistema de produgio ¢ perfil racial do rebanho também
foram colhidas ¢ estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Local de producao, tipo de processamento, tipo de inspecdo e tipo racial do rebanho das marcas comerciais analisadas.

Local de Tipo de Tipo Racial

Marca Producao Processamento Tipo Inspecao do Rebanho

1 Alagoa Grande Pasteurizacdo Lenta S.LE. Anglo Nubiana

2 Caturité Pasteurizagdo Rapida S.LF. SRD

3 Bananeiras Pasteurizagdo Lenta S.ILE. Saanen

4 Alagoinha Pasteurizacdo Lenta S.LE. Saanen

5 Mulungu Pasteurizagdo Lenta S.LE. Pardo Alpina

6 Santa Terezinha Pasteurizagdo Rapida S.LE. Saanen

SRD: sem raga definida; SIE: Servigo de Inspec¢do Estadual; SIF: Servigo de Inspe¢io Federal.
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As amostras foram colhidas assepticamente ¢
transportadas ao laboratorio em recipientes isotérmicos. As
analises fisico-quimicas foram realizadas dentro das 24 horas
pos-colheita a partir de 500 mL de leite obtidos apos o
descongelamento.

Analises fisico-quimicas

As andlises foram realizadas no Laboratério de
Bromatologia do Departamento de Nutricdo da Universidade
Federal da Paraiba. A determinagdo de proteina foi realizada
segundo o método de Micro-Kjedahl’. Para a determinagio do
extrato seco total, procedeu-se secagem da amostra em estufa
estabilizada a 105°C, até obtengio de peso constante*; O teor
de lipidio foi determinado utilizando—se o lacto-butirometro
de Gerber®. A quantificacdo de lactose (g/100g) foi realizada
utilizando-se metodologia de Fehling®. A densidade foi
determinada directamente utilizando-se termolactodensimetro
a 15 °C°. Foram determinadas também a acidez titulavel em
graus Dornic (°D)*, cinzas por incineracdo a 550-570°C5,
lactoperoxidase através de soluco alcodlica de guaiacol a 1%°
e extrato seco desengordurado, obtido pela subtragdo do teor
de gordura do extrato seco total °.

Anadlise dos dados

Os resultados obtidos nas analises fisico-quimicas foram
comparados com os valores de referéncia estabelecidos pela
legislagdo’, e também com os encontrados na literatura. Todos os
dados foram transcritos para meio digital para um banco de dados ¢
analisados em um Delineamento Inteiramente Casualizado, com o
auxilio do programa estatistico SAS. As médias foram comparadas
pelo teste de Duncan, para o nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2 constam os valores médios observados para
as determinacdes fisico-quimicas das amostras de leite de cabra
comercializado no Estado da Paraiba, bem como os valores de
referéncia estabelecidos pela legislagdo’.

A variagdo dos constituintes fisico-quimicos do leite
de cabra pode decorrer de varios fatores como raga,
alimentagao, estagio de lactagdo, época do ano, clima, entre
outros. Com base na legislacdo vigente’, cinco marcas
comerciais (83%) apresentaram-se inadequadas quanto ao teor
de lipidios, trés marcas (50%) para solidos ndo gordurosos;
duas marcas (33%) para acidez ¢ quatro marcas (66%) quanto
ao teor de cinzas. Para todos esses parametros, foram
encontrados valores inferiores aqueles estabelecidos na
legislacdo. Apenas a marca comercial 1 apresentou-se de
acordo com a legislagdo vigente para a composicio fisico-
quimica do leite de cabra.

Os constituintes do Ieite de cabras que apresentaram
valores dentro dos requisitos minimos estabelecidos pela
legislacdo foram lactose, proteina ¢ densidade. Porém,
houve variagdo significativa (P<0,05) entre as marcas
comerciais. Esses resultados nao corroboram com estudo
anterior® sobre a qualidade do leite de cabra pasteurizado
congelado comercializado na regido de Ribeirdo Preto —
SP, onde os parametros lactose, proteina ¢ densidade
encontraram-se abaixo dos requisitos minimos
determinados pela legislagdo em 73,1, 154 ¢ 7.7 % das
amostras analisadas, respectivamente.

Os resultados encontrados para lactose relativos a marca
1, proveniente de animais da raga Anglo Nubiana, ¢ a marca 5
- raga Pardo Alema, foram de 4,76 ¢ 4,61%, respectivamente.
Esses resultados foram superiores aos encontrados
anteriormente por Ferreira e Queiroga’®, ao analisarem leite de
cabras das racas Anglo Nubiana e Parda Alema, no Curimatau
Paraibano durante 195 dias de lactagdo, encontrando valores
médios de 3,94; 4,00 %, respectivamente.

Para o teor de lipidios ¢ extrato seco total, observou-se
que a marca 1, cujo leite ¢ originado de animais da raca Anglo
Nubiana, foi superior a demais marcas (P<0,05). A gordura do
leite € o fator que mais sofre influéncia da alimentagio, em que
variaveis intrinsecas ao sistema de producio podem ter um impacto
na composicao do leite. Adicionalmente, o elevado teor de fibra
das forragens de micro-regides semi-aridas utilizadas nas dietas
dos animais também pode afetar esse constituinte do leite™.

Tabela 2. Valores médios determinados para as marcas comerciais de leite de cabra para extrato seco total, lipidios, Sélidos
nlo-gordurosos, acidez, lactose, proteinas, cinzas, densidade e valores determinados pela legislaco.

Marca EST(%) LIPD(%) SNG(%) ACD(D) LACT (%) PROT(%) CINZ(%) DENS(g/ cm’)
1 13,68a 3,57a 10,01a 16,24a 476 3,37a 0,73 1.031,55a
2 9.43b 1,67¢ 7.76b 13,11b 473 3,06ab 0,65 1.029,90ab
3 10,31b 2.70b 7.61b 13,84b 4,66 3,31ab 0,67 1.030,82ab
4 10,28b 2.45b 7.83b 11,81b 4,66 2,90ab 0,69 1.029,40ab
5 11,10b 2.13bc 8,96ab 13,20b 4,61 2.88b 0,70 1.030,57ab
6 10,65b 2,27bc 8,38ab 12,84b 4,53 3,12ab 0,68 1.028.45b

LEG - 3,0 8.2 13a18 430 2.8 0,70 1.028 -1.034

Nas colunas, médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade.
EST - extrato seco total, LIPID — lipidios, SNG - s6lidos ndo gordurosos, ACD — acidez, LACT - lactose, PROT - proteinas, CINZ - cinzas,

DENS - densidade, LEG — legislagio.
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Segundo a legislacdo vigente, sdo admitidos valores de
gordura inferiores a 2,9% para a variedade de leite integral
mediante comprovacdo de que o teor médio de gordura do
determinado rebanho ndo atinja esse nivel. De fato, pesquisas
demonstram que os teores de lipideos e proteina sdo os principais
constituintes que sofrem influéncia do perfil racial. Queiroga' e
Brito'? observaram diferencgas significativas na composicio
quimica entre ragas e grupos raciais. Prasad e Sengar'?® obtiveram
resultados similares, estudando animais mestigos da raca Saanen,
animais da raca Barbari com diversos cruzamentos.

No presente estudo, a variacio para lipidios do leite
de cabra foi de 1,67 a 3,57%, confirmando valores abaixo
de 2,0% para leite de cabra integral. Estes valores baixos de
lipidios no leite de cabra nido podem ser atribuidos ao
desnatamento do leite, tendo em vista que a gordura do leite
de cabra nio tem valor comercial. Prata et al.', pesquisando
o leite de cabras na regido sudeste do Brasil, verificaram
que a gordura foi o componente que demonstrou maior
variagdo, de 1,70 a 5,70%. Na literatura, ha uma caréncia
acentuada de estudos sobre o teor de lipidios em leite de
cabra de diferentes gendtipos, o que dificulta uma andlise
mais profunda dos resultados.

Os valores de proteina, lactose, lipidios e extrato seco
total apresentaram-se condizentes com aqueles descritos em
investigagoes prévias sobre o leite de cabra da raga Anglo
Nubiana, confirmando que o leite desses animais apresentou
maior concentracio de nutrientes. Bueno et al.’*, pesquisando
a composi¢do do leite de cabras da raga Anglo Nubiana
verificaram valores de 3,2 %; 4.8 %:; 5.3 % para proteina,
lipidios e lactose, respectivamente. Também, Sung et al.'
analisando o leite desta raca verificaram teores de 4,1%; 4,5%;
4,2%; e 13,6% para proteinas, lipidios, lactose ¢ extrato seco
total, respectivamente. Estes mesmos autores analisando o leite

100

75

50

% PEROXIDASE

25

1 2 3

de animais da raca Saanen encontraram valores médios de 3,0%;
2.,7% ¢ 11,5% para proteinas, lipidios e extrato seco total.

A acidez observada variou de 11,81 a 16,24°D,
observando-se uma variacdo significativa (P<0,05) entre as
marcas comerciais analisadas, sendo a marca 1 superior as
demais. Segundo a legislagado, os valores para acidez do leite
de cabra estdo padronizados entre 13 e 18°D. Desta forma, as
marcas 4 (11,81°D) ¢ 6 (12,84°D) apresentaram-se¢ em
desacordo com a legislacdo, fato este também observado por
Oliveira et al.8. Esses autores encontraram valores para acidez
variando de 10 a 18°D, com 15,4% das amostras de lcite de
cabra pasteurizado inferior do limite minimo exigido pela
legislagdo. Jenness'” ressalva que o leite de cabras apresenta-
se mais acido que o de vaca, devido as diferengas entre os grupos
carboxilicos das duas espécies, podendo o leite de cabra variar
de 11 a 18°D. Segundo Queiroga'®, este indice também ¢
utilizado como indicador do estado de conservagdo do leite
em fungdo da relagdo entre disponibilidade de lactose e
produgio de acido lactico por agdo microbiana que acarreta no
aumento da acidez e diminuicio no teor de lactose.

Pereira et al'® avaliando a qualidade quimica e fisica
do leite de cabra distribuido no Programa Social “Pacto Novo
Cariri” no Estado da Paraiba, encontraram valores médios de
16°D para acidez do leite em 21 municipios pesquisados. Ao
contrario do presente estudo, nao foram encontradas amostras
fora dos padrdes da legislagao.

A porcentagem de amostras positivas para
lactoperoxidase ¢ apresentada na Figura 1. Como a enzima ¢
sensivel a temperaturas de pasteurizacio que excedam 80°C,
deve estar presente no leite pasteurizado, onde o resultado
negativo indica a aplicagao de calor excessivo no processo de
pasteurizagio, o que traz prejuizos com a desnaturagdo de
alguns nutrientes, principalmente vitaminas e proteinas®.

MEDIA

4 5 6

MARCAS COMERCIAIS

Figura 1. Percentuais determinados para lactoperoxidase nas marcas comerciais de leite de cabras do estado da Paraiba ¢ média

geral entre as marcas.
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Asmarcas 2, 3 ¢ 6 apresentaram resultado positivo para
100% das amostras analisadas. No entanto, as marcas 1,4 ¢ 5
apresentaram apenas 25%, 0% e 75% das amostras com
resultados positivo, respectivamente. Considerando a média
obtida de 66,7% este valor estd proximo dos encontrados por
Zocche et al.”!, onde 70% das amostras de leite pasteurizado
produzido na regifo oeste do Estado do Parana apresentaram-
se positivas para lactoperoxidase. Ja Serafim et al.??
encontraram apenas 7,8% para leite tipo “C” e Lima et al*,
para este mesmo tipo de leite, encontraram valores de 50,9%.
Por outro lado, Garrido et al.?*, analisando o leite
comercializado em Ribeirdo Preto (SP), encontraram apenas
5,1% das amostras com resultado negativo para a
lactoperoxidase.

O clevado numero de amostras de leite apresentando
auséncia de atividade de lactoperoxidase, observado em alguns
estudos, refletem um aquecimento prolongado do leite no
processo de pasteurizagdo, que em alguns casos ¢ intencional,
pretendendo-se desta forma reduzir uma elevada carga
microbiana do leite. Por outro lado, pode ser acidental,
decorrente de processos de pasteurizacdo aplicados
incorretamente. De qualquer forma, o superaquecimento do leite
pasteurizado mascara sua qualidade microbioldgica podendo
ainda alterar seus constituintes fisicos, quimicos ¢
organolépticos®.

CONCLUSOES

O leite de cabra comercializado no estado da Paraiba
apresentou variagdo significativa na sua composicio fisico-
quimica, com 83,3% das marcas comerciais fora dos padrdes
determinados pela Legislagao.

Melhorias no controle do processo de pasteurizagio
do leite de cabra devem ser implementadas, principalmente,
referentes ao controle da temperatura de pasteurizacao,
visando evitar alteragdes que comprometam sua qualidade
tecnologica.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi otimizar a metodologia analitica para determinagio de flavonois e flavonas
em hortalicas. A hidrdlise foi otimizada utilizando-se Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)
para investigar os efeitos da concentracao de HCl e do tempo de hidrdlise. Essa etapa foi realizada
simultaneamente com a extragao por metanol aquoso 50%, em refluxo a 90°C. Foi utilizado cromatografo
liquido Waters com coluna Nova-Pak C18 e detector de arranjo de diodos. Os compostos estudados
foram miricetina (M), quercetina (Q), kaempferol (K), luteolina (L) ¢ apigenina (A). As condigdes
otimas encontradas para hidrélise de cada hortalica foram: 1,0M HCI/6 horas para espinafre ¢ couve,
1,6M HCI/5 horas para ricula, 1,2M HCI/2 horas para alface, 1,7M HC1/4,3 horas para salsa ¢ 0,8M
HC1/2,5 horas para cebola. O melhor gradiente para separacdo (CLAE) dos flavonodides das hortaligas
em estudo foi constituido de metanol:agua (acidificados com 0,3% de acido féormico) 20:80, chegando
a 45:55 em 5 minutos, 48:52 em 17 minutos e voltando a 20:80 em 20 minutos. As curvas analiticas
apresentaram coeficientes de correlagdo maiores que 0,99. Os limites de detecgdo foram de 0,5, 0,4, 0,5,
0,6 e 1,0ug/mL, respectivamente, para M, Q, L, K e A.

Palavras-chave. flavonoides, analise por CLAE, hortaligas.

ABSTRACT

The objective of this investigation was to optimize the analytical methodology for determining flavonols
and flavones in vegetables. The hydrolysis procedure was optimized using Central Composite Rotational
Design (CCRD) to investigate the effects of HCI concentration and hydrolysis time. This step was
carried out simultaneously with extraction with 50% aqueous methanol, and refluxing at 90°C. A Waters
liquid chromatograph, with Nova-Pak C18 column and photodiode array detector, was used. The analyzed
compounds were myricetin (M), quercetin (Q), kaempferol (K), luteolin (L), and apigenin (A). The
optimum conditions found for hydrolysis for each vegetable were: 1.0M HCI for 6 hours for spinach and
kale, 1.6M HCI for 5 hours for roquette, 1.2M HCI for 2 hours for lettuce, 1.7M HCI for 4.3 hours for
parsley, and 0.8M HCL for 2.5 hours for onion. The best gradient (HPLC) for separating flavonoids
from these vegetables consisted of methanol:water (acidified with 0.03% formic acid) 20:80, changing
to 45:55 in 5 minutes, 48:52 in 17 minutes, returning to 20:80 in 20 minutes. The standard curves of the
flavonoids had coefficients of correlation higher than 0.99. The detection limits were 0.5, 0.4, 0.5, 0.6
and 1.0pug/mL for M, Q, L, K, and A, respectively.

Key words. flavonoids, HPLC analysis, vegetables.
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INTRODUCAO

Flavonodides sdo compostos polifendlicos amplamente
distribuidos em alimentos de origem vegetal. Classificados em
grandes grupos, como as antocianinas, isoflavonas, flavonas,
flavandis, flavonois e flavanonas, estes compostos vém
despertando um crescente interesse devido aos estudos que
mostram uma relagao inversa entre o seu consumo e o risco de
doencas degenerativas como o cancer e doencgas
cardiovasculares'”’. Esta possivel prote¢do pelos flavonoides é
atribuida a sua acdo como antioxidantes, devido a suas
propriedades como seqiiestradores de oxigénio singleto,
quelantes de metais ou doadores de hidrogénio, sendo potentes
seqiiestradores de radicais livres®!!. Sdo também anti-
tromboticos, através da reducdo da agregacdo plaquetaria'>"3;
moduladores da sintese de 6xido nitrico pelo endotélio vascular,
levando ao vaso-relaxamento!?; anti-mutagénicos,
interrompendo varios estagios do processo de cancer!'*!¢; e
mediadores da transdugdo celular!’.

As fontes alimentares de flavondides sdo analisadas
principalmente em relagdo a trés flavonois, quercetina,
miricetina e kaempferol, e duas flavonas, apigenina e luteolina'®
3, Estes sdo também os flavonoides mais investigados em
estudos sobre compostos anticarcinogénicos.

Os métodos analiticos quantitativos empregados para
flavondides sao diversificados, embora utilize-se macigamente
a cromatografia, em especial a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). A eletroforese capilar € uma técnica bastante
promissora, mas os relatos ainda sao modestos em comparagao
a CLAE.

Os métodos por CLAE para flavonoéides envolvem, na
maioria das analises, colunas de fase reversa e detector de
arranjo de diodos?.

Em plantas, com exce¢do das catequinas, 0s
flavonodides ocorrem na forma glicosilada, ou seja, ligados a
moléculas de agucar®?’. A determinagdo quantitativa de
flavonodides na forma glicosidica ¢ dificil devido ao grande
numero de glicosideos diferentes existentes para cada
flavonodide e a dificuldade de adquirir padrdes. A hidroélise
das diversas formas de glicosideos para liberar as agliconas
oferece um método mais pratico, porém, pode provocar a
degragdo dos flavonoides. Glicosideos sdo hidrolisados
usando-se normalmente HCI em metanol aquoso!®®2!, A
hidrélise dos glicosideos requer concentracdes relativamente
altas de acidos minerais (1-2M), em condigdes de refluxo,
numa mistura de metanol e dgua (50:50, v/v)*..

O procedimento utilizado na maioria das pesquisas € o
estabelecido por Hertog et al.?!, que emprega refluxo das
amostras por 2 horas a 90°C com HCl 1,2M em solugdo aquosa
de metanol 50%. Estes autores estabeleceram as melhores
condi¢des de hidrolise para alimentos contendo flavondis
glicuronideos (2,0M de HCI por 2 horas, ou ainda 1,6M de
HCI por 4 horas), flavonois glicosideos (1,2M de HCI por no
maximo 2 horas) e flavonas (2,0M de HCI por 4 horas).

Hakkinen et al.?®, utilizando uma mistura de padrdes
de flavonois e acidos fendlicos, compararam o procedimento
estabelecido por Hertog et al.?!, 1,2M de HCI a 90°C por 2
horas, com outras condi¢gdes de hidrélise, utilizando 0,6 M
ou 1,2M de HCl em metanol 50%, com tempo de 16h a 21°C
ou 35°C sob atmosfera de nitrogénio. Os melhores resultados
foram obtidos com 1,2M de HC1 a 90°C por 2 horas e 0,6 M
de HCI a 35°C por 16 horas. Posteriormente, estes dois
procedimentos foram comparados, utilizando-se amostras
de “blackcurrant” e morango. A melhor condi¢do para
quercetina e miricetina em “blackcurrant” foi com 1,2M de
HC1a 90°C por 2 horas, porém, kaempferol ndo foi detectado
nesta condi¢@o de hidrolise. Nas amostras de morango, esta
temperatura também foi mais eficiente para quercetina,
porém miricetina ¢ kaempferol ndo foram detectados. O
método de escolha foi hidrdlise a 35°C por 16 horas usando
1,2M de HCI. Acido ascorbico e z-butil-hidroquinona
(TBHQ) foram testados como antioxidantes, sendo que o
primeiro foi escolhido, ja que TBHQ interferiu na
identificacdo da quercetina.

Mais recentemente, Nuutila et al.?> compararam os
métodos de Hertog et al.?! e Hakkinen et al.?, utilizando
solucdes de padrao e misturas de padroes (acidos fenolicos,
flavondis, flavonas e catequinas) e também padrdes
separados. Os melhores resultados, para a maioria dos
compostos, foram obtidos utilizando-se refluxo a 90°C por
2 horas com 1,2M de HCI (Hertog et al.?') sem adi¢do de
antioxidante. Porém, na auséncia de antioxidante, a
miricetina era extensivamente degradada. Acido ascérbico
e TBHQ foram comparados, obtendo-se os mesmos
resultados de Hikkinen et al.?®. A quantidade ideal de
antioxidante foi estabelecida em 2mg para SmL de solucéo,
em amostras de cebola e espinafre.

Estas variagcdes demonstram a importincia da
otimizagao ¢ validagdo de métodos analiticos para cada
alimento analisado, devido as varia¢des na natureza da matriz
e na composicao e glicosilagdo dos flavonodides.

No geral, a otimizag¢do de processos pode ser alcangada
por métodos empiricos ou estatisticos. Os tradicionais processos
que otimizam um fator de cada vez demandam maior tempo, €
podem ignorar as interagdes entre os varios fatores, sendo que
o resultado da otimizagdo pode ndo refletir o modelo real, uma
vez que as atuais respostas aos processos, resultam da influéncia
das interacdes entre as varidveis. Os processos estatisticos de
otimizacdo permitem que sejam levadas em consideragdo estas
interagdes®®. A Andlise por Superficie de Resposta (ASR),
originalmente descrita por Box et al.’!, ¢ um dos métodos que
permite a avaliacdo dos efeitos dos muitos fatores e suas
interagdes sobre as variaveis de resposta.

O objetivo deste estudo foi estabelecer as melhores
condi¢des cromatograficas para separagdo de flavonois e
flavonas de hortalicas e otimizar, através de delineamento
estatistico, as melhores condi¢des para extracdo/hidrolise
destes compostos.
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MATERIAL E METODOS

Amostras

As amostras foram adquiridas em supermercados da
cidade de Campinas, S@o Paulo. Foram determinadas as
condi¢gdes oOtimas de extragdo/hidrdlise e analise
cromatografica dos flavonoides presentes em alface (Lactuca
sativa), couve (Brassica oleraceae), espinafre (Tetragonia
expansa), racula (Eruca sativa), salsa (Petroselinum sativum)
e cebola (Allium cepa).

As amostras submetidas as analises foram retiradas
de um mesmo lote homogeneizado para cada aspecto
avaliado (um lote para otimizacdo das condigdes de
hidré6lise, um para avaliacdo da precisdo e outro para
avaliacdo da exatiddo) para que as variagdes naturais nao
fossem atribuidas a variagdes analiticas.

Reagentes e padroes

Para a preparacgao das amostras e fases moveis, utilizou-
se agua purificada em sistema Milli-Q (Millipore). Metanol
grau cromatografico foi adquirido da Mallinckrodt Baker
(Philipsburg, EUA) e acetonitrila da Merck do Brasil (Sao
Paulo, Brasil). Acido acético, acido formico, acido ascorbico
e acido cloridrico de grau analitico foram adquiridos da
Labsynth Ltda (S2o Paulo, Brasil). As fases moéveis foram
filtradas em filtros politetrafluoroetileno (PTFE) da Millipore,
com poros de 0,45um de didmetro.

Os padrdes de miricetina (M), quercetina (Q),
kaempferol (K), luteolina (L) e apigenina (A) foram adquiridos
da Sigma Chemicals Co. (St. Louis, EUA). Solugdes estoque
dos padrdes foram preparadas pela dissolucdo de cada
flavonoide em metanol grau cromatografico, em concentragio
de aproximadamente 1000ug/mL e conservadas a —18°C
protegidas da luz. As solugdes estoque apresentaram
estabilidade superior a 2 meses nessas condigdes.

Equipamento e condi¢des cromatograficas

A andlise cromatografica foi realizada em um moédulo
de separagdo a liquido da Waters (modelo 2690), Milford,
EUA, equipado com injetor manual Rheodyne (modelo
77251), controlado por Software Millenium 32. Foi utilizada
uma coluna Nova-Pak C18, (4um, 3,9 x 150mm) e detector
de arranjo de diodos (Waters 996), sendo a detecgdo fixada
em 370nm. O fluxo da fase moével foi de ImL/min e o volume
de inje¢ao foi 20uL.

Para a defini¢do das condi¢des cromatograficas, foram
realizados testes utilizando-se uma mistura de padrdes dos cinco
compostos em estudo, M, Q, L, K e A, dissolvidos em metanol,
adicionado de acido cloridrico conforme procedimento
utilizado para as amostras. Neste estudo, foram testadas as
seguintes fases moveis: agua e acetonitrila, acidificadas com
0,3% de acido formico (v/v); d4gua e metanol, acidificados com
0,3% de acido acético (v/v); e dgua e metanol, acidificados
com 0,3% de acido formico (v/v).
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A identificacao dos flavondis e flavonas foi feita por
comparacao dos tempos de reten¢do, co-cromatografia e dos
espectros obtidos através do detector de arranjo de diodos,
utilizando-se padrdes.

A quantificagdo foi realizada por padronizagdo externa.
As curvas de calibragdo foram construidas pela injecdo em
triplicata de solugdes padrao em cinco concentragdes diferentes,
cobrindo a faixa de concentracdo esperada nas amostras e
simulando as condi¢des apds hidrélise das hortalicas. Aliquotas
da solugdo estoque de cada padrdo foram diluidas em 1,5mL
de agua purificada em Milli-Q contendo acido ascorbico (0,04%
na solugdo de injecdo). A esta solugdo foi adicionado ImL de
HCI 6M (equivalente a 1,2M na solugdo de inje¢do) e o volume
foi completado a SmL com metanol.

Extracio e hidrolise dos flavonoides

Para se obter a maxima efici€ncia de extracdo e hidrolise
sem promover degradacdo, a hidrdlise de cada hortalica foi
otimizada utilizando-se Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR)®.

As hortalicas foram lavadas, secas com papel absorvente,
e ap6s remogao das partes ndo comestiveis, cortadas em por¢des
menores que foram trituradas em processador de alimentos. As
cebolas foram descascadas e trituradas em processador de
alimentos. Sub-amostras de cada amostra foram pesadas,
adicionadas de quantidade conhecida de 4gua (variando conforme
o tipo de amostra, em propor¢des de 1:0,5 a 1:2) e &cido ascorbico
e homogeneizadas durante 3 minutos na velocidade 15 em
homogeneizador do sistema Polytron MR2100, Kinematica-AG
(Luzern, Suica). Foram tomados 7,5g desse homogeneizado,
acrescidos de 12,5mL de metanol e SmL de HCI em diferentes
concentragdes molares iniciais. As solugdes de extracdao assim
obtidas consistiram-se de diferentes concentragdes molares finais
de HCI em solugdo aquosa de metanol 50% (v/v), com 0,04% de
antioxidante. Estes extratos foram levados a refluxo a 90°C
durante diferentes periodos. Em seguida, foram resfriados e
filtrados em funil sinterizado com porosidade G2. O volume foi
completado a S0mL com metanol e as solugdes foram colocadas
em ultra-som por 5 minutos. Aliquotas médias de 2mL foram
filtradas em filtro de politetrafluoroetileno (PTFE) Millipore de
0,45um de didmetro, antes da analise por CLAE.

Planejamento experimental e Analise de Superficie de
Resposta

A otimizagdo da extracdo e hidrolise dos flavonodis e
flavonas das hortalicas estudadas foi realizada através da
Analise de Superficie de Resposta. Seis DCCRs constituidos
por 12 experimentos conduzidos aleatoriamente foram
utilizados para avaliagdo da concentra¢do do acido e tempo de
hidrélise na eficiéncia da extragao e hidrolise dos flavonoides.
A Tabela 1 apresenta os valores estudados para cada hortaliga
e a Tabela 2 a matriz do planejamento com as distintas condi¢des
de hidrdlise para determina¢do das concentragdes de
flavonoides nas hortaligas estudadas.
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Tabela 1. Fatores e niveis testados (valores codificados estao entre parénteses) para o Delineamento Composto Central Rotacional.

Fatores (M*h;min)

Hortalica Ponto axial Nivel Nivel Nivel Ponto axial
inferior (-0 inferior (-1)  intermediario (0) superior (+1) superior (+Q)
Alface 0,4M/35min 0,8M/1h 1,2M/2h 1,6M/3h 2M/3h25min
Cebola 0,6M/5min 0,8M/30min 1,2M/1h30min 1,6M/2h30min 1,8M/2h55min
Couve 0,15M/1h46min 0,4M/3h 1,0M/6h 1,6M/9h 1,85M/10h14min
Espinafre 0,15M/1h46min 0,4M/3h 1,0M/6h 1,6M/9h 1,85M/10h14min
Rucula 1,0M/2h11min 1,2M/3h 1,6M/5h 2,0M/7h 2,2M/7h49min
Salsa 0,6M/2h11min 0,8M/3h 1,2M/5h 1,6M/7h 1,8M/7h49min

*concentragdo molar de HCl na solugdo de hidrolise; *tempo de hidrdlise.

Tabela 2. Condigdes experimentais do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) e as respostas para os flavonoides

analisados nas hortaligas.

Concentragdo de flavonoides (ug/g)

Alface  Cebola Couve Espinafre Ricula Salsa

Ensaios X, X, Q Q Q K Q K Q K A
1 -1 -1 12,34 155,01 260,40 129,04 27,85 97,77 278,03 553,80 1656,39
2 -1 +1 12,24 374,25 419,38 229,11 58,21 201,70 289,56 570,00  2377,72
3 +1 -1 13,95 305,14 458,28 270,87 63,58 225,05 283,27 563,44  2603,44
4 +1 +1 11,06 232,22 175,53 117,78 58,47 204,29 281,13 557,53 2352,31
5 -1,41%* 0 10,86 281,24 105,56 51,42 25,84 72,84 294,68 563,98 1722,09
6 +1,41%* 0 9,06 280,77 269,82 173,73 62,40 220,25 301,00 579,72 2577,75
7 0 -1,41%* 11,29 52,44 386,83 206,08 45,51 153,87 262,74 544,89 1746,17
8 0 +1,41%* 11,47 311,17 404,50 24291 73,45 233,45 288,72 575,66  2393,63
9 0 14,50 372,23 442,11 258,02 69,73 249,47 303,46 592,67  2564,83
10 0 0 13,68 359,33 478,22 281,81 66,64 237,33 304,66 611,87 244234
11 0 0 14,91 367,80 491,95 282,90 67,08 239,85 300,21 608,05  2565,50
12 0 0 13,29 334,30 485,15 275,63 66,31 234,56 301,54 592,80  2462,06

X = concentragdo molar de HCI, X,= tempo de hidrélise, Q= quercetina, K=kaempferol, A=apigenina.

*0l= £2 para X, em alface e + 1,5 em cebola, ricula e salsa

Os resultados obtidos na Tabela 2 foram analisados

Onde b, b

1”72

b,b,,b

12 722

e b, representam os coeficientes

estatisticamente utilizando-se o pacote STATISTICA for
Windows, versdao 6.0 da STATSOFT. Verificou-se a
possibilidade de ajuste de modelos codificados de segunda
ordem através da Equag@o 1.

A analise de variancia (ANOVA) foi realizada para
cada flavonoide extraido das hortalicas, verificando-se a
adequacdo dos modelos para obtengdo e analise das superficies
de resposta.

Y=b, + bX, +bX, + b X?+ b, X+ b XX,
Equacao(1)

de regressdo, X, a concentragdo molar de HCl e X, o tempo de
hidrélise.

Validagao da extracdo e método cromatografico

A faixa linear foi verificada para flavondis e flavonas.
A avaliag@o dos limites de detec¢do do equipamento (LD) foi
feita pelo método da relacdo sinal-ruido 3:1, por diluigdes
sucessivas dos padrdes, onde determinou-se a menor quantidade
detectavel para cada um deles como sendo trés vezes o valor
da amplitude do ruido. O limite de quantificagdo instrumental
foi considerado como sendo trés vezes o LD,
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Para verificar a precisdo do método, valores de sete
repeti¢des foram obtidos para cada hortalica e para avaliacao
da exatidao, triplicatas de recuperagdes com adi¢ao de padrdo
em um nivel de concentracdo foram obtidas para cada hortaliga.
Para as amostras fortificadas, o padrao foi adicionado a amostra
homogeneizada, que foi misturada e deixada por 20 minutos
para acomodacdo do padrio na matriz. As amostras sem ou
com adi¢do de padrdes foram entdo submetidas a extragdo/
hidrdlise otimizadas neste estudo.

Como as condigdes de hidrolise foram as mesmas para
couve e espinafre, a recuperagdo foi avaliada apenas em
espinafre.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Condicdes cromatograficas

Com a fase moével adgua e acetonitrila, acidificadas
com 0,3% de acido féormico, ndo foi possivel uma boa
separacdo entre os picos de quercetina e luteolina.
Conseguiu-se uma boa separacdo dos compostos em estudo,
com agua e metanol, acidificados com 0,3% de 4cido
acético, porém os picos apresentaram cauda. Agua e
metanol, acidificados com 0,3% de acido formico,
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proporcionaram boa separagdo dos compostos em estudo,
sendo que os picos ndo apresentaram cauda. Esta foi a fase movel
escolhida, e extratos hidrolisados das amostras, com e sem
acréscimo de padrdes, foram injetados no cromatografo sob as
melhores condi¢des conseguidas para os padroes, fazendo-se os
ajustes necessarios para a melhor resolugio dos picos. O gradiente
que melhor separou os flavondides das amostras investigadas
foi o mesmo conseguido para a separacdo dos padrdes: iniciando
em 20:80 de metanol:agua (acidificados com acido férmico),
chegando a 45:55 em 5 minutos, 48:52 em 17 minutos e 20:80
em 20 minutos, sempre com gradiente linear. O tempo de
condicionamento da coluna foi de 10-15 minutos.

Cromatogramas tipicos dos flavondides agliconas para
cada extrato das hortaligas sdo apresentados na Figura 1. Os
flavonoéides M, Q, L, K e A eluiram nesta seqiiéncia nos tempos
de retencdo de 10,4 minutos, 12,5 minutos, 14,0 minutos, 16,2
minutos e 16,6 minutos, respectivamente.

Analise dos resultados dos DCCRs utilizados na otimiza¢ao
da extracao/hidrolise das agliconas

As amostras de alface e cebola apresentaram apenas o
flavonol quercetina. Salsa apresentou a flavona apigenina.
Couve, espinafre e rucula apresentaram os flavonois quercetina
e kaempferol (Figura 1).
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Figura 1. Cromatogramas tipicos dos flavonoides agliconas Q=quercetina, K=kaempferol e A=apigenina, dos extratos hidrolisados
de alface crespa, couve, espinafre, cebola, riucula e salsa. Condigdes cromatograficas: coluna Nova-Pak C18; fase mdvel iniciando
em 20:80 de metanol:agua (acidificados com 0,3% de acido formico), chegando a 45:55 em 5 minutos, 48:52 em 17 ¢ 20:80 em
20 minutos, sempre em gradiente linear, detec¢do fixada a 370nm.
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Na etapa de hidrélise/extragdo, o objetivo ¢ liberar os
agucares ligados as agliconas, para que estas sejam mais facilmente
identificadas e quantificadas. Essa etapa deve ser eficaz na quebra
das ligacoes glicosidicas, porém sem degradar as agliconas liberadas.
Assim, considera-se que se utilizarmos uma concentracdo muito
alta de 4cido porum longo periodo, podemos liberar completamente
as agliconas, porém acelerar sua degradagdo. Se utilizarmos uma
concentragdo de acido baixa por curto periodo, a liberagdo das
agliconas pode ndo ser completa. Desta maneira, a interagdo que
pode ocorrer no efeito destas duas variaveis, indica que as melhores

condigdes devem ser alcangadas quando utilizamos uma baixa
concentragdo de acido por um periodo mais longo, ou um tempo de
hidrolise mais curto com concentra¢do mais elevada de acido. Estas
diferentes condi¢des dependerdo dos tipos de glicosideos presentes
na amostra, bem como do tipo de matriz analisada.

A Tabela 3 apresenta os coeficientes de regressao para as
agliconas extraidas das hortaligas analisadas. Para a elaboragéo dos
modelos, em fun¢do das varidveis estudadas, adotou-se 5% de
significancia na avaliagdo estatistica dos coeficientes de regressdo
obtidos.

Tabela 3. Estimativas dos coeficientes da regressdo do modelo polinomial quadratico e significancia (p-valor), para a resposta dos

teores de flavonoides agliconas nas hortalicas analisadas.

ALFACE CEBOLA
Quercetina Quercetina
Coeficientes p-valor Coeficientes p-valor
B, 14,20%* <0,0001 359,28* <0,0001
B, -0,26 0,3528 0,87 0,9500
B, -1,01* 0,0021 -28,26 0,0898
B, -0,34 0,3273 64,08* 0,0034
B,, -1,21% 0,0177 -80,90%* 0,0020
B, -0,70 0,1756 -73,04%* 0,0093
COUVE
Quercetina Kaempferol
Coeficientes p-valor Coeficientes p-valor
B, 474,24% <0,0001 274,53* <0,0001
B, 23,27 0,2603 25,44% 0,0476
B, -134,62%* 0,0007 -76,74* 0,0005
B, -12,39 0,5326 -0,14 0,9898
B, -30,02 0,2027 -20,44 0,1256
B, -110,43* 0,0058 -63,29% 0,0047
ESPINAFRE
Quercetina Kaempferol
Coeficientes p-valor Coeficientes p-valor
B, 67,44%* <0,0001 240,27* <0,0001
B, 10,97* 0,0001 42,34% 0,0002
B, -11,65* 0,0001 -43,99* 0,0003
B, 8,11* 0,0004 24,49* 0,0035
B,, -3,92% 0,0237 -20,29* 0,0139
B,, -8,86% 0,0017 -31,17% 0,0058
RUCULA
Quercetina Kaempferol
Coeficientes p-valor Coeficientes p-valor
B, 302,36* <0,0001 601,17* <0,0001
B, 0,74 0,6879 2,44 0,5039
B, -2,83 0,1755 -14,36%* 0,0074
B, 5,77* 0,0189 6,73 0,1069
B,, -14,45% 0,0004 -22,27% 0,0014
B, -3,42 0,2294 -5,53 0,3125
SALSA
Apigenina
Coeficientes p-valor
B, 2511,97* <0,0001
B, 259,43* 0,0005
B, -136,23* 0,0145
B, 173,41* 0,0045
B, -190,74* 0,0051
B -243,11* 0,0047

12

*p-valor < 0,05
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As equagdes codificadas com os parametros
estatisticamente significativos, os coeficientes de determinagao
(R?), F calculados ¢ F tabelados estdo apresentados na Tabela 4.

Pelos coeficientes de determinag¢do (R?) e F
calculados obtidos, observa-se que os resultados
experimentais tiveram um excelente ajuste aos modelos
obtidos (R?entre 0,85 ¢ 0,98), com exce¢do da extragdo/

hidrolise de quercetina em alface e kaempferol em rucula,
com R%2de 0,74 ¢ 0,77, respectivamente, apresentando valores
mais baixos, porém estatisticamente aceitaveis®2.

Assim, foi possivel gerar as nove superficies de respostas
apresentadas na Figura 2. Observa-se pelos eixos das respostas
que as figuras estdo apresentadas em ordem crescente dos teores
de flavonoides.

Tabela 4. Equagdes que representam os teores de agliconas (Y) em funcdo da concentragdo molar de HCI (X)) e tempo de

hidrolise (X,) presentes nas hortalicas estudadas.

EQUACAO Y = (ug Aglicona/g hortalica) (Valores de X, e X, codificados) R? Foo Frp,ve,Vv)
Alface Q Y=1420-1,01X7>-121X? 0,74 15,87 4,26
Cebola Q Y =359,28+64,08X, —80,90 X7 -73,04 X X, 0,86 15,84 4,07
Couve Q Y =47424-134,62X7-110,43 X X, 0,85 2538 4,26
K Y=274,53+2544X -76,74 X*- 63,29 X X, 0,88 19,47 4,07
Espinafre Q Y =67,44+10,97 X —11,65X *+ 811X, - 3,92X* - 8,86 X X, 0,98 51,18 4,39
K Y =240,27+42,34 X, — 43,99 X *+ 24,49 X, - 20,29X * - 31,17 X X, 0,96 34,17 4,07
Rucula Q Y =302,36+5,77X,—14,45X? 0,85 2523 4,26
K Y=601,17 - 14,36 X > - 22,27 X ? 0,77 37,13 426
Salsa A Y=2511,97+259,43 X - 136,23 X *+ 173,41 X, —190,74 X?-243,11 X X, 0,95 22,99 4,39

R*= coeficiente de determinagdo; F, = (QMchrcssﬁo/QMRcsi o)’

Q=quercetina; K=kaempferol; A=apigenina.

o= nivel de significancia (5%); v,=graus de liberdade da regressdo; v =graus de liberdade dos residuos
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Figura 2. Superticies de resposta para a determinagao das agliconas quercetina, kaempierol e apigenina.
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Alface foi a hortalica com menor teor de quercetina.
Espinafre, ricula, cebola e couve apresentaram teores
crescentes deste flavonol. Kaempferol foi encontrado em
espinafre, couve e ricula, sendo a riicula, a hortalica mais rica
neste composto. Salsa apresentou altos teores de apigenina.

Através das superficies de resposta geradas,
determinou-se as faixas de concentragdo molar de HCl e
tempo de hidrdlise 6timos para cada aglicona presente nas
hortalicas analisadas. As melhores condi¢des de extragdo/
hidrolise foram estabelecidas, em: 1,2M de HCI por 2 horas
para alface, 0,8M de HCI por 2,5h para cebola, 1,0M de HCI
por 6 horas para couve e espinafre, 1,6M de HCI por 5 horas
para ricula e 1,7M de HCI por 4,3 horas para salsa.

Tabela 5. Propriedades das curvas padréo.

A Figura 3 apresenta os cromatogramas obtidos da
amostra de espinafre submetida a diferentes condi¢des de
hidrélise: (A) com HCI 0,15M por 6 horas, onde ainda
pode-se observar a presenca de glicosideos, indicando
uma hidroélise incompleta destes compostos a agliconas;
(B) com HCI 1,0M por 6 horas, condigdo 6tima obtida a
partir da superficie de resposta, onde podemos verificar
que todos os glicosideos foram hidrolisados ¢ (C) com
HCI 1,0M por 10,23 horas, condi¢@o na qual os compostos
de interesse ja sofreram degradacgdo, apresentando
menores teores. Para algumas matrizes e condigdes de
hidrélise, a presenca de picos de degradagdo pode ser
observada.

Faixa de Coeficiente de Coeficiente de variacao
Flavondide concentracdo (iLg/mL) determinagdo ( 12) entre as triplicatas (%)
Miricetina 7-60 0,9988 0,8
Quercetina 9,4 -84 0,9996 1,8
Luteolina 7,1 -61,2 0,9990 1,5
Kaempferol 14,3 - 125,5 0,9998 1,8
Apigenina 7,1 — 60,6 0,9998 2,2
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Figura 3. Cromatogramas tipicos dos flavonoides agliconas Q=quercetina, K=kaempferol, dos extratos hidrolisados de espinafre,
obtidos apds diferentes condigdes de hidrdlise (A) com HC1 0,15M por 6 horas; (B) com HCI 1,0M por 6 horas e (C) com HCI
1,0 M por 10,23 horas. Condi¢des cromatograficas: coluna Nova-Pak C18; fase movel iniciando em 20:80 de metanol:agua
(acidificados com 0,3% de 4cido férmico), chegando a 45:55 em 5 minutos, 48:52 em 17 e 20:80 em 20 minutos, sempre em

gradiente linear, detec¢do fixada a 370nm.
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Avaliacdo da metodologia analitica

As curvas padrdo passaram pela origem e apresentaram
boa linearidade nas faixas de concentracao estabelecidas (Tabela
5). Os coeficientes de correlagao obtidos foram superiores a 0,99.
Os limites de deteccdo obtidos para M, Q, L, K e A foram,
respectivamente, 0,5; 0,4; 0,5; 0,6 e 1,0ng/mL. A precisao
(repetitividade) do método foi demonstrada pelos coeficientes de
variagao das replicatas (Tabela 6), que variaram de 0,75 para cebola
a 5,0 para alface. As taxas de recuperagdo para os flavonoides das
diferentes hortalicas analisadas estdo apresentadas na Tabela 7,
variando de 89,9% para quercetina em racula a 102,1% para
quercetina em alface. Essas caracteristicas comprovam o excelente
desempenho do método analitico.

Tabela 6. Teores de flavondides nas amostras e seus respectivos
coeficientes de variagdo.

Coeficiente de

Amostra Concentragdo (ng/g)* variagdo (%)
Alface Q 70,52 £ 3,55 5,00
Cebola Q299,60 £ 2,24 0,75
Couve Q265,39+ 11,47 4,32

K 337,51 £ 16,67 4,94

Espinafre Q31,17+ 0,54 1,73

K 161,96 + 3,92 2,42

Rucula Q251,18 £4,52 1,80
K 945,98 + 9,42 1,00

Salsa A 2143,43 + 58,04 2,71

*média de sete repeti¢des, Q=quercetina, K=kaempferol, A=apigenina.

Tabela 7. Quantidades adicionadas, percentagens de
recuperacdo e coeficientes de variacdo (CV) das recuperagdes
dos flavonoides estudados.

Flavondide Quantidade Recuperagdo® CV (%)
adicionada (ug/g) (%)

Alface Q27,9 102,1 0,2
Cebola Q 166,7 96,3 3.9
Espinafre Q16,73 92,0 0,9
K 77,8 91,8 1,1
Rucula Q 147,14 89,9 0,9
K 525,70 92,7 2,4
Salsa A 672,34 102,0 5,0

*média de trés determinagdes, Q=quercetina, K=kaempferol, A=apigenina.
CV= coeficiente de variagao.

CONCLUSOES

A melhor condig@o cromatografica para a determinagao
de flavonois e flavonas nas amostras estudadas, foi obtida com
o uso de coluna de fase reversa C18 Nova-Pak (4um, 3,9 x
150mm), utilizando-se como fase mdvel metanol e agua,
acidificados com 0,3% de acido férmico, em gradiente linear,
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iniciando em 20:80, chegando a 45:55 em 5 minutos, 48:52 em
17 minutos ¢ 20:80 em 20 minutos, com fluxo de ImL/min e
volume de inje¢ao de 20uL.

A analise por superficie de resposta foi imprescindivel
na otimizacdo da extrag¢do/hidrodlise dos flavonois e flavonas,
sendo possivel estabelecer as condi¢des 6timas de concentragdo
molar de HCl e tempo de hidrélise para cada hortaliga.

Com base nesta otimizagdo, fica evidente que as
condi¢des 6timas de hidrolise para andlise de flavonoides
variam e devem ser determinadas para cada matriz estudada.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade antioxidante do extrato etandlico de gengibre em 6leo
de soja, submetido ao teste de estocagem acelerada. Quatro tratamentos foram preparados e submetidos
aum teste de estocagem acelerada em estufa, a 60°C durante 12 dias: 6leo de soja refinado (OSR) isento
de antioxidantes sintéticos — OSR (controle), dleo de soja adicionado de 2.500mg/kg de extrato etandlico
de gengibre — OSR + EG, dleo de soja adicionado de 50 mg/kg do antioxidante sintético TBHQ (terc-
butilhidroquinona) — OSR + TBHQ ¢ 6leo de soja adicionado de 2.500mg/kg de extrato etanodlico de
gengibre mais 50 mg/kg de TBHQ — OSR + M. Amostras de cada tratamento foram recolhidas nos
tempos 0, 3, 6, 9 ¢ 12 dias de estocagem, ¢ analisadas quanto ao indice de peroxidos ¢ dienos conjugados.
Os resultados das determinagdes analiticas mostraram que a capacidade antioxidante no extrato de
gengibre decresce de acordo com os tratamentos utilizados ¢ na seguinte ordem: OSR + M = OSR +
TBHQ > OSR + EG > OSR.

Palavras-chave. antioxidante, estocagem acelerada, estufa, gengibre, 6leo de soja.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the antioxidant capacity of ginger ethanolic extract in soybean
oil exposed to the accelerated incubator-storage test. Four treatments were prepared and analyzed by
means of accelerated storage test in incubator at 60°C during 12 days: synthetic antioxidant substance
free - refined soybean oil (RSO) (control), soybean oil supplemented with 2500 mg/kg of ethanolic
ginger extract — RSO + EG, soybean oil supplemented with 50 mg/kg of synthetic antioxidant substance
TBHQ Terc-butilhidroquinone) — RSO + TBHQ, and soybean oil supplemented with 2500 mg/kg of
ethanolic ginger extract and 50 mg/kg of TBHQ — RSO + M. Samples from each treatment were collected
at 0, 3, 6, 9 and 12 days of storage, and peroxide index and conjugated dienes were determined. The
results from this analytical determination showed that the antioxidant capacity in ethanolic ginger extract
decreases according to exposed treatment in the following order: OSR + M = OSR + TBHQ > OSR +
EG > OSR.

Key words. antioxidant, accelerated storage incubator, ginger, soybean oil.
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INTRODUCAO

Oleos ¢ gorduras sio compostos pertencentes ao grupo
dos lipidios, formados principalmente por triacilglicerois, que
sdo ésteres de acidos graxos com glicerol'.

Os dleos e gorduras sdo importantes no processamento
de alimentos, pois conferem sabor agradavel, textura e aroma
particulares as preparagdes?.

Durante o processo de aquecimento, os 6leos sio
continuamente expostos a varios fatores que levam a uma grande
diversidade de reagdes quimicas, tais como: hidrolise, oxidagio
e polimerizagdo da molécula do triacilglicerol, favorecendo a
formacdo de radicais livres e diversas substincias nocivas a
saude do ser humano®.

Com o objetivo de retardar os processos oxidativos,
alguns compostos antioxidantes sdo adicionados aos alimentos.
Estas substancias com a capacidade de retardar as oxidagdes
lipidicas podem ser naturais ou sintéticas, e atuam de diversas
maneiras: interrompendo a cadeia de reagdes oxidativas;
cedendo um hidrogénio a um radical lipidico livre e assumindo
a forma de radical estavel, diminuindo assim, o numero de
radicais livres; reduzindo a velocidade da oxidagio e
prolongando-se o periodo de indugdo, que consiste no tempo
que o material analisado necessita para comegar a apresentar
sinais detectaveis de oxidacio®.

Os antioxidantes podem ser classificados de acordo com
seu mecanismo de agdo como primarios ou secundarios. Alguns
antioxidantes primdrios com baixa atividade antioxidante
podem ser combinados, atuando como sinergistas. Dessa forma,
um antioxidante sintético, por exemplo, pode ser utilizado em
baixas concentragdes se o sinergista ¢ simultancamente
adicionado ao alimento®.

No entanto, o emprego de antioxidantes sintéticos na
industria de alimentos tem sido alvo de questionamentos quanto
a sua inocuidade e, devido a isso, pesquisas estdo voltadas para
a busca de compostos naturais que exibam esta propriedade
funcional, atuando sozinhos ou sinergisticamente com outros
aditivos, como alternativa para prevenir a deterioracio oxidativa
de alimentos ¢ diminuir o uso dos antioxidantes sintéticos’.

Dentre as fontes de antioxidantes naturais podem-se citar
as frutas, as ervas e as especiarias, tais como o alecrim, a salvia
¢ o gengibre®’#,

O gengibre (Gengiber officinale) ¢ uma especiaria,
comumente utilizada devido ao seu aroma doce ¢ sabor
pungente. O rizoma de gengibre também ¢ conhecido devido a
sua atividade antioxidante®.

Em estudo realizado por Zancan et al'°, concluiu-se que
a atividade antioxidante da oleoresina de gengibre deve-se
principalmente aos gingerois e shogaois, substancias que
conferem ao gengibre in natura seu sabor caracteristico.

Em estudos anteriores ficou comprovado que a extragao
dos compostos bioativos do gengibre ¢ mais eficiente quando
sdo utilizados solventes com polaridade intermedidria, como o
grupo dos alcoois, por exemplo''?. Devido a isso, o etanol foi

selecionado para este estudo. Além disso, sabe-se também que
o etanol nfo ¢ um solvente toxico e os residuos gerados pela
extragdo nlo causam agressdes ao meio ambiente.

Para verificar a estabilidade de 6leos adicionados de
antioxidantes pode-se utilizar a sua estocagem em condicdes
normais ¢ aceleradas, com aumento de temperatura, ¢ realizar
andlises periddicas para acompanhar as alteragcdes quimicas,
fisicas e sensoriais'>!".

Diante disso, este trabalho objetivou a avaliagdo da
capacidade antioxidante do extrato etandlico de gengibre,
adicionado ao 6leo de soja submetido ao teste acelerado em
estufa, e também o seu efeito sinergistico com o antioxidante
sintético terc-butilhidroquinona (TBHQ), utilizado atualmente
pelas industrias de alimentos com o objetivo de retardar as
alteracdes oxidativas.

MATERIAL E METODOS

Oleo

Para a realizagio do experimento foi utilizado 6leo de
soja refinado (OSR), sem adigcdo de antioxidantes sintéticos,
conforme informagdes fornecidas pela industria fabricante da
marca utilizada. Utilizou-se embalagens contendo 900mL de
o6leo de soja refinado, adquiridos no comércio do municipio de
Uberlandia-MG. As amostras de 6leo adquiridas eram todas do
mesmo lote e estavam dentro do prazo de validade indicado na
embalagem.

Gengibre

Neste trabalho, utilizou-se, aproximadamente, 1kg de
rizomas de gengibre (Gengiber officinale) in natura, adquiridos
no comércio do municipio de Sdo Jos¢ do Rio Preto-SP. Os
rizomas de gengibre in natura foram fatiados, colocados em
bandejas de aluminio e desidratados em estufa com circulacédo
de ar a temperatura de 55°C durante, aproximadamente, 24
horas'!. Apds a desidratacio, o material foi triturado em moinho
de facas, até transformar-se em po6 fino. O gengibre em po foi
armazenado em pote de vidro tampado, inertizado com fluxo
de nitrogénio e congelado a —18°C até o momento da utilizacéo.

Antioxidantes

O antioxidante sintético utilizado foi o TBHQ,
apresentado na forma de p6, cedido pela empresa Danisco S/A.

O extrato etanolico de gengibre foi obtido de acordo
com a metodologia descrita por Rehman, Salariya e Habib"'. O
gengibre desidratado (10g) foi mantido sob agitacdo
permanente, em etanol (100mL), a temperatura ambiente
(25 + 2°C) durante 12 horas e, em seguida, centrifugado a
3.000rpm, por 10 minutos. Apos a transferéncia do
sobrenadante, o precipitado foi novamente submetido ao
processo de extragdo nas mesmas condi¢des anteriormente
explicitadas, e os sobrenadantes resultantes de cada extracio
foram combinados. Em seguida, procedeu-se a remogdo do
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solvente, em evaporador rotativo sob pressdo reduzida a 40°C.  Dienos conjugados

O extrato seco foi pesado e ressuspenso em etanol, obtendo-se Este método determina dienos conjugados de ligagdes
uma solugao-estoque contendo um grama de extrato etandlico  insaturadas, expressos como porcentagens de acidos diendicos
para cada dez gramas de solvente etanol (1:10g/g), utilizada  conjugados. A determinacdo de dienos conjugados foi efetuada

para aplicacgio direta no 6leo de soja refinado. por meio do método oficial AOCS Ti 1a-64"".
Ensaio experimental Analise dos dados
Quatro tratamentos foram submetidos ao teste de Foram considerados os seguintes fatores: tratamentos
oxidagao acelerada em estufa a 60°C: (OSR, OSR + EG, OSR + TBHQ, OSR + M) ¢ tempos de
° Oleo de soja refinado, sem adicdo de antioxidantes — aquecimento (0, 3, 6, 9 ¢ 12 dias).
controle (OSR); Os resultados obtidos de indice de peroxidos e dienos
. Oleo de soja refinado, com adigdo de 2.500mg/kg de  conjugados, em duas repeticdes, foram submetidos as analises
extrato de gengibre (OSR + EG); de variancia para determinar a influéncia dos fatores, sobre a
. Oleo de soja refinado, com adigdo de 50mg/kg de TBHQ  alteracdo dos 6leos submetidos ao teste acelerado em estufa. O
(OSR + TBHQ); experimento foi realizado em esquema fatorial 4 x 5, no
. Oleo de soja refinado, com adigdo da mistura de  delineamento inteiramente casualizado'®. Foi aplicado o teste
antioxidantes, ou seja, 2.500 mg/kg de extrato etandlico  de Tukey, ¢ as analises de varidncia foram obtidas pelo programa
de gengibre ¢ 50mg/kg de TBHQ (OSR + M). ESTAT, versao 2.0.

Os tratamentos foram realizados em estufa aquecida,
utilizando-se béqueres de 50mL contendo 40mL de 6leo. A

temperatura utilizada foi 60°C, normalmente utilizada em testes RESULTADOS E DISCUSSAO

de estocagem acelerada'>'s. O aquecimento foi conduzido de

modo continuo por 12 dias e amostras foram recolhidas a cada As alteragdes oxidativas primdrias podem ser avaliadas por
trés dias (0, 3, 6, 9 e 12 dias). meio da determinagio de hidroperéxidos e dienos conjugados,

O ensaio foi conduzido em duas repeti¢oes e as amostras ~ formados pela perda de dcidos graxos insaturados, devido a presenga
foram analisadas quanto ao indice de perdxidos e dienos de oxigénio. J4 as alteragdes secundarias sdo acompanhadas pela
conjugados. formagio de compostos carbonila, malonaldeido e outros aldeidos,

hidrocarbonetos ¢ produtos fluorescentes'**.

Métodos
Com o objetivo de avaliar as alteragdes oxidativas  Indice de peréxidos
primarias, utilizou-se as analises fisico-quimicas de peroxidos O indice de peroxidos pode ser utilizado para quantificar
e dienos conjugados para a avaliacio dos resultados obtidos  os hidroperoxidos formados no alimento durante um periodo
apos o teste de estocagem acelerada. de estocagem. Com isso, ¢ possivel também verificar o efeito
do antioxidante na estabilidade do 6leo.
Indice de peréxidos A Tabela 1 apresenta os resultados médios de indice de

Denomina-se indice de perdxidos a quantidade de  peroxidos para os tratamentos OSR, OSR + EG, OSR + TBHQ
oxigénio ativo, calculada em miliequivalentes, contidaemum e OSR + M, submetidos ao teste acelerado em estufa a 60°C
quilograma de 6leo medida a partir do iodo liberado doiodeto ~ por 12 dias. Em cada tempo, a atividade antioxidante dos
de potassio pelos perdxidos presentes no 6leo. Foi determinado  tratamentos ¢ maior quanto menor o indice de peréxidos em
segundo a norma da AOCS Cd 8-53"". relagéo ao controle.

Tabela 1. Valores médios de indice de peroxidos (meq/kg) para os tratamentos submetidos ao teste acelerado em estufa a 60°C.

Tratamentos Tempos de aquecimento (dias)

0 3 6 9 12
OSR 0,794 2,114 21,934 46,28 61,56
OSR +EG 0,544 1,784 4,538 14,468 26,63
OSR + TBHQ 0,894 1,644 3,03 5,09%¢ 6,08
OSR +M 0,544 1,43¢A 2,77% 4,27 5,21

(OSR): o6leo de soja refinado, TBHQ: antioxidante sintético terc-butilhidroquinona, (OSR + EG) — OSR + 2.500 mg/kg de extrato de gengibre,
(OSR + TBHQ) — OSR + 50 mg/kg de TBHQ, (OSR + M) — OSR + 2.500 mg/kg de extrato de gengibre + 50 mg/kg de TBHQ.

a, b ... (linha) — em cada Tratamento, médias de Tempos de aquecimento seguidas de mesma letra minuscula, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
A, B ... (coluna) — em cada Tempo de aquecimento, médias de Tratamentos seguidas de mesma letra maitiscula, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
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Pode-se verificar pela andlise na Tabela 1, um acréscimo
no indice de perdxidos, em todos os tratamentos, com o tempo
de aquecimento dos déleos na estufa, o que indica o
desenvolvimento de produtos primarios da oxidacao lipidica.
Nos 6leos de soja adicionados do antioxidante sintético TBHQ
e da mistura, observa-se um aumento menos drastico ao longo
dos tempos de aquecimento.

Com relacdo aos tratamentos dentro de cada tempo de
aquecimento, nota-se que em até 3 dias de aquecimento néo foi
observada diferenca significativa entre as médias dos indices
de peroxidos para os tratamentos estudados. Os tratamentos
OSR + EG, OSR + TBHQ e OSR + M demonstraram um
desempenho estatisticamente diferente do controle (OSR)
somente a partir de 6 dias de aquecimento na estufa. O TBHQ
¢ a mistura de antioxidantes adicionados ao 6leo de soja
apresentaram comportamento semelhante quanto a formagao
de peréxidos em todos os tempos de aquecimento. Além disso,
ao final do experimento, as atividades antioxidantes do TBHQ
e da mistura foram superiores a atividade do extrato de gengibre
na concentraco de 2.500mg/kg.

Os tratamentos OSR + EG, OSR + TBHQ ¢ OSR + M
foram eficientes na protecio do 6leo, com relagdo a formagao
de peroxidos; o extrato de gengibre reduziu em 57%, o TBHQ
reduziu em 90% e a mistura do antioxidante sintético TBHQ
com o extrato etanolico de gengibre reduziu em 92% a formagao
de peroxidos do 6leo apds 12 dias de estocagem acelerada a
60°C. Nota-se que a adicio do extrato de gengibre ao 6leo de
soja nao foi tdo eficiente quanto o antioxidante sintético TBHQ
¢ a mistura de antioxidantes, contra a formagio de perdxidos.

Com relago a eficiéncia contra a formagio de peroxidos
durante este periodo de estocagem acelerada, podem-se
classificar os tratamentos da seguinte maneira: OSR + M =
OSR + TBHQ > OSR + EG > OSR.

O TBHQ tem se mostrado mais eficiente que os
antioxidantes naturais, quando adicionado na dosagem
maxima de 200mg/kg. Gamez-Mesa et al.*! verificaram que o
TBHQ obteve melhor resultado que o extrato de bagaco de
uvas, contra a formagao de peroxidos, em 6leo de soja, durante
estocagem a 60°C.

Almeida-Doria e Regitano-D’ Arce® verificaram que o
TBHQ, aplicado na concentragdo de 200mg/kg foi mais
eficiente na protegdo contra a formacdo de peroxidos em 6leo
de soja, do que extratos etandlicos de alecrim e orégano, a partir
de 5 ¢ 7 dias em teste de estocagem acelerada a 63°C.

Dienos conjugados

A medida quantitativa dos dienos conjugados tem sido
largamente utilizada para a determinagao da oxidagao de 6leos
e gorduras. A peroxidagdo dos 4cidos graxos insaturados
acompanha a mudanca da dupla ligacdo na formacio dos
hidroperéxidos conjugados. Essa estrutura conjugada absorve
fortemente a luz ultravioleta no comprimento de onda entre
232 ¢ 234 nm**%,

O acompanhamento dos espectros de absor¢do na faixa
do ultravioleta das amostras de 6leo fornece uma boa indicacio
das alteracdes que ocorrem durante o processo oxidativo, visto
que o indice de peréxidos ndo reflete o aumento da degradacio
do dleo com o tempo de aquecimento. Por serem instaveis, 0s
peroxidos sdo rapidamente formados ¢ quebrados em
compostos menores, porém, os dienos conjugados que se
formam concomitantemente, permanecem no 6leo aquecido®.

A Tabela 2 apresenta os resultados médios de dienos
conjugados para os tratamentos OSR, OSR + EG OSR + TBHQ
¢ OSR + M, submetidos ao teste acelerado em estufa a 60°C
por 12 dias. Em cada tempo, a atividade antioxidante dos
tratamentos ¢ maior quanto menor o valor de dienos conjugados
em relacdo ao controle.

Pode-se observar, pela analise dos resultados que até
o tempo de aquecimento de 3 dias ndo houve formacio
significativa de dienos conjugados nos tratamentos utilizados.
Esta formacdo comecou a ser detectada estatisticamente
apenas a partir do tempo de aquecimento de 6 dias em estufa.
A partir dai, observa-se que os tratamentos OSR + EG, OSR
+ TBHQ ¢ OSR + M foram eficientes contra a formacio de
dienos conjugados, pois diferiram do controle. A maior
formagdo de dienos no 6leo indica formagdo de compostos
primdrios de oxidagao lipidica mais acentuada nesse 6leo do
que nos demais tratamentos.

Tabela 2. Valores médios de dienos conjugados (%) para os tratamentos submetidos ao teste acelerado em estufa a 60°C.

Tratamentos Tempos de aquecimento (dias)

0 3 6 9 12
OSR 0,234 0,274 0,454 0,65% 0,894
OSR + EG 0,264 0,28 0,298 0,37 0,508
OSR + TBHQ 0,25% 0,22%4 0,22%¢ 0,27%¢ 0,31
OSR +M 0,274 0,274 0,30 0,27%¢ 0,29

(OSR): ¢6leo de soja refinado, TBHQ: antioxidante sintético terc-butilhidroquinona, (OSR + EG) — OSR + 2.500 mg/kg de extrato de gengibre,
(OSR + TBHQ) — OSR + 50 mg/kg de TBHQ, (OSR + M) — OSR + 2.500 mg/kg de extrato de gengibre + 50 mg/kg de TBHQ.

a, b ... (linha) — em cada Tratamento, médias de Tempos de aquecimento seguidas de mesma letra minuiscula, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
A, B ... (coluna) — em cada Tempo de aquecimento, médias de Tratamentos seguidas de mesma letra maitiscula, nio diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
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Ao final do processo, pode-se verificar que o extrato
etandlico de gengibre demonstrou efeito antioxidante durante
todo o aquecimento, embora tenha apresentado o menor nivel
de protecdo, com 44% de redugdo da formagao de dienos
conjugados apos 12 dias de estocagem acelerada. A aplicagio
do antioxidante sintético TBHQ e da mistura de TBHQ e extrato
etanolico de gengibre foram mais efetivas entre os tratamentos
testados, embora nio tenham apresentado diferenga significativa
entre si na protecdo do 6leo de soja refinado estocado a 60°C
com relagdo a formacdo de dienos conjugados. O 6leo
adicionado de TBHQ apresentou redugdo de 65%, ¢ a mistura
de TBHQ ¢ extrato de gengibre apresentou 67% de reducdo na
formacao desses compostos no final do processo.

Ruth, Shaker e Morrissey* observaram redugio de 23%
no valor de dienos conjugados em 6leo de linhaca, com a adigio
de 4% de extrato metandlico de semente de soja.

O extrato etandlico de manjericdo retardou a formagao
de dienos conjugados durante a estocagem de carne de porco,
evidenciando a utilizagdo de extratos naturais com
caracteristicas polares contra a oxidacdo lipidica®.

A comparagdo entre antioxidantes sintéticos ¢ naturais
quanto a capacidade antioxidante depende do tipo do
composto analisado e da concentracdo utilizada. Os valores
de dienos conjugados em 6leo de milho com adi¢do de 20%
de extrato etanodlico de germe de trigo torrado foram inferiores
ao do 6leo contendo 0,02% de BHA, em estudo realizado por
Krings et al.”".

Igbal e Bhanger®® estudaram a formagado de dienos
conjugados em Oleo de girassol adicionado de extrato
metanoélico de alho, em estocagem acelerada. As concentragdes
de 250, 500 e 1.000mg/kg foram comparadas com os
antioxidantes sintéticos BHA ¢ BHT (200mg/kg). Apos 80
minutos de aquecimento a 185°C, concluiram que o dleo de
girassol adicionado de 200mg/kg de BHT foi o mais eficiente
na inibi¢do da formacdo de dienos conjugados, seguido da
amostra contendo 1.000 mg/kg de extrato metanolico de alho.

Em estudo realizado por Zandi ¢ Gordon?, extrato
metanolico de folhas de chad verde (0,25%) foi capaz de retardar
a formagao de dienos conjugados em 6leo de canola, durante
20 dias de estocagem acelerada.

Os resultados encontrados neste estudo podem ser
considerados satisfatorios, porém as seguintes consideracdes
devem ser ressaltadas: a espécie de gengibre, as condi¢des de
plantio, bem como o processamento € o armazenamento do
oleo utilizado para o estudo, podem interferir no resultado final,
com relagio a atividade antioxidante.

CONCLUSAO

Apesar de o antioxidante sintético TBHQ ter
apresentado prote¢do superior ao 6leo, nas concentragoes
utilizadas neste estudo, deve-se ressaltar a vantagem de se optar
pelo uso do extrato etandlico de gengibre como antioxidante
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natural, pois apds a avaliagdo dos resultados, foi possivel
concluir que o extrato etanolico de gengibre foi capaz de
prevenir a oxidagao lipidica a temperatura de 60°C e, portanto,
poderia ser indicado como antioxidante natural em dleos,
gorduras ¢ alimentos gordurosos. Vale ressaltar, porém, que
estudos mais especificos envolvendo o extrato etanodlico de
gengibre devem ser realizados para avaliar os componentes
responsaveis pela acdo antioxidante apresentada pelo extrato.
Concluiu-se também que o sinergismo entre o
antioxidante natural e o TBHQ, nas mesmas concentragdes em
que foram adicionadas separadamente, ndo melhorou a
eficiéncia em retardar a oxidacdo lipidica do d6leo de soja no
teste acelerado em estufa.
A atividade antioxidante dos diversos tratamentos
testados neste estudo decresceu na seqiiéncia: OSR + M = OSR
+ TBHQ > OSR + EG > OSR.
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RESUMO

Bagacos de uva (Vitis vinifera) das variedades Pinot Noir e Regente, coletados no municipio de Videira,
Santa Catarina, foram analisados quanto ao conteudo total de polifenois e capacidade antioxidante.
Foram utilizados sistemas solventes aquosos a 50% (v/v) de metanol, etanol ¢ acetona acidificados (HCI
0,1%). O conteudo de fenolicos totais foi determinado pela técnica de Folin-Ciocalteu e a atividade
antioxidante por meio de técnicas de seqiiestro de radicais livres ABTS ¢ DPPH e pelo método do
B-caroteno/acido linoléico. A acetona apresentou maior contetido de polifendis totais, atingindo em
peso seco, 7852mg GAE/100g na variedade Pinot Noir ¢ 5334mg GAE/100g na variedade Regente. A
atividade antioxidante média das variedades Pinot Noir e Regente foi, respectivamente, de 477 e 419uMol
TEAC/g pela técnica ABTS e 480 e 479uMol TEAC/g pela técnica DPPH. No ensaio da co-oxidaggo
do B—caroteno/acido linoléico os extratos etandlicos apresentaram maior sinergismo quando associados
ao BHT, com 92,6% e 90,9% de inibi¢do da oxidagdo com 200uL para a variedade Regente e Pinot
Noir, semelhante ao BHT com 200uL, apresentando 91,7% de inibigdo da oxidagdo. Os extratos de
bagago de uva demonstraram potencial antioxidante, atuando como inibidores de radicais livres ou em
sinergismo com o antioxidante sintético.

Palavras-chave. atividade antioxidante, polifenois, bagago de uva.

ABSTRACT

Grape (Vitis vinifera) bagasse from Pinot Noir and Regente varieties, collected in Videira - Santa Catarina,
were evaluated in order to determine the total polyphenol contents and antioxidant capacity. Acidified
(HC1 0.1%) aqueous solvent systems of 50% (v/v) methanol, ethanol, and acetone were used. Total
polyphenol contents were determined by Folin-Ciocalteu technique, and antioxidant activity was assessed
by means of ABTS, DPPH, and B-carotene/linoleic acid techniques. Acetone presented the highest total
polyphenol contents, reaching in a dry matter the concentrations of 7.852mg GAE/100g in Pinot Noir
variety and 5.334mg GAE/100g in Regente variety. The average antioxidant activity of Pinot Noir and
Regente varieties was of 477 and 419uMol TEAC/g by means of ABTS technique, respectively, and 480
and 479uMol TEAC/g, respectively when these samples were analyzed by DPPH technique. From
[-carotene/linoleic acid technique analysis, it was observed that the ethanolic extracts showed higher
synergism when associated to BHT, presenting 92.6% and 90.9% of oxidation inhibition with 200uL
for Regente and Pinot Noir varieties, which were similar to BHT with 200uL, presenting 91.7% of
oxidation inhibition. Extracts from grape bagasse demonstrated a potential antioxidant activity, functioning
as inhibitors of free-radicals, or in synergism with a synthetic antioxidant.

Key words. antioxidant activity, polyphenols, grape bagasse.
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INTRODUCAO

O crescente interesse nas propriedades antioxidantes
dos compostos fendlicos em vegetais e frutas deriva de sua
forte atividade e baixa toxicidade comparada com
antioxidantes fendlicos sintéticos, tais como o BHT (butil
hidroxitolueno), BHA (butil hidroxianisol), PG (Propil
Galato) e TBHQ (terc-butil-hidroxiquinona)'-.

Os residuos da producao de vinho sdo caracterizados
por conter altos teores de compostos fendlicos devido a
extragdo insuficiente durante a vinificagdo. Segundo
Shrikhande® os extratos de cascas de uva, consistindo de
antocianinas das cascas e procianidinas das sementes, sdo
fontes importantes de polifendis. Sementes e cascas sdo
normalmente descartadas nas operagdes de suco e vinho
branco antes do processamento. Esses residuos ndo
fermentados tornam-se entdo valiosos para a extracdo de
polifendis. Os subprodutos obtidos apds exploragao da
vinificacdo, tanto as sementes como o bagaco, constituem uma
fonte muito barata para a extracdo de flavonoides
antioxidantes, podendo ser utilizados como suplementos
alimentares, ou na produgao de fitoquimicos, proporcionando
vantajosa importancia econdmica*>S.

A proposta deste trabalho foi avaliar a atividade
antioxidante de extratos dos residuos do processo de
vinificacdo das variedades Regente e Pinot Noir, cultivadas
no municipio de Videira, Santa Catarina.

MATERIAL E METODOS

Material

Foram utilizadas amostras de bagaco de uvas vermelhas
(Vitis vinifera v. Pinot Noir e Regente) coletadas no municipio
de Videira, Santa Catarina, resultantes da safra de 2005/2006,
cedidas pela EPAGRI (Empresa de Pesquisa Agropecuaria e
Extensdo Rural de Santa Catarina). O municipio de Videira
localiza-se a uma latitude de 27°00', longitude de 51°09',
estando a uma altitude de 779,1 metros acima do nivel do
mar’, possui clima imido do tipo temperado, com as esta¢des
bem definidas e temperaturas médias que variam de 35°C no
verdo a 0°C no inverno.

Com o objetivo de preservar as propriedades gerais
dos bagacos, os exemplares foram acondicionados em caixas
isotérmicas contendo gelo, sendo encaminhados
imediatamente para laboratdrio, onde foram armazenados a
temperatura de -18,0 £ 0,2°C por 15 dias até as analises.

Métodos

Preparacio dos extratos
O conteudo em peso seco dos bagagos foi obtido em
estufa a 105°C, até peso constante. Para obtengao dos extratos,

as amostras do bagago de uva das variedades Pinot Noir e
Regente foram submetidas a tratamento térmico a 80°C, num
periodo de 10 min, para inativacdo enzimatica®’.
Posteriormente, foram secas em estufa de ar circulante, a
temperatura de 50°C, por 24 horas. Apds resfriamento em
dessecador, as amostras foram trituradas (60 mesh) ¢
desengorduradas em extrator de Soxhlet, utilizando-se hexano,
durante 6 horas. Os extratos foram preparados com 1,5g de
material seco e 2 x 25mL de solvente, utilizando solugdes
aquosas a 50% (v/v) de metanol, etanol e acetona acidificados
com HCl a 0,1% sob agitacdo mecanica e ao abrigo da luz,
durante um periodo de 2 horas. Os extratos foram filtrados
em papel filtro Whatman n°l e transferidos para baldo
volumétrico, sendo o volume final ajustado para 50mL.

Determinacio do Contetudo de Polifenois Totais (PT)

O conteudo total de polifendis em cada extrato de
bagaco de uva foi determinado espectrofotometricamente de
acordo com o método de Folin-Ciocalteu'®, com a leitura da
absorbancia em 764nm, e os resultados expressos em
miligramas de equivalentes a 4dcido galico (GAE) por 100
gramas de extrato seco.

Determinaciio da capacidade antioxidante — seqiiestro de
radicais livres do ABTS*

Para determinar a atividade antioxidante utilizou-se o
método ABTS (2,2"azino-bis-3-etilbenzotiazolin 6-acido
sulfonico) descrito por Re et al.''. A absorbancia foi medida
em espectrofotdmetro modelo Hewlett-Packard 8425A, no
tempo de 7 minutos ap6s a adi¢do da amostra. A capacidade
antioxidante total da amostra foi calculada em uMol/g de
TEAC (atividade antioxidante equivalente ao Trolox)'2.

Determinacio da capacidade antioxidante — método
DPPH:

Desenvolvido por Brand-Willams et al.'’, o método
DPPH tem como base a redug@o da absorbancia na regido
visivel de comprimento de onda de 515nm do radical DPPH*
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil) por antioxidantes. Foram
aplicadas modificagdes de Kim et al.', que utilizam o método
com base na absorbancia do radical DPPH* 100 uM (2,9mL)
dissolvido em metanol a 80% no comprimento de onda de
517nm. Os resultados sdo expressos em Trolox (WMol TEAC/
100g de amostra).

Determinacio da capacidade antioxidante - sistema de
co-oxidag¢io do B-caroteno/4acido linoléico

A capacidade antioxidante também foi avaliada pelo
método de descoramento do B-caroteno descrito por Marco'
e modificado por Miller'®. Uma aliquota de 20uL da solucio
de B-caroteno (20mg/mL em cloroférmio) foi colocada em
um frasco erlenmeyer de 250mL com 40uL de acido linoléico,
ImL de cloroformio e 20mg de Tween 40. Apos
homogeneizacao, o cloroférmio foi completamente evaporado
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com nitrogénio. Ao erlenmeyer foram adicionados 150mL de
agua deionizada (previamente submetida a tratamento com
atmosfera de oxigénio, durante 30 minutos). A emulsio
apresentou-se limpida e sua absorbancia foi ajustada entre 0,6 e
0,7 a470nm. Diferentes aliquotas (50, 100 e 200uL) de solugdes
a 100ppm dos extratos foram comparadas ao controle (sem
antioxidante) e a solugdo de BHT (butil hidroxitolueno) a
100ppm, utilizado como antioxidante padrao. Além disso, o efeito
sinérgico foi avaliado utilizando-se misturas das solucdes de
extratos com a solu¢do de BHT (1:1). Uma leitura inicial da
absorbancia foi feita imediatamente ap6s a adigdo das solugdes
de extratos e do padrdo ao sistema. Posteriormente, a absorbancia
foi monitorada a cada 15 min, durante 2 horas. As cubetas foram
mantidas em banho-maria a 50°C durante as leituras. A atividade
antioxidante foi calculada em termos de percentual de inibicao,
relativo ao controle, de acordo com a seguinte equacao:

% inibicio = 100 —| ——L x 100
C -

i I

A; =absorbanciainicial da solugdo de extrato
A, =absorbdncia final da solugdo de extrato
C, =absorbdnciainicial da solugdo controle

C, =absorbdncia final da solugdo controle

Analise Estatistica

Realizou-se analise de variancia (ANOVA) e o teste de
Tukey para identificar diferengas significativas entre as médias
através do software Statistica® 6.0, ao nivel de 5% de
significancia (P<0,05).

Todas as analises foram realizadas em triplicata e os
resultados apresentados como média + desvio padrdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Contetido de Polifenois Totais

A concentracdo de polifendis totais foi maior no extrato
aquoso de acetona, seguido pelo extrato etandlico e metanodlico
para as variedades Pinot Noir e Regente (Tabelas 1 e 2),
respectivamente. Houve diferenga estatisticamente significativa
(P<0,05) apenas para o extrato metandlico da variedade
Regente, que apresentou menor teor de compostos fendlicos.

Llobera e Cafiellas'” realizaram um estudo com o bagago
de uvas vermelhas variedade Manto Negro (Vitis vinifera) e
encontraram valores de compostos fenolicos de 2630 mg GAE/
100g em peso seco, sendo estes valores inferiores aos encontrados
em nosso estudo. Em outro estudo Yilmaz e Toledo'®
determinaram o contetido de polifendis totais em semente de
uva utilizando diferentes sistemas solventes. Foram encontrados
valores, em peso seco, em torno de 2800mg GAE/100g utilizando
solugdes aquosas de etanol (50, 60 e 70%), 3000mg GAE/100g
em solugdes aquosas metanolicas (60 ou 70%) e valores em torno
de 4000mg GAE/100g quando utilizadas solu¢des aquosas de
acetona (50 ou 75%).

Levando em consideragdo que as concentracdes de
polifendis totais encontradas em nosso estudo atingem, em
peso seco, 7852mg GAE/100g no extrato acetdnico da
variedade Pinot Noir, pode-se dizer que os subprodutos da
vinificagdo, como cascas e sementes, representam uma fonte
rica de produtos de alto valor, sendo caracterizados pelo
elevado conteudo de polifendis**!*¢. Kuskoski et al.?’
realizaram pesquisa com a polpa de abacaxi, cupuagu, maracuja,
graviola e uva, e encontraram valores de compostos fenolicos
de 21,7;20,5;20,0; 84,3 ¢ 117,1mg GAE/100g em peso fresco.
Em outro estudo Sun et al.*! encontraram em frutas como uva
(182,0 + 2,6mg/100g), morango (147,8 £ 1,Img/100g) e
abacaxi (40,4 £ 1,0mg/100g), valores de compostos fendlicos
totais, em peso fresco, inferiores aos encontrados em nosso
estudo com bagaco de uva, que foram de 1806 ¢ 1067mg GAE/

100g, para Pinot Noir e Regente, respectivamente.

Tabela 1. Contetido de polifendis totais (PT) e Atividade antioxidante (ABTS e DPPH) de extratos de bagaco de uva variedade
Pinot Noir (solventes a 50% em meio aquoso acidificado com HC1 0,1% v/v).

Amostras PT (mg GAE/100g de bagago) DPPH -TEAC*® ABTS-TEAC ©
PS® PE®

Etanol 7173 + 381° 1650 + 88 450 = 142 471 £ 122

Metanol 7073 + 389° 1627 + 89° 438 £ 11° 436 £ 57°

Acetona 7852 +£291¢ 1806 + 67° 551+ 7° 523 £24°

Média 7366 + 354 1694 + 81 480 + 11 477 £ 31

Resultados expressos como média * desvio padrdo, n = 3.

2PS: Peso seco; " PF: Peso fresco (77% de umidade); ° TEAC: atividade antioxidante equivalente ao Trolox (LMol TEAC/g).
Letras diferentes em uma mesma coluna representam diferenga estatistica (Tukey HSD, P <0,05).
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Tabela 2. Contetido de polifendis totais (PT) e Atividade antioxidante (ABTS e DPPH) de extratos de bagaco de uva variedade
Regente (solventes a 50% em meio aquoso acidificado com HCI 0,1% v/v).

Amostras PT (mg GAE/100g de bagaco) DPPH - TEAC ¢© ABTS —TEAC®
PS® PEF®

Etanol 5230 £ 96° 1046 + 19° 439+ 18 357+ 122

Metanol 4354 £ 98° 871 £ 20° 443 + 120 454 £ 20°

Acetona 5334 + 13° 1067 + 3° 556 + 12° 447 £ 15°

Média 4973 + 69 995 + 14 479 £ 14 419+ 16

Resultados expressos como média * desvio padrdo, n = 3.

*PS: Peso seco; ° PF: Peso fresco (80% de umidade); ¢ TEAC: atividade antioxidante equivalente ao Trolox (uMol TEAC/g).
Letras diferentes em uma mesma coluna representam diferenga estatistica (Tukey HSD, P <0,05).

Atividade Antioxidante pelos métodos ABTS e DPPH

Os valores médios encontrados em nosso estudo
considerando-se os diferentes solventes sdo, respectivamente,
477 e 419uMol TEAC/g pelo método ABTS e 480 e 479uMol
TEAC/g pelo método DPPH para Pinot Noir ¢ Regente (Tabelas
1 e 2), respectivamente. Para a variedade Pinot Noir o extrato
acetonico apresentou maior atividade pelo método DPPH, néo
havendo diferenga significativa entre os extratos pelo método
ABTS (P<0,05). Para a variedade Regente o extrato acetonico
apresentou maior atividade pelo método DPPH. Enquanto que
pelo método ABTS o extrato metandlico apresentou maior
atividade em relagdo ao extrato acetonico, porém sem apresentar
diferenga significativa (P<0,05).

A atividade antioxidante média encontrada no bagago das
uvas € relativamente elevada quando comparada com frutas ricas
em antocianinas, como morango (20,6ptMol TEAC/g peso fresco
ORAC), descrita por Kalt et al.?2, suco de uva e de amora (8,11 —
38,29uMol TEAC/g peso fresco pelo método ABTS), descrita
por Sellappan et al.?*; polpa de agai (48,6uMol/mL ORAC),
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determinada por Del Pozo-Insfran et al.>*; e suco de uva tinta (14,6
—25,0uMol TEAC/mL), descrita por Davalos et al.?.

Em outro estudo Kuskoski et al.?¢ determinaram
atividade antioxidante das polpas de frutas de grande consumo
no mercado sul brasileiro (amora, uva, agai, goiaba, morango,
acerola, abacaxi, manga, graviola, cupuagu e maracuja),
aplicando método ABTS. Os valores de atividade antioxidante
equivalente ao Trolox obtidos oscilam entre valores minimos ¢
maximos de 2,0 e 67,6uMol TEAC/g em peso fresco.

Atividade Antioxidante através do sistema f-caroteno/acido
linoléico

A ac8o antioxidante dos extratos acetdnico, etandlico e
metanodlico do bagaco das duas variedades de uva também foi
avaliada através do sistema modelo -caroteno/acido linoléico. O
método avalia a atividade de inibi¢do de radicais livres gerados
durante a peroxidagdo do acido linoléico. A Figura 1 mostra as
porcentagens de inibigdo da oxidacdo dos extratos acetonico,
etanolico e metanolico da variedade Regente.

] B3

‘@50 pL
@100 pL
0200 uL |

BHT™* Acetona Etanol

* BHT - butil hidroxitolueno

Metanol

BHT +
Acetona

BHT +
Etanol

BHT +
Metanol

Figura 1. Atividade antioxidante dos extratos acetonico, etanolico e metandlico do bagaco de uva variedade Regente determinada

pela oxidagéo acoplada do B-caroteno/ acido linoléico.
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O extrato metanolico teve maiores valores de atividade
antioxidante, que indicou com 200uL a melhor prote¢ao contra
o processo de oxidacdo, com uma média de 67,5%, seguido
por 53,5% de inibig¢do da oxidagdo pela mesma amostra com
100uL. Na variedade Pinot Noir (Figura 2) o extrato etandlico
teve maiores valores de atividade antioxidante, indicando com
200uL a melhor protecdo contra o processo de oxidagdo com
uma média de 63,6%, seguido por 41,1% de inibi¢cdo da
oxidacdo pela mesma amostra com 100uL.

Estes resultados sdo inferiores aos dados apresentados
no estudo de Moreira e Mancini-Filho?, onde o extrato aquoso
de mostarda a 200 ppm apresentou 72% de inibigdo da
oxidagdo, e o extrato etéreo de canela indicou 83% de
atividade antioxidante. Em outro estudo Jayaprakasha et al.?,
utilizando diferentes sistemas solventes em extratos de
semente de uva, obtiveram 89,3% de inibi¢ao com acetato de
etila em meio aquoso (propor¢ao 17:3).

Os dados demonstram que o percentual de inibi¢ao da
oxidagdo ¢ dose-dependente, ou seja, aumenta com a elevagdo
do volume de solucdo de extrato aplicada. Outro fato relevante
a ser observado ¢ que, ao contrario dos resultados de ABTS e
DPPH, os extratos acetonicos foram menos efetivos no ensaio
do sistema B-caroteno/acido linoléico em comparagdo com os
extratos metanolico e etanodlico. Este fato pode estar relacionado
com a composicdo fendlica dos extratos, provavelmente
determinada pelas caracteristicas de afinidade polar entre
solvente e compostos fendlicos. Frankel et al.?” observaram que
antioxidantes de carater polar apresentaram maior capacidade
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antioxidante em sistemas de carater mais apolar, sendo observado
o contrario para antioxidantes de carater apolar.

Além disso, o extrato etandlico das duas variedades foi o que
melhor apresentou sinergismo quando associado ao BHT. A
mistura, com volume de 200pLL, de antioxidante sintético e extrato
(1:1) teve uma performance na inibi¢ao da oxidagdo semelhante,
de 92,6% para a variedade Regente ¢ 90,9% para a variedade
Pinot Noir, a0 BHT puro quando aplicado o mesmo volume,
com 91,7% de inibigdo nos ensaios para as duas variedades.

CONCLUSAO

Considerando que o bagago de uva € residuo obtido a partir da
separagcdo do mosto na vinificagdo, o conteudo total de
compostos fendlicos que permanece no bagaco ¢ elevado,
comparando-se com a polpa de algumas frutas como abacaxi,
cupuagu, maracuja, graviola e uva.

Os extratos de bagaco de uva avaliados apresentaram potencial
antioxidante atuando como inibidores de radicais livres, ou
atuando em sinergismo com o antioxidante sintético BHT.
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Figura 2. Atividade antioxidante dos extratos acetonico, etandlico e metanolico do bagago de uva variedade Pinot Noir determinada

pela oxidagdo acoplada do B-caroteno/acido linoléico.
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RESUMO

Neste estudo foi avaliado o teor de mercurio total em diversas amostras de pescados da cadeia produtiva
da Baixada Santista, SP. As amostras foram procedentes de estabelecimentos inspecionados das cidades
de Bertioga, Guaruja, Itanhaém, Mongagua, Peruibe, Praia Grande, Santos, Sdo Vicente ¢ da Companhia
de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sdo Paulo (CEAGESP). Apods a validacdo da técnica foram
realizadas as determina¢des do teor de mercurio total em 257 amostras de pescados, utilizando-se a
técnica de espectrometria de emissdo com fonte de plasma indutivamente acoplado e gerador de hidretos
(ICP OES-HG). A concentragdo de mercurio total encontrada nas diversas espécies de peixes variou de
0,166 a 0,878mg/kg. Quase a totalidade das amostras apresentou concentragdo de mercurio total abaixo
do permitido pela legislagdo brasileira que ¢ de 0,5 mg/kg para peixes ndao-predadores e 1,0mg/kg para
peixes predadores.

Palavras-chave. pescado, qualidade do pescado, peixe, mercurio total, espectrometria de emisséo,
gerador de hidretos, ICP OES.

ABSTRACT

The present study evaluated the total mercury in fish samples from the productive chain of Santos
coastal region, SP. Fish samples were collected at Bertioga, Guaruja, Santos, Sdo Vicente, Praia Grande,
Mongagud, Itanhaém, and Peruibe cities. After validating the technique, the total mercury contents were
determined in 257 fish samples by means of -inductively coupled plasma optical emission spectrometry
technique (ICP OES-HG). The concentration of total mercury found in several fish species ranged from
0.166 to 0.878 mg/kg. The majority of fish samples presented total mercury concentration higher than
the maximum permitted value according to Brazilian legislation, which is 0.5mg/kg for non-predatory
fish species and 1.0mg/kg for predatory species.

Key words. fish, mercury, determination, emission spectrometry, hydride generator, ICP OES.
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INTRODUCAO

O consumo de peixe em muitas regides do mundo tem
se tornado um habito como alternativa saudavel a outras carnes,
principalmente pela presenca de 4cidos graxos poliinsaturados,
pela disponibilidade de proteinas e de vitaminas A e D. Contudo,
o consumo de peixes em mas condi¢des de conservagdo pode
causar doencas devido tanto as infec¢des, quanto a
intoxicacdes'. Além disso, o pescado pode estar contaminado
por diferentes contaminantes inorganicos que nao sdo
detectaveis pela avaliacdo sensorial, utilizada pelo consumidor
no momento da compra e os peixes sdo considerados como a
principal fonte de mercurio ingerido pelo homem?3.

Na natureza o mercurio ¢ distribuido através das fontes
poluentes que podem ter origem geoldgica natural ou antrdpica.
As formas inorganicas podem, por processos bioldgicos, fisicos
ou quimicos, serem convertidas em compostos como o
metilmercurio que, por serem soliveis em agua, levam a
contaminacao das aguas do mar e da biota aquatica’.

Combinagoes perversas entre fontes antropicas de Hg, a
elevada concentragdo de matéria orginica na agua, a atividade de
bactérias, a grande diversidade e o consumo de peixes pela
populag@o, aumentam a possibilidade de risco de intoxicagdo
humana por compostos de mercurio®.

No pescado, o merctrio ¢ fixado preferencialmente no
grupamento sulfidrila da proteina, sendo acumulado
principalmente como metilmercutrio (que constitui, em média,
85% do mercurio total), considerada a forma quimica mais
deletéria a0 homem®”#, Mesmo em regides com niveis normais
de mercurio na agua, podem ser observados niveis altos de
mercurio em peixes, uma vez que incorporado a cadeia trofica o
mercurio é biomagnificado’. Nos seres humanos, o metilmercurio
tem tempo de meia-vida biologica relativamente longo, de 44 a
80 dias, € sua excre¢do ocorre via fezes, urina e leite®.

Os sintomas decorrentes da presenga de teor elevado
de metilmercurio sdo neurologicos: visdo turva e redugdo do
campo visual, ataxia, parestesia, neurastemia, perda de audicao,
disartria, confusdo mental, tremor muscular, distirbio da
motilidade e, nos casos mais graves, paralisia e morte®.

O risco de intoxicac@o pela acumulacdo de metilmercurio
proveniente da ingestdo de pescado contaminado depende do teor
do contaminante na carne, da quantidade ingerida e da freqiiéncia
de ingestéo (em fungdo do tempo de meia-vida)'®. No Brasil, o limite
de tolerancia de merctrio em pescado foi fixado em 0,5mg/kg para
espécie ndo-predadora e 1,0 mg/kg para espécie predadora'’. Em
alguns paises da Europa (como Alemanha, Finlandia, Suécia), na
Nova Zelandia e nos Estados Unidos, o valor limite permitido ¢ de
1,0mg/kg. No Japao o limite ¢ de 0,4mg/kg, na Australia, Israel,
Noruega, Sui¢a e Tailandia é de 0,5 mg/kg e na Italia de 0,7mg/kg'2

Mesmo que os alimentos sejam submetidos a salga,
defumacao ou tratamentos com acidos fracos, ndo apresentam
alteragdo na quantidade de mercurio total'®. Por outro lado,
estudos mostraram perda de aproximadamente 30 % do teor
de mercurio apds fritura ou cocgdo'.

A Baixada Santista foi considerada, na década de 70, uma
das regides com maior contaminagao ambiental devido a crescente
industrializagdo, recebendo a partir dai mais atengdo das
autoridades quanto aos riscos oriundos da presenca de
contaminantes e quanto ao controle das fontes poluidoras'®.

Silva et al.'® estudaram amostras de mexilhdes extraidos
nas baias de Santos e Sdo Vicente e encontraram niveis de
mercurio inferiores a 0,05 mg/kg, ou seja, abaixo do permitido
pela legislagao brasileira. Os moluscos bivalves sdo filtradores
e bioacumulam residuos quimicos e biologicos e sdo utilizados
mundialmente como indicadores de polui¢do marinha. Em andlise
realizada em 1997, pela CETESB!” na regido de Bertioga, ainda
com bivalves, também foram encontrados niveis de mercurio
abaixo do legalmente permitido. O trabalho de Morales-Aizpurta
et al.> mostrou que existe contaminagado por Hg em amostras de
cacgao comercializadas em SP, onde foram detectados niveis de
Hg 0,04 e 4,71mg/kg, com 54% das amostras (n = 26) acima do
permitido pela legislacdo brasileira. Em outro estudo com
moluscos bivalves coletados em bancos naturais do litoral da
Baixada Santista, Pereira et al.'®revelaram que em 70 amostras
avaliadas os niveis de concentragdo de mercurio foram inferiores
ao estabelecido pela legislagdo brasileira.

No entanto, em relagdo aos peixes, objeto de estudo deste
artigo, € preciso considerar que a producio desembarcada na Baixada
Santista € produto tanto de capturas no litoral e ambientes costeiros
da Regido, como também de pescarias realizadas na faixa litoranea
compreendida, geralmente, entre o Rio de Janeiro e Santa Catarina.
Sellanes et al. estudando a presenca de Hg total em 85 amostras de
peixes (dourado de mar, sardinha, atuns, ariocds, vermelhos e
xerelete) da costa fluminense, ndo encontraram niveis acima de
0,5mg/kg. Vieira et al.'” estudando peixes carninoros, onivoros,
herbivoros e detritivos encontraram os maiores niveis de Hg nos
peixes carnivoros (cachara, pintado, piranha e dourado de agua doce),
mostrando também que existe uma tendéncia a concentragio
decrescente de Hg na carne dependendo do habito alimentar:
carnivoros > onivoros > herbivoros > detritivoros.

Diante da relevancia do merctrio como contaminante
ambiental e sua possivel transferéncia para o ser humano pela cadeia
trofica, o objetivo deste trabalho foi avaliar se existe contaminagdo
apreciavel de merctrio total em peixes marinhos amostrados em
diferentes cidades da Baixada Santista, onde se encontram os maiores
entrepostos de desembarque e agentes de distribuicdo de pescado
para o mercado consumidor paulista e da CEAGESP.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

No periodo de junho de 2005 a setembro de 2006,
técnicos do Servico de Inspecao e Vigilancia Sanitaria em nivel
municipal, estadual e federal, coletaram 257 amostras de peixe
in natura, em oito diferentes pontos da cadeia produtiva do
pescado marinho na regido da Baixada Santista denominados
de barco, entreposto, industria, mercado municipal, mercado
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atacadista, peixaria, feira livre e supermercado (Tabela 1). Os locais
de coleta das amostras foram definidos de maneira a possibilitar
que todos os pontos desta cadeia produtiva fossem contemplados.
As cidades de coleta das amostras de pescados foram: Bertioga,
Guaruja, Santos, Sdo Vicente, Praia Grande, Mongagud, [tanhaém
e Peruibe. Também foram obtidas algumas amostras do CEAGESP,
de lotes de pescado procedentes da regido da Baixada Santista.
Os pontos de coleta da cadeia produtiva sdo conceituados como:
- Barco: refere-se ao ponto que antecede o desembarque e
neste entende-se que o pescado ainda ndo foi submetido a
nenhum tipo de beneficiamento, nem mesmo a lavagem.
- Entreposto: refere-se ao local onde o pescado ¢ desembar-
cado e inicialmente beneficiado, passando pelas etapas de
lavagem, separacao (por espécies ou categorias) € pesagem.
- Industria: neste local o pescado recebido apos a lavagem,
separagdo e pesagem ¢ submetido a algum tipo de
processamento, seja pela obtengdo de cortes como postas
ou filés, ou produtos mais elaborados, sendo considerado
como matéria-prima.
- Mercado municipal: local que comercializa o pescado e
possui infraestrutura e servigos basicos, em sua maioria
possuem constru¢des em alvenaria, subdivididas em boxes

azulejados. Manipula os pescados realizando procedimento

de evisceragdo e filetagem.

- Feira livre: refere-se ao tipo de comércio formalmente

autorizado realizado em barracas montadas em ruas e com

carater itinerante que comercializa o pescado, manipulando-

o minimamente (evisceragao e filetagem).

- Supermercado: lojas pertencentes a grandes redes de

supermercados ou hipermercados, comercializam o pescado

em balcoes refrigerados e os manipula.

- Mercado atacadista: local que centraliza o comércio em

grande escala, recebe e distribui o pescado oriundo de varias

localidades, ndo sendo manipulado ¢ em sua maioria
permanece em caixas com gelo durante a comercializaggo.

Neste estudo refere-se ao CEAGESP de Sao Paulo, onde

foram coletadas somente as amostras do pescado oriundo

da Baixada Santista.

As amostras chegaram ao laboratorio em sacos plasticos
limpos, separadas por espécie e ponto de coleta, transportadas em
caixas isotérmicas com gelo. Em seguida foram filetadas, eliminando-
se as visceras, pele e escamas. A seguir, os filés de cada amostra
foram homogeneizados em multiprocessador e armazenados em
sacos de polietileno a —18°C até o momento das analises quimicas.

Tabela 1. Identificacdo das espécies de peixes marinhos coletados nos diferentes elos da cadeia produtiva da Baixada Santista/SP,
no periodo de junho de 2005 a setembro de 2006 e distribui¢do do niimero de amostras por espécies analisadas.

Nome comercial Nome Cientifico

Numero de amostras

Abrotea Urophycis brasiliensis
Anchova Pomatomus saltatrix
Atum Thunnus albacares
Bagre Genidens barbus
Betara Menticirrhus americanus
Bicuda Sphyraena sp

Cabrinha Prionotus punctatus
Carapau Caranx hippos

Catua Cephalopholis fulva
Chora-chora Umbrina canosai
Cioba Lutjanus analis
Corcoroca —_—
Congro-rosa Brotula clarkae
Corvina Micropogonias furnieri
Galo Selene setapinnis
Goete Cynoscion jaimaicensis
Guaivira Oligoplites saliens
Meca Xiphias gladius
Merluza Merluccius hubbsi
Oveva Larimus breviceps
Palombeta Chloroscombrus chrysurus
Pargo Pargrus pagrus
Peixe-lua Masturus lanceolatus
Peixe-sapo Lophius gastrophysis
Pescada Familia Sciaenidae

Familia Sciaenidae
Familia Sciaenidae
Familia Sciaenidae
Familia Sciaenidae

Pescada-amarela
Pescada-branca
Pescada-cambucu
Pescada-inglesa

Maria-mole Familia Sciaenidae
Porquinho Balistes capriscus

Raia _

Sardinha Sardinellabrasilienis
Savelha —

Sororoca Scomberomorus maculatus
Tainha Mugil liza

Trilha Mullus argentinae

Peixe-voador
Nao Identificado
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Reagentes

Acido sulfirico, permanganato de potassio,
pentéxido de vanadio, acido nitrico, acido cloridrico,
cloridrato de hidroxilamina, de elevada pureza e baixo teor
de mercurio (Merck). Cloreto de estanho (Carlo Erba
Analyticals). Argonio liquido (99,996 %, Air Liquide, SP,
Brasil). As solugdes padrao de mercurio foram preparadas
a partir de diluicdo apropriada do padrdo estoque de
referéncia certificado de 1000mg/L (Merck), rastreado pelo
NIST, em solugdo H,SO,: HNO3 5% (v/v). Toda vidraria
utilizada foi lavada com solugdo de Extran® seguida de
imersdo em 4cido nitrico a 20 % durante 2 horas e enxagiie
final com agua destilada e deionizada.

Método analitico

As analises foram feitas em triplicata, segundo o
método descrito por Morgano et al.?’. Para a digestdo das
amostras foram pesados 0,5g de peixe diretamente no tubo
de vidro de digestdo e, em seguida, adicionados 10mL de
mistura sulfonitrica (HNO,:H,SO, 1:1 (v/v) com 0,1 % (m/v)
de V,0,) e deixado em repouso por aproximadamente 12
horas. Apods o repouso, a mistura foi submetida a
aquecimento em banho-maria a 90°C durante 3 horas. Em
seguida, adicionaram-se 5 mL de KMnO,7 % (m/v) e
submeteu-se novamente a mistura a aquecimento em banho-
maria a 90 °C durante 3 horas. O excesso de oxidante foi
reduzido com 900uL de solugcdo de cloridrato de
hidroxilamina 20 % (m/v). Transferiu-se o contetido do tubo
para baldo volumétrico de 50mL e completou-se o volume
com agua destilada e deionizada.

Para a quantificagdo do mercurio total presente,
utilizou-se um ICP OES simultianeo da VARIAN, modelo
VISTA-MPX (Mulgrave, Australia) e um gerador de
hidretos VARIAN — VGA77 (Mulgrave, Australia), usando
argdnio como gas de arraste e para a formagao do plasma.
As condigdes de operacdo do instrumento foram: poténcia
de radio freqiiéncia = 1,0 kW, fluxo do argdnio = 15L/min,
fluxo do gas auxiliar = 1,5L/min, tempo de replicata =
10s, tempo de estabilizagdo = 15s, tempo de limpeza = 10s,
replicatas = 3, correg¢do de background e comprimento de
onda para leitura do mercurio = 194,164nm.

Validag¢io do método

Para a determinacdo dos parametros de validagdo
foram adotados os critérios estabelecidos pelo FDA?!22,
Avaliou-se a exatiddo do método utilizando-se um
material de referéncia certificado de tecido de ostra
(NIST SRM 1566b, Oyster Tissue) com valor certificado
para o mercurio de 0,0371%+0,0013mg/kg, sendo
0,036 = 0,003mg/kg (n = 5; z—score = 0,8) o valor
encontrado experimentalmente. Utilizou-se também o
método de adicdo de padrio e a recuperacdo encontrada
variou entre 90 a 98 % para adi¢do de mercurio entre 0,02
a 0,04mg/kg, com coeficiente de variagdo entre 1% a 3 %,

para n = 3 repeti¢des em cada faixa de concentracdo. Para a
determinagdo do limite de deteccdo (LOD) e do limite de
quantificagdo (LOQ) foram preparados 10 brancos dos
reagentes com adi¢do de quantidade de merctrio equivalente
a metade do primeiro ponto da curva analitica. Os limites
de deteccdo e de quantificacdo foram 0,04mg/kg (3 vezes o
desvio-padrao de 10 repeti¢des de branco x fator dilui¢do)
e 0,07mg/kg (10 vezes o desvio-padrao de 10 repeti¢cdes de
branco x fator diluig¢do), respectivamente. A precisdo do
método avaliada pelo coeficiente de variacdo de cinco
repeticdes analiticas foi de 9 %. A curva de calibragdo na
faixa de 0,5 a 50ug/L foi linear em toda faixa de
concentragdo (r = 0,9999). O teor de carbono residual da
amostra encontrado foi de 4 %. Os parametros ensaiados
indicaram adequagdo do método empregado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para as 257 amostras de peixes analisadas foram
calculadas as médias, estimativas de desvio-padrao, valores
minimos e maximos ¢ a mediana (em peso umido) para o
total de amostras de cada municipio e os resultados estdo
apresentados na Tabela 2. As espécies analisadas
apresentaram concentragdo de mercurio total abaixo dos
limites estabelecidos pela legislagdo brasileira vigente!' que
¢ de 0,5mg/kg para pescado ndo-predador e Img/kg para
pescado predador. Somente em duas amostras de peixes
predadores foram encontrados niveis de mercurio acima
de 0,5mg/kg. Estas amostras foram procedentes das cidades
de Santos e Guaruja, das espécies meca (Hg =
0,878+0,099mg/kg) e bagre (Hg = 0,660+0,070mg/kg),
tendo sido coletadas no entreposto e em supermercado,
respectivamente. Cabe considerar que o peixe denominado
por meca ¢, na verdade, uma espécie peladgica migradora,
que vive em aguas afastadas da costa, inclusive
internacionais, sendo apenas desembarcada na Baixada
Santista. A bioacumula¢do do contaminante inorganico,
portanto, pode ter ocorrido a partir de fontes que escapam
ao controle das autoridades nacionais. Ja o bagre ¢ espécie
demersal-bentdnica, o que a expde mais ao risco de
bioacumulacdo do Hg por ingerir presas associadas ao
sedimento de fundo, onde tende a se concentrar o metal,
mesmo anos apdés a interrupcdo de descargas
contaminantes.

A Tabela 3 apresenta os resultados encontrados para
o teor de mercurio total para as espécies de pescados
estudadas. As amostras eram predominantemente da familia
Sciaenidae, ou seja, compostas por goetes (32 amostras),
pescadas (42 amostras) e corvinas (57 amostras), totalizando
58% da amostragem total. As sardinhas também foram
representativas (30 amostras) e as outras espécies
apareceram em menor propor¢ao variando de 1 a 9 amostras
por espécie estudada.
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Tabela 2. Concentracdes médias + estimativas de desvios-padrao, valores minimos e valores maximos de merctrio total, em mg/
kg, encontrado nas amostras de peixes coletadas em diferentes municipios da Baixada Santista/Sao Paulo.

Mercurio total (mg/kg)

Localidade n* Média + Desvio-Padrao Minimo Maximo Mediana
Mongagua 10 0,092 + 0,058 <0,07 0,217 0,091
Santos 64 0,125 +£0,129 < 0,07 0,878 0,100
Peruibe 9 0,087 £ 0,120 < 0,07 0,357 0,030
Bertioga 20 0,093 £ 0,102 < 0,07 0,390 0,035
Praia Grande 20 0,096 + 0,083 < 0,07 0,355 0,085
Guaruja 57 0,099 + 0,104 <0,07 0,660 0,060
Itanhaém 3 0,099 + 0,104 <0,07 0,180 0,020
Sdo Vicente 34 0,075 +£ 0,045 <0,07 0,180 0,057
Ceagesp 40 0,088 + 0,087 < 0,07 0,407 0,068

*n = nimero de amostras de peixe coletadas por localidade.

Tabela 3. Concentragdes médias + estimativas de desvios-padréo, valores minimos e maximos de mercurio total (mg/kg)
encontrados para as diferentes espécies de peixes analisadas.

Espécies n Mercirio total (mg/kg)
Média + Desvio-padrao Minimo Miaximo

Abroétea 6 0,082 £ 0,018 <0,07 0,110
Anchova 4 0,107 + 0,030 <0,07 0,143
Atum 2 0,125 + 0,078 <0,07 0,180
Bagre 1 0,660 0,660 0,660
Betara 16 0,086 + 0,038 <0,07 0,211
Cabrinha 8 0,151 +0,113 <0,07 0,407
Chora-chora 2 <0,07 <0,07 <0,07
Cioba 5 <0,07 <0,07 <0,07
Cocoroca 2 0,170 = 006 0,166 0,174
Corvina 57 0,122 £ 0,080 <0,07 0,387
Goete 32 0,088 + 0,032 <0,07 0,190
Guaivira 4 0,123 £0,055 <0,07 0,180
Meca 1 0,878 0,878 0,878
Merluza 2 <0,07 <0,07 <0,07
Palombeta 2 0,136 + 0,025 0,118 0,153
Peixe Lua 2 0,276 + 0,067 0,228 0,323
Peixe Sapo 2 0,161 + 0,058 0,120 0,202
Pescada 42 0,094 + 0,045 <0,07 0,258
Sardinha 30 <0,07 <0,07 <0,07
Sororoca 5 0,077 £ 0,016 <0,07 0,105
Tainha 16 <0,07 <0,07 <0,07
Outros 16 0,123 £ 0,089 <0,07 0,355

* n = niimero de amostras de peixe da espécie analisada.
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Na Figura 1 apresenta-se a concentracdo média de
mercurio, calculada em base imida, para os oito municipios
amostrados na Baixada Santista. O municipio que
apresentou amostras com maior concentracdo de mercurio
foi Santos e com menores concentragdes foi S3o Vicente.
Em Santos, as principais espécies de peixes foram a
pescada, goete, meca, abrétea, corvina e sardinha. Estas
sdo as espécies de maior comercializacdo na Baixada
Santista e, embora o teor de mercurio total esteja aquém
dos valores maximos permitidos pela legislagdo nacional'!,
o risco de contaminagdo pode existir na dependéncia da
quantidade de pescado ingerida, ainda que seja uma
situacdo dificil de ocorrer em razdo de que o habito
alimentar do brasileiro ndo contempla a carne de peixe entre
as preferidas. Apenas em termos individuais pode haver
algum risco. No Japao, onde ha um alto consumo de peixe,
o nivel maximo de mercurio total permitido ¢ de 0,4mg/
kg, inferior ao de outros paises onde o consumo de pescado
¢ menor. Contribuiu para o valor geral de Hg total detectado
nas amostras de Santos a maior concentragio encontrada
na carne de meca.

Na Figura 2 apresenta-se a distribuicdo dos pontos
da cadeia produtiva do pescado nos quais se coletaram
amostras, sendo que predominaram as coletas em mercado,
supermercado e em barcos de pesca. As amostras
provenientes de mercado e supermercado foram
predominantes, pois estes sdo os locais de maior volume
de comercializa¢do, certamente em razao da praticidade e
da previsivel melhor higiene do produto.

Na Figura 3 apresenta-se a distribui¢cdo percentual
das amostras nos diferentes municipios. As cidades em que
foram coletadas mais amostras (Santos, Guaruja, e Sao
Vicente, além do Ceagesp) sdo as que possuem mais
equipes ligadas aos servicos de inspecdo de produtos de
origem animal.

A Figura 4 mostra o percentual de participacdo nas
amostras das espécies predominantes. Quatro delas
(corvina, cabrinha, sardinha e betara) somaram 54% das
amostras analisadas. Estas sdo as quatro espécies de maior
producdo desembarcada e comercializada na Baixada
Santista, em funcdo das capturas e do menor preco.
As espécies com menos de 2% do total foram agrupadas
em outros.

Kitahara et al.” analisaram amostras de peixes de
agua-doce de diferentes locais de captura e procedéncia
comercial do pais inteiro e encontraram niveis de
concentra¢cdo de Hg de 0,01 a 0,02mg/kg para tilapia e 0,04
a 0,26mg/kg para matrinxd. Fu Fumoto ¢ Oliveira?
analisaram peixes marinhos e de 4gua doce comercializados
na cidade de S@o Paulo e encontraram niveis de mercirio
variando de 0,02 — 0,06mg/kg para a tilapia. Damato et
al.?* analisaram mexilhdes procedentes da Baixada
Fluminense e encontraram niveis médios de mercurio que
variaram de 0,03 a 0,06mg/kg. De modo geral, esses

resultados estdo proximos aos apresentados na Tabela 2 e
Tabela 3. Estes estudos mostram a vulnerabilidade dos
sistemas aquaticos a contaminagao por mercurio, tornando
necessario o constante monitoramento do pescado
destinado ao consumo humano.

O resultado desta pesquisa ¢ altamente satisfatorio
sob o ponto de vista do consumidor, devido aos baixos
valores encontrados para o mercurio total presente nas
amostras estudadas. Este estudo ndo permitiu identificar
se ha probabilidade de contaminacdo por mercirio em
algum elo da cadeia produtiva do pescado marinho da
Baixada Santista, pois ndo foram encontrados niveis deste
contaminante que fornecesse dados para esta afirmacao.
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CONCLUSAO

Praticamente as 257 amostras de peixes procedentes
da Baixada Santista, litoral de Sdo Paulo, no periodo 2005/
2006 encontravam-se em condi¢des adequadas para o
consumo humano quanto a presen¢a do mercurio total, pois
apresentaram niveis inferiores ao estabelecido pela
legislacdo brasileira (0,5mg/kg para peixe ndo predador e
1,0mg/kg para peixe predador), ndo importando o local ou
a espécie analisada com excecdo das espécies de meca e
de bagre.
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RESUMO

No Brasil, 90% dos pacientes renais cronicos dependem dos procedimentos de hemodialise para remover produtos de
degradacdo metabolica, excesso de agua e de sais minerais do organismo, e para restaurar o equilibrio acido-base e
eletrolitico. A agua ¢ o principal componente do tratamento por dialise e suas qualidades quimica e microbioldgica sdo
essenciais para evitar riscos adicionais ao paciente. As solugdes para dialise e os equipamentos proporcionam ambientes
adequados ao desenvolvimento microbiano, especialmente bactérias Gram-negativas. Além de bacteremias, os
microrganismos Gram-negativos podem estar relacionados a ocorréncia de reagdes pirogénicas. Este estudo teve por
objetivo verificar a ocorréncia de bactérias Gram-negativas nio fermentadoras de glicose em 97 amostras de agua
tratada para dialise e 27 amostras de dialisatos, avaliadas entre junho de 2005 e dezembro de 2006 . As bactérias Gram-
negativas ndo fermentadoras de de glicose foram detectadas em 29,6% das amostras de dialisatos e em 49,5% das
amostras de agua tratada. Nove espécies foram isoladas e identificadas, sendo a mais freqiiente o complexo Burkholderia
cepacia (59,0%), seguido de Stenotrophomonas maltophilia (13,1%).

Palavras-chave. agua para dialise, dialisato, bactérias Gram-negativas, bactérias ndo fermentadoras

ABSTRACT

In Brazil, 90% of patients with renal failure depend on the hemodialysis procedures in order to remove the metabolic
degradation products, water and mineral salts excesses from the organism, restoring the electrolyte and acid-base balance.
Water is the main component of the dialysis therapy, and its chemical and microbiology quality is essential to avoid
additional risks to patient. Dialysis solutions and equipments provide suitable environments for the microbial growth,
particularly Gram-negative bacteria. In addition to bacteremia, Gram-negative microorganisms can be related to pyrogenic
reactions. The objective of this study was to investigate the occurrence of non-fermenting Gram-negative bacteria in 97
dialysis water samples, and 27 dialysates analyzed from June 2005 to December 2006. Non-fermenting Gram-negative
bacteria were detected in 29.6% of dialysates and in 49.5% of treated water samples. Nine bacteria species were isolated
and identified; the Burkholderia cepacia complex was the most frequent (59.0%), followed by Stenotrophomonas
maltophilia (13.1%).

Key words. dialysis water, dialysate, Gram-negative bacteria, non-fermenting bacteria
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INTRODUCAO

A insuficiéncia renal, que corresponde a diminuigdo da
capacidade dos rins para eliminar substancias toxicas presentes
no sangue, tem como causas principais, no Brasil, diabetes,
hipertensao arterial, inflamagdes e infec¢des dos rins.

Levantamentos estatisticos realizados pela Sociedade
Brasileira de Nefrologia indicam progressido anual no numero
de pacientes renais cronicos no pais: 59.153 pacientes em 2004,
65.121, em 2005 ¢ 70.872, em 2006; aproximadamente 90%
destes pacientes (64.306 pacientes, em 2006) dependem do
procedimento de hemodidlise, que corresponde a um processo
artificial que visa repor as fungdes renais de remogio de
produtos de degradagdo metabdlica, o excesso de agua e de
sais minerais do organismo e, estabelecer uma nova situagao
de equilibrio.

O tratamento dialitico, que modificou o prognoéstico dos
pacientes com insuficiéncia renal cronica, ¢ também responsavel
por complicagdes, cuja intensidade e freqiiéncia sdo cada vez
mais descritas'>.

Na hemodialise, o fluido de dialise ou dialisato ¢
utilizado para facilitar a normalizagdo do balango eletrolitico
¢ a remocdo de substancias toxicas de baixo peso molecular
presentes no plasma. O dialisato consiste principalmente de
agua tratada, misturada com solugio concentrada de eletrolitos,
tampao ¢ glicose!.

Até a década de 70, a dgua potavel era utilizada na
hemodidlise; entretanto, evidenciou-se correlagdo entre os
contaminantes na dgua potavel ¢ os efeitos adversos do
procedimento', sendo necessaria a utilizagio de tratamentos
complementares, com a finalidade de adequar as caracteristicas
fisico-quimicas e¢ microbioldgicas da dgua potavel a sua
aplicacio em procedimentos dialiticos.

Em geral, os sistemas de tratamento de agua incluem
filtros primarios, abrandadores, filtros de carvao ativado,
deionizadores e osmose reversa, cuja eficiéncia depende da
capacidade do equipamento, da natureza e origem geografica
da agua a ser tratada, além de variacoes sazonais'”’. Embora a
escolha do tipo de sistema de tratamento da dgua seja crucial,
¢ um erro supor que a melhor escolha significa que todos os
problemas relacionados a qualidade da dgua estio resolvidos,
pois a qualidade depende também da manutencdo e
monitoramento do sistema.

Considerando que cada paciente ¢ exposto indiretamente
a aproximadamente 120 litros de 4gua a cada sessdo de
hemodidlise, com duracdo média de 3 a 4 horas, a qual ¢

realizada trés vezes por semana e, que a barreira entre o sangue
do paciente ¢ o dialisato ¢ realizada por uma membrana semi-
permeavel, a qual pode permitir acesso direto dos contaminantes
para o sangue do paciente', verifica-se que a qualidade quimica
¢ microbioldgica da dgua utilizada para didlise ¢ essencial para
evitar riscos adicionais ao paciente®*>810,

Entre janeiro de 1980 ¢ junho de 1999, o “Center for
Diseases Control and Prevention” (CDC) investigou 16 surtos
de bacteremia ou reacgdes pirogénicas em pacientes submetidos
a hemodidlise, sendo que foi relatado a ocorréncia de cinco
surtos relacionados ao inadequado tratamento de dgua e trés
surtos relacionados a contaminagio dos dialisatos’.

Varios fatores contribuem para a ocorréncia de
contaminagio microbiana em sistemas de tratamento de dgua
para dialise: a) todos os componentes do sistema permitem o
desenvolvimento microbiano, particularmente de bactérias
Gram-negativas, entre as quais podem ser citadas espécies de
Enterobacter, Pseudomonas, Burkholderia e
Stenotrophomonas>®'> e de micobactérias nao
tuberculosas>**1>!*; b) a presenca de microrganismos, nutrientes
organicos e pH, associados a fatores fisicos (pontos cegos, baixo
fluxo ou areas de estagnacdo de agua) favorecem a formagao
de biofilmes em todo o sistema de tratamento e distribui¢io de
agua tratada, ¢ também no circuito hidrdulico da maquina de
dialise!>*711-1%; ¢) biofilmes facilitam a persisténcia microbiana
no sistema, mesmo apds procedimentos de sanitizacio e
desinfecgdo, e atuam como fonte de bactérias, endotoxinas,
fragmentos de endotoxinas ¢ polissacarideos, que sdo liberados
na agua e aumentam o risco de ocorréncia de bacteremia e
reagdes pirogénicas'>>7 101115,

Ao lado de doencas cardiovasculares, as infec¢des sdo
as principais causas de morte em pacientes dialiticos>>'> ¢
o reconhecimento do risco potencial que representava a
qualidade da dgua utilizada nos tratamentos dialiticos fez com
que varios orgios e comissdes estabelecessem critérios e
normas para a especificacdo da agua a ser utilizada. Dentre
estas normas, cita-se as definidas na “European
Pharmacopoeia™, as sugeridas pela “Association for the
Advancement of Medical Instrumentation” (AAMI)**47 ¢, no
Brasil, os critérios de qualidade estabelecidos na Resolucio
RDC n°154/2004'¢ (Tabela 1).

Os critérios de qualidade referentes a carga microbiana
presente na agua tratada estdo relacionados a ocorréncia de
bacteremias e reacdes pirogénicas. Teoricamente, a membrana
intacta do dialisador deve prevenir a passagem de bactérias do
dialisato para o sangue do paciente, porém casos de bacteremia

Tabela 1. Parametros microbiologicos para dgua tratada para dialise.

Norma Bactérias heterotroficas Endotoxina bacteriana Coliformes totais
AAMI 200 UFC/mL 2 EU/mL _
European Pharmacopoeia 100 UFC/mL 0,25 EU/mL _
Resolugdo RDC n°® 154/2004 200 UFC/mL 2 EU/mL Auséncia (em 100 mL)
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podem ocorrer se houverem defeitos na integridade da membrana,
se o nivel de contaminagdo microbiana for elevado ou por
contaminacdo durante o processo de reuso dos dialisadores™>*'°.
Além disso, altas cargas microbianas podem estar associadas a
elevado contetido de endotoxinas bacterianas, as quais podem
interagir com monocitos através da membrana do dialisador e
estimular a liberagdo indireta de citocinas ou podem atravessar a
membrana ¢ estimular diretamente uma resposta imune>*'%!,

Considerando que bactérias Gram-negativas sao as principais
responsaveis pela ocorréncia de endotoxinas bacterianas, verifica-
se o diferencial nos critérios de qualidade estabelecidos pela
legislacdo brasileira quanto a pesquisa de bactérias do grupo dos
coliformes totais, as quais correspondem a cerca de 20 espécies de
bactérias Gram-negativas, entéricas ¢ ndo entéricas, nio
esporogénicas, aerdbias ou anaerobias facultativas, capazes de
fermentar lactose com producio de gas, em 24 a 48 horas a 35°C.
Entretanto, a legislacio brasileira falha ao nao considerar a presenca
debactérias Gram-negativas ndo fermentadoras, como Pseudomonas
aeruginosa, cuja presenca esta relacionada a ocorréncia de
endotoxinas bacterianas e a possibilidade de formagdo de biofilmes.

Os riscos decorrentes da presenca de Pseudomonas
aeruginosa ¢ outras bactérias Gram-negativas nio fermentadoras
em agua tratada para dialise foram considerados neste estudo, que
teve por objetivo verificar a ocorréncia destes microrganismos em
amostras de 4gua tratada para didlise e dialisatos, de diversas clinicas
de didlise do Estado de Sao Paulo, avaliadas entre junho de 2005 e
dezembro de 2006.

METODOS

Foram analisadas 27 amostras de dialisatos ¢ 97 amostras
de dgua tratada para didlise, das quais 31 amostras foram coletadas
apos o sistema de tratamento; 24 amostras, na entrada da maquina
de dialisc ¢ 42 amostras, na sala do reuso.

A coleta foi realizada segundo recomendacdes da “American
Public Health Association” (APHA)"?, em frascos estéreis com 300
mL de capacidade. Antes da amostragem, o ponto de coleta foi

desinfetado com alcool 70% e a dgua foi mantida em escoamento
por 3 a 5 minutos; somente apos este periodo foi realizada a coleta.
As amostras foram mantidas sob refrigeragio durante seu transporte
ao laboratorio e submetidas a andlise microbioldgica imediatamente
apos seu recebimento. Somente foram submetidas as analises as
amostras recebidas, no maximo, até 12 horas apos a coleta.

Para a pesquisa de bactérias Gram-negativas nio
fermentadoras, foi utilizada técnica recomendada pela APHA" para
a pesquisa de Pseudomonas aeruginosa em aguas: 100mL da
amostra foram adicionados a 100mL de Caldo Asparagina,
concentragdo dupla, e incubados a 37°C por 48 horas. Apds o periodo
de incubacdo, foram efetuados repiques em Agar Verde Brilhante,
Agar Cetrimide e Agar Leite, incubados a 37°C por 48 horas. A
identificagio presuntiva dos isolados foi realizada em Meio Rugai e
Araujo modificado’®, enquanto a confirmagio foi realizada em
sistema de identificacio bioquimica API 20NE.

RESULTADOS

Neste estudo, bacilos Gram-negativos nio fermentadores
foram detectados em 08 amostras (29,6%) de dialisatos ¢ em
48 amostras (49,5%) de agua tratada. Com relacio as amostras
de 4gua tratada, verificou-se a presenga destes microrganismos
em 15 amostras (48,4%) coletadas na saida do tratamento, 10
amostras (41,7%) coletadas na entrada da maquina de dialise ¢
em 23 amostras (54,8%) coletadas no reuso. Nove espécies de
bacilos Gram-negativos ndo fermentadores de glicose foram
isolados ¢ identificados, sendo apresentada, na Tabela 2, a
frequéncia de detec¢do em fungio do tipo de amostra analisada.

O complexo Burkholderia cepacia foi o mais
frequentemente isolado, seguido de Stenotrophomonas
maltophilia, que representaram 72,1% de todos os isolados
obtidos e detectados em todos os pontos de coleta. O complexo
Burkholderia cepacia foi o mais prevalente em todos os tipos
de amostras, seguido de Stenotrophomonas maltophilia e
Ralstonia pickettii, em agua tratada e de Pseudomonas
JSluorescens, em dialisatos.

Tabela 2. Bacilos Gram-negativos ndo fermentadores isolados em amostras de agua tratada para didlise e dialisatos.

Microrganismo N° de amostras positivas
Agua tratada Dialisato Total
Saida Tratamento Entrada Maquina Reuso

Complexo Burkhoderia cepacia 10 5 16 5 36
Stenotrophomonas maltophilia 2 2 3 1 8
Ralstonia pickettii 2 0 2 0 4
Pseudomonas aeruginosa 0 1 1 1 3
Pseudomonas fluorescens 0 0 1 2 3
Pseudomonas putida 0 1 1 0 2
Alcaligenes xylosoxidans 1 0 2 0 3
Alcaligenes faecalis 1 0 0 0 1
Brevundimonas vesiculares 0 1 0 0 1
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DISCUSSAO

Bactérias Gram-negativas, como Pseudomonas spp,
Escherichia coli e Enterobacter spp, foram isoladas em amostras
clinicas e em agua tratada e dialisatos associados a ocorréncia de
surtos de infecgdo™. Estudos bacteriologicos efetuados nestas
amostras indicam que os géneros Pseudomonas € Stenotrophomonas
sdo mais frequentemente isolados™'"'?, embora Burkholderia spp,
Comamonas spp, Acinetobacter spp, Flavobacterium spp,
Alcaligenes spp e Xantomonas spp possam também estar
presentes>”!,

Considerando que bactérias Gram-negativas nio
fermentadoras podem se desenvolver rapidamente em aguas,
inclusive quando tratadas por deionizagio, destilacdo ¢ osmose
reversa®'®!%; que estes microrganismos podem ser responsaveis pela
ocorréncia de bacteremias e endotoxemias em hemodidlises, mesmo
quando os niveis de contaminac¢do microbiologica da 4gua tratada
estdo em conformidade com padrdes estabelecidos™'*!? € que a agua
tratada e dialisatos podem ser reservatorios para varias espécies de
Pseudomonas e outros bacilos Gram-negativos, ¢ necessario
aprimorar 0 monitoramento microbiolégico da agua tratada a fim
de se conhecer as espécies potencialmente patogénicas que possam
estar presentes entre a populagio bacteriana e estabelecer estratégias
de controle da contaminagio do sistema que atuem sobre este grupo
de bactérias.

Muitos surtos associados a didlise demonstram o potencial
de morbidade e mortalidade relacionado as infecgdes em pacientes
dialiticos, sendo que muitos destes surtos poderiam ter sido evitados
pelo uso de adequado tratamento de agua, eficiente desinfecgio do
sistema de tratamento e de maquinas de dialise, pela adesao a rigidos
protocolos de reprocessamento de dialisadores € por rigoroso
monitoramento da qualidade da 4gua tratada.

Sendo um importante componente no tratamento dialitico,
a escolha do tipo de sistema de tratamento da 4gua ¢ importante,
mas a melhor escolha ndo garante a qualidade da 4gua, que também
depende da manutengdo ¢ monitoramento do sistema.

Os resultados obtidos neste estudo, associado ao
reconhecimento do papel da qualidade da agua para a prevencgio de
riscos a pacientes dialiticos, conduzem a necessidade de que os
padrdes microbiolégicos ¢ de endotoxinas na dgua tratada sejam
revistos ¢ adotados parametros adequados quanto a presenca de
microrganismos indicadores, como Pseudomonas spp € outras
bactérias Gram-negativas ndo fermentadores.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo determinar a basicidade em cremes alisantes para atender a
legislacdo vigente que permite no maximo 7,0% p/p expresso em hidroxido de calcio. Este estudo realizou
a comparacio entre dois métodos duas técnicas analiticas titulométricas. Foram utilizadas amostras
“brancas” (sem principio ativo) enriquecidas com hidroxido de calcio nas concentragdes de 3,0%, 6,0%
¢ 8,0% (p/p); sendo oito replicatas para cada concentragdo. A determinagio de basicidade foi efetuada
por titulacio direta de ions calcio na amostra, pesou-se a amostra equivalente a 0,1500 g de hidréxido
de calcio, diluiu-se em agua e dcido cloridrico, sob agitagdo ¢ aquecimento, resfriou-se e titulou-se com
EDTA 0,0500 mol/L, utilizando azul de hidroxinaftol como indicador. A titulagao direta por neutralizagao
de ions OH com HCl e fenolftaleina mostrou que a recuperacio nio foi satisfatdria o que atribuimos
aos ions OH" estarem adsorvidos na mistura do creme. A precisdo do método foi de 0,03 a 1,3% no
intervalo de 2,9-8,0 % Ca(OH), (p/p). A recuperacio foi obtida no intervalo de 96,0-100,5%. O método
do Food Chemicals Codex 4“ edicdo foi utilizado em comparagdo ao método adaptado no laboratério.
Os testes t ¢ F mostraram que os dois métodos sdo equivalentes.

Palavras-chave. basicidade, cabelo, alisantes.

ABSTRACT

The purpose of the present investigation was to determine the alkalinity hair straightening creams, in
order to accomplish the directives of the enforced law, which allows the maximum concentration of
7.0% w/w of calcium hydroxide. Two titrametric analytical techniques were compared. Two “blanks™
(without active principle) were supplemented with calcium hydroxide at the concentrations of 3.0%,
6.0%, and 8.0% (w/w), and eight replicates for each concentration were prepared. Alkalinity determination
was carried out by means of direct titration of calcium ions in samples. A sample corresponding to
0.1500 g calcium hydroxide concentration was diluted in solution containing water and hydrochloric
acid under shaking and heating. After cooling, this samples was with 0.0500 mol/L EDTA, and
hydroxynaftol blue was employed as indicator. Direct titration by means of OH" ions neutralization with
HCI and phenolphtaleine showed that the recovery was unsatisfactory; this fact could be caused by the
adsorption of OH" ions into cream mixture. The method precision ranged from 0.03 to 1.3% in the
interval from 2.9 to 8.0% Ca(OH), (w/w). The recovery was obtained within the interval from 96.0% to
100.5%. For the present study the Food Chemical Code 4™ edition technique was used and compared
with the modified technique in the laboratory. The statistics T and f tests showed that both techniques are
analytically equivalent.

Key words. alkalinity, hair, straightening products.
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INTRODUCAO

O progresso na tecnologia relacionado aos alisantes
de cabelo tem proporcionado, em individuos com cabelos
ondulados ou crespos, mudar naturalmente o aspecto do
fio capilar e conseguir em instantes o seu objetivo com
satisfacdo!.

O cabelo ¢ constituido de queratina formada pelo
foliculo piloso contendo trés camadas celulares concéntricas
de fora para dentro: a cuticula, a raiz (ou cortex) ¢ a medula
(ou medular). A cuticula ¢ formada por grandes placas, escamas
transparentes e centralizadas, recobrindo umas as outras; este
involucro protege a raiz que representa a parte essencial do
cabelo, formada por grandes células contendo queratina,
pigmentadas e unidas entre si por uma substancia intercelular;
cada célula apresenta microfibrilas (0, 1um de didametro) 3. A
queratina ¢ uma proteina, ou seja, uma molécula formada pelo
encadeamento de um grande numero de aminodcidos, unidos
por ligagoes peptidicas, ligagdes covalentes e, portanto, fortes
e dificeis de romper. Os aminoacidos assumem as caracteristicas
fisicas de longas fibras chamadas de cadeias protéicas, sendo
que a queratina ¢ constituida de muitas dessas fibras, que estao
dispostas em paralelo e enroladas em torno uma das outras. Na
queratina, cuja coesio ¢ assegurada por ligagdes de enxofre e
por pontes de hidrogénio, caracteristica da estrutura queratinica,
que se formam entre dois dtomos de enxofre (-S-S-), sdo as
ligagdes mais fortes que podem ser estabelecidas entre as
cadeias polipeptidicas. Estas liga¢des sendo oxidantes sdo
sensiveis aos agentes redutores*”.

O alisamento consiste na quebra das ligagdes cruzadas
de dissulfeto entre as cadeias de polipeptidios; o alto teor de
enxoftre indica que ha mais ligagoes a serem quebradas. O cabelo
dos individuos negros ¢ idéntico ao dos brancos quanto ao seu
conteudo de aminoacidos, mas possui didmetro levemente
superior, menor conteudo de 4gua e forma anatdmica diferente,
quando visto em corte transversal. Nos individuos brancos, o
cabelo possui formato simétrico e redondo, permitindo que os
fios fiquem lisos ¢ retos, enquanto que nas pessoas negras tém
formato eliptico e achatado®’.

Os alisantes/relaxantes sdo formados por trés
componentes principais: agente alcalino, fase oleosa e fase
aquosa. Os agentes alcalinos mais utilizados so os hidroxidos
de sodio, de litio, de potdssio ou hidroxido de guanidina
conhecido como produto “sem soda” que contém a mistura de
4,0% a 7,0% p/p de hidroxido de calcio em creme e carbonato
de guanidina. Quando se misturam as duas partes sdo
produzidos carbonato de célcio e hidroxido de guanidina, sendo
este ultimo o que tem a propriedade de alisar o cabelo®’.

Os alisantes precisam de um componente alcalino forte
(pH= 12,5 a 13,9) que intumesce o cabelo, abrindo a cuticula;
isto permite que o agente alcalino penetre na fibra capilar e se
espalhe até a endocuticula; uma vez no cortex, o alisante reage
com a queratina quebrando as ligagdes estruturais do cabelo®.

Os compostos usados com hidréxidos em elevadas
concentragdes possibilitam alisar os cabelos em um tempo
muito curto, porém aumenta-se o risco de produzir danos a
fibra do cabelo ¢ devem ser manipulados com cuidado, pois
podem ser irritantes para o couro cabeludo!'-'*!*. O objetivo
deste trabalho foi estabelecer uma metodologia para
determinar a basicidade em cremes alisantes a base de
guanidina para atender a Legislagdo vigente que permite no
maximo de 7,0% (p/p) expresso em hidréxido de calcio", e
nio se encontra na literatura referéncias para esta
determinagdo em produtos alisantes a base de guanidina, os
relatos encontrados sdo relacionados as dermatites causadas
pelo uso de produtos alisantes.

MATERIAIS E METODOS

A amostra da matéria-prima utilizada de hidréxido de
cdlcio identificada com o n°. de lote k30273947 apresentou
grau de pureza de 96,9%p/p.

Nas amostras brancas (sem principio ativo) foi
determinado o teor de hidréxido de calcio utilizando os dois
métodos: modificado no laboratorio ¢ o baseado no Food
Chemicals Codex 4* edigdo®’.

Método analitico modificado

O procedimento analitico utilizado para as analises das
amostras foi modificado a partir do Food Chemicals Codex 4°
edigdo’®, com o emprego de trés amostras contendo hidroxido
de calcio nas concentragdes de 3,0%, 6% ¢ 8% p/p. Para cada
concentragio, pesou-se o equivalente a 0,1500g de hidroxido
de calcio. Foram efetuadas 8 replicatas para cada concentragio.
Cada tomada de ensaio foi transferida para um erlenmeyer
contendo agua deionizada e adicionou-se 3,0mL de 4cido
cloridrico a 10%V/V e, para melhor dissolugdo, colocou-se
em agitador magnético com aquecimento a 70°C. Apds
resfriamento da amostra a temperatura ambiente, adicionou-se
30 mL de EDTA 0,0500mol/L, 15mL de hidroxido de sédio
1,0mol/L e 300mg de indicador azul hidroxinaftol, dando-se
continuidade a titulagdo com EDTA 0,0500mol/L até ponto final
(coloracdo azul persistente).

Método Food Chemicals Codex 4 edi¢ao'’

Para comparar com o método adaptado em laboratdrio
utilizou-se a metodologia do Food Chemicals Codex 4* edicdo,
na amostra de concentragdo 6,0% por ser a concentracio mais
proxima das encontradas no comércio que € em torno de 5,0%
p/p de hidroxido de cdlcio e ser a média das concentragdes das
amostras preparadas em laboratorio. Procedeu-se pesando
quantitativamente o equivalente a 0,1500g de hidréxido de
cdlcio na amostra de 6% p/p, transferiu-se para capsula de
porcelana, secou-se em chapa elétrica em temperatura baixa
para evitar perda da amostra, em seguida queimou-se a amostra
em bico de bunsen e levou-se para mufla a 800°C, por 24 horas
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até transformacdo em cinzas. Em erlenmeyer, as cinzas foram
diluidas em acido cloridrico a 10% V/V, onde foram adicionadas
agua deionizada, 30mL de EDTA 0,0500mol/L ¢ 15mL de
hidréxido de soédio 1,0mol/L e 300mg de indicador azul
hidroxinaftol, dando-se continuidade a titulacio com EDTA
0,0500mol/L até ponto final (coloragio azul persistente).

Nos dois métodos o calculo foi efetuado considerando
que cada mL de EDTA equivale a 3,705mg de hidroxido de
calcio.

Além dos métodos acima apresentados também se
verificou o método da titulagdo por neutralizagado utilizando a
amostra contendo 8,0% p/p escolhida aleatoriamente, titulando
com HCI 1,0mol/L e fenolftaleina como indicador.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliar a metodologia adaptada em laboratorio
foram selecionados alguns atributos da validagio descritos para
a categoria titulometria'®"’,

Foi verificada a exatiddo adicionando-se
quantidades conhecidas do principio ativo a amostra branca
em trés concentragdes diferentes 3%,6% e 8%p/p além da
amostra branca e padrdo. As analises foram realizadas em
8 replicatas para as trés concentracdes, conforme Tabela
1. A reportagem dos resultados de exatiddo se deu através
da equacdo que se segue.

Exatiddo = Concentracdo x 100%
Concentragio tedrica

No teste de precisdo foi avaliado o critério repetibilidade
através da obtengado do desvio padrio e o coeficiente de variacido

que nio deve ser superior a 2% e foram calculados através do
programa Excel da Microsoft®!.

Em relagdo ao atributo linearidade, ndo se percebem
diferencas significativas entre os métodos. Todos
apresentaram uma correlagdo linear entre concentracdes
obtidas e concentragdes tedricas.

A validacdo ¢ um dos principais instrumentos da
garantia da qualidade e, com este intuito, este trabalho
buscou validar uma metodologia simples que produza
resultados satisfatorios, em um intervalo de tempo razoavel.

De maneira geral, os dois métodos poderiam ser
adotados para a quantificagdo do hidréxido de cdlcio em
amostras de produtos alisantes a base de guanidina; no
entanto, o método descrito mo Food Chemicals Codex 4*
edigdo, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 2,
apresentou uma recuperagdo menor em relagdo ao método
adaptado no laboratorio.

O método com aquecimento a seco ¢ mais demorado,
pois a queima da amostra deve ser lenta, em razdo da
possibilidade de ocorréncia de perdas por eventuais
explosdes devido a presenca de 6leo mineral na maioria das
formulagdes comercializadas.

Além da comparagdo entre os dois métodos, também,
foram efetuados testes na amostra de concentragio 8% p/p,
escolhida aleatoriamente, para a determinagdo do hidroxido
de calcio por titulometria de neutralizacdo, utilizando solugao
de 4cido cloridrico 1,0N e fenolftaleina como indicador. Os
resultados demonstrados na Tabela 3 evidenciam que a
recuperacdo média obtida de 88,1% foi inferior quando
comparada aos outros dois métodos, que apresentaram 97,5%
de recuperacdo, em média, resultado que atribuimos a presenga
de ions OH™ adsorvidos na mistura do creme.

Tabela 1. Amostras dos produtos “alisante” em diferentes concentracdes 3,0%, 6,0% e 8,0% (p/p) de hidroxido de célcio e sua

faixa de recuperagio, apos titulagdo com EDTA 0,0500 mol/L.

Concentragio Concentragio Concentragio 8%

Amostra 3% (p/p) Recuperaciao% 6% (p/p) Recuperaciao% (p/p) Recuperaciao%
1 2,88 96,0 5,99 99,8 7,80 98,0
2 2,93 98,0 6,03 100,5 7,72 97,0
3 2,90 97,0 6,02 100,3 7,75 97,0
4 2,87 96,0 6,00 100,0 7,79 97.4
5 2,87 96,0 6,02 100,3 7,85 98,1
6 2,99 99,6 6,00 100,0 7,75 96,9
7 2,90 97,0 5,99 99,8 7,80 98,0
8 2,93 98,0 5,99 99,8 7,81 98,0
Média 2,90 97,2 6,01 100,1 7,78 97,6
DP 0,04 0,01 0,04
CV(%) 1,57 0,26 0,53

DP: desvio padrao; CV: coeficiente de variagio.
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Tabela 2. Recuperagdo de hidréxido de calcio na concentragdo de 6,0%(p/p) em produtos alisantes obtido pelo método da
titulagdo com EDTA 0,0500 mol/L ¢ o método recomendado pelo Food Chemicals Codex.

Concentracio Food
Chemicals Codex.

Amostra Concentragio 6,0% (p/p) Recuperacdo % 6,0% (p/p Recuperacio %
1 5,99 99,8 5,75 96,0
2 6,03 100,5 5,75 96,0
3 6,02 100,3 5,82 97,0
4 6,00 100,0 5,70 95,0
5 6,02 100,3 5,74 97,0
6 6,00 100,0 5,81 97,0
7 5,99 99,8 5,81 97,0
8 5,99 99,8 5,86 98,0
Meédia 6,01 100,1 5,78 96,6
DP 0,01 0,05
CV(%) 0,26 0,91

DP: desvio padrao; CV: coeficiente de variagio.

Tabela 3. Recuperacdo de hidroxido de calcio na concentracio de 8,0% p/p em produtos alisantes obtido pela titulagdo direta
utilizando HCI e fenolftaleina como indicador.

Amostra Concentragao 8 % p/p Recuperacio (%)
1 7,02 87,70
2 7,11 88,90
3 7,03 87,80
4 7,07 88,30
5 7,07 88,30
6 7.01 87,62
7 7,06 88,20
8 7,02 87,70
Meédia 7,05 88,10
DP 0,03

CV (%) 0,49

DP: desvio padrao; CV: coeficiente de variagio.
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RESUMO

A Organizagao Mundial da Satde recomenda o uso do teste da pirazinamidase (PZAse) como método
alternativo para determinagao da resisténcia do Mycobacterium tuberculosis a pirazinamida, por ser um
teste rapido e de facil execucdo. Foram objetivos deste estudo: verificar a reprodutibilidade dos resultados
negativos do teste da pirazinamidase quando realizado a partir das culturas originais e de seus subcultivos
e relaciona-los com a qualidade das culturas originais e com os perfis de suscetibilidade a estreptomicina
(S), isoniazida (I), rifampicina (R) e etambutol (E). Foram analisadas 115 culturas de Mycobacterium
tuberculosis cujos cultivos originais apresentaram resultados negativos no teste da PZAse, o que representa
resisténcia a pirazinamida. A qualidade das culturas foi avaliada, anotada e um segundo teste foi realizado
a partir de subcultivos jovens e abundantes. A concordancia entre os resultados do primeiro e do segundo
teste foi de 72,2% e a qualidade das culturas mostrou correlagdo com os resultados (p< 0,001). O teste
da pirazinamidase ¢ 1til quando utilizado juntamente com técnicas de detec¢do de suscetibilidade as
drogas S,I,R,E, desde que seja realizado a partir de cultivos com boa qualidade, que permitam a utilizagao
de in6culo abundante.

Palavras-chave. Mycobacterium tuberculosis, pirazinamidase, resisténcia as drogas, qualidade da cultura.

ABSTRACT

The pyrazinamidase is a fast and easy to perform assay, recommended by the World Health Organization
as an alternative technique to determine pyrazinamide resistant Mycobacterium tuberculosis strains.
This study aimed to assess the reproducibility of negative results on pyrazinamidase assay using both
primary cultures and respective subcultures, and to correlate them with original cultures quality, as well
as their susceptibility profile to streptomycin (S), isoniazid (I), rifampin (R) and ethambutol (E). A total
of 115 Mycobacterium tuberculosis cultures were analyzed, which the original growth produced negative
results on pyrazinamidase assay, implying a resistance to pyrazinamide. The cultures quality was assessed
and recorded; a second testing was performed using recent and abundant subcultures. Results from the
first and the second tests demonstrated an agreement rate of 72.2%, and the cultures quality showed
correlation with the results (p<<0.001). Pyrazinamidase testing is useful when it is combined with other
techniques for analyzing mycobacteria susceptibility to S, I, R, E since it is performed with high quality
cultures which allow the use of abundant inocula.

Key words. Mycobacterium tuberculosis, pyrazinamidase, drug resistance, culture quality.
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INTRODUCAO

Na fase inicial do regime de tratamento da tuberculose, a
isoniazida e a rifampicina tém como fungao a eliminacao rapida de
bacilos ativos e a pirazinamida a destrui¢do dos bacilos
semidormentes situados no interior dos macrofagos. Como sao
poucas as drogas eficientes, disponiveis para o tratamento da
tuberculose, o surgimento de resisténcia a uma dessas drogas pode
representar o desenvolvimento de doenca potencialmente sem
tratamento. A multidroga resisténcia (MDR), que ¢ a resisténcia
simultinea do M. tuberculosis a isoniazida e rifampicina , é
preocupante, pois essas duas drogas representam a mais potente
combinagdo contra o bacilo da tuberculose.

A detecgdo bacterioldgica da resisténcia as drogas, além de
permitir o monitoramento dos pacientes com tuberculose, ¢ uma
das ferramentas de avaliacdo do Programa de Controle da
Tuberculose.

O monitoramento da resisténcia a pirazinamida, feito
simultaneamente as demais drogas, requer um procedimento mais
complexo. No Brasil, 0o método amplamente utilizado para detec¢do
dessaresisténcia é o das proporgdes, que além de exigir a acidificagio
do meio Lowenstein-Jensen para promover a atividade da
pirazinamida, tem sua eficacia limitada pelo longo tempo de
crescimento do Mycobacterium tuberculosis, que ¢ de
aproximadamente 30 dias'.

Em 1986 a Organiza¢do Mundial da Saude-OMS?indicou a
deteccao da enzima pirazinamidase (PZase) como método alternativo
ao das proporgoes, por ser mais simples e rapido.

As cepas de M. tuberculosis suscetiveis a pirazinamida
apresentam atividade da pirazinamidase (PZase), enzima que
converte a pirazinamida em acido pirazindico (POA) que ¢é
bactericida para essa espécie. A pirazinamidase ¢ codificada pelo
gene pncA e diversos estudos tém demonstrado que a mutagao desse
gene leva a auséncia de atividade da enzima e, conseqiientemente,
resisténcia a pirazinamida®*>67%,

Shikama et al’, em estudo piloto para implantago da técnica
da PZAse em Sorocaba/Sao Paulo, demonstraram sensibilidade de
96,4% e especificidade de 87,9% ao compararem os resultados
obtidos com esta técnica e com o método das propor¢des. Os autores
relataram que a técnica ¢ de facil execugdo e que possibilita o
fornecimento do resultado apds quatro dias de incubacao. No entanto,
deve-se ter o cuidado de utilizar indculo bacilar abundante,
proveniente de cultivos em fase exponencial de crescimento®’, para
evitar resultados falso-negativos no teste da PZAse que indicariam
resisténcia a pirazinamida.

Ha estudos demonstrando a associa¢do estatistica entre a
qualidade das culturas de M. tuberculosis e os resultados dos testes
de identificagdo e de suscetibilidade as drogas®!°. Zhang et al®
relataram diferengas de resultados dos testes da resisténcia a PZA
efetuados com subcultivos de uma mesma cultura, em dois momentos
diferentes, apos duas semanas de crescimento e apds dois meses de
crescimento. Martins et al. ' verificaram que a qualidade inadequada
de cultivos, seja por utilizagdo de meios de cultura com validade
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expirada ou por incubagio prolongada, interfere nos resultados dos
testes de suscetibilidade as drogas.

O Setor de Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz recebe
culturas de micobactérias dos laboratorios de Saude Publica do
estado de Sao Paulo, para a realizagdo dos testes de identificacdo
das espécies e de suscetibilidade as drogas. Para agilizar a liberagao
dos resultados, os testes sao realizados a partir das culturas originais
(independentemente da qualidade da mesma), desde que contenham
massa bacilar suficiente e que ndo apresentem contaminagao por
outros microrganismos.

Foram objetivos deste estudo: verificar a reprodutibilidade
dos resultados do método da PZAse, quando realizado a partir das
culturas originais e de seus subcultivos, e relaciona-los com a
qualidade das culturas originais e com os perfis de suscetibilidade a
estreptomicina (), isoniazida (I), rifampicina (R) e etambutol (E).

MATERIAL E METODOS

Entre janeiro de 2003 e dezembro de 2004, cepas de M.
tuberculosis recebidas pelo Setor de Micobactérias do Instituto
Adolfo Lutz foram submetidas ao teste de suscetibilidade a
pirazinamida, pela deteccdo da atividade da enzima
pirazinamidase®'!. O teste da pirazinamidase é realizado em meio
de 4gar adicionado de caldo Dubos, piruvato de sodio e pirazinamida
distribuido, na quantidade de 5Sml, em tubos com tampa de rosca
(16X125mm) e solidificado na posi¢ao vertical. Apos quatro dias
da inoculagdo de massa bacilar abundante e incubagdo a 37°C pode-
se evidenciar, pela revelagdo com solugdo de sulfato de ferro
amoniacal, a presenc¢a de acido pirazindico na forma de um anel
rosa na superficie do meio. A presenca do acido pirazindico indica
que o bacilo foi capaz de hidrolizar a pirazinamida e portanto, ¢
suscetivel a essa droga.

Nesse periodo, todas as culturas originais que apresentaram
resultados negativos no teste da pirazinamidase (indicagdo de
resisténcia a pirazinamida) foram subcultivadas em meio de
Lowenstein-Jensen, para repeticdo do teste. De cada uma dessas
culturas foram anotados o resultado do teste de suscetibilidade as
drogas S,LR,E e a avaliacdo da qualidade da cultura efetuada na
data de recebimento, levando em conta os aspectos microscopicos
e macroscopicos do crescimento em frascos padronizados quanto
ao tamanho e quantidade de meio de cultura. O crescimento e o
meio de cultura foram avaliados de acordo com o proposto por
Martins et al'® como segue: Boa = crescimento adequado, em frasco
com capacidade para 30ml com 15ml de meio ou em tubo de 16 ou
18X180mm com 6-8ml de meio de qualidade adequada; Regular =
crescimento adequado em frascos com meios adequados, mas com
quantidade de meio menor que a recomendada; Inadequada =
crescimento insuficiente, em meio acido ou alcalino, ou seco, ou
em frascos com presenca de agua de condensagdo ou de outros
microrganismos.

Todos os resultados foram armazenados em um banco de
dados no Epi-info 6, para analise posterior.



Yamauchi JU et al. Influéncia da qualidade das culturas de Mycobacterium tuberculosis nos resultados negativos dos testes da pirazinamidase.
Rev Inst Adolfo Lutz, 66(2): 181-184, 2007.

RESULTADOS crescimento obtido no subcultivo, 83 (72,2%) confirmaram o
primeiro resultado e 32 (27,8%) discordaram por apresentarem
Foram incluidas no estudo 115 culturas de M. tuberculosis,  atividade da enzima.

recebidas dos laboratérios de Saude Publica do Estado de Sao Paulo, A avaliagdo da qualidade das culturas originais e a correlagao
que apresentaram resultado negativo no teste da pirazinamidase. com o resultado da pirazinamidase, estdo demonstradas na Tabela 1.
Na avaliacao da qualidade, essas culturas foram classificadas Da Tabela 2, constam o perfil de suscetibilidade as drogas

como: Boa=32(27,8%), Regular=43 (37,4%) e Inadequada=40 S, I, R, E e os resultados do primeiro e do segundo teste da
(34,8%). No segundo teste da pirazinamidase, efetuado com o  pirazinamidase.

Tabela 1. Qualidade das culturas originais e resultados de dois testes da pirazinamidase realizados com as culturas originais e
com seus subcultivos.

Pirazinamidase
Qualidade da Testes concordantes: 1° (<) 2° (-) Testes discordantes: 1° (-) 2° (+) Total
cultura original Ne % N° % Ne
Boa 26 81,2 6 18,8 32
Regular 36 83,7 7 16,3 43
Inadequada 21 52,5 19 47,5 40
Total 83 72,2 32 27,8 115

Boa= crescimento adequado, em frasco com capacidade para 30ml com 15 ml de meio ou em tubo de 16 ou 18X180mm com 6-8ml de meio de qualidade adequada, Regular=
crescimento adequado em frasco e meios adequados, com quantidade de meio menor que a recomendada, Inadequada= crescimento insuficiente, em meio acido ou alcalino ou seco
ou em frascos com presenga de agua de condensagio ou contaminantes.

(-) =resultado negativo (auséncia de pirazinamidase-pirazinamida resistente)

(+) = resultado positivo (presenca de pirazinamidase-pirazinamida sensivel)

N° = niimero, %= porcentagem

Tabela 2. Perfil de suscetibilidade as drogas S, I, R, E e resultados de dois testes da pirazinamidase realizados com as culturas
originais e com seus subcultivos.

Pirazinamidase
Testes concordantes: Testes discordantes: Total
Perfil de suscetibilidade as drogas S,[LR,E 1°(-) 2°(-) 1°(-) 2°(+)
N° % N° % N°
Suscetiveis 4 16,0 21 84,0 25
~ IR 36 92,3 3 7,7 39
Q IRE 15 83,3 3 16,7 18
p= SIR 10 100,0 0 0,0 10
SIRE 13 92,8 1 7,2 14
Outras resisténcias 5 55,6 4 44,4 91
Total 83 72,2 32 27,8 15
N°=ntmero, % = porcentagem
(-) =resultado negativo (auséncia de pirazinamidase-pirazinamida resistente)
(+) = resultado positivo (presenca de pirazinamidase-pirazinamida sensivel)
S = estreptomicina, [=isoniazida,, R= rifampicina, E= etambutol
MDR = multidroga resisténcia (resisténcia simultnea a pelo menos isoniazida e rifampicina.)
DISCUSSAO E CONCLUSAO Na Tabela 1 observa-se que a porcentagem de discordancia

entre os resultados dos dois testes foi de 47,5% quando as culturas

A concordancia dos resultados do primeiro teste feitocoma  originais foram classificadas como inadequadas. Nesse caso, a

cultura original e do segundo feito com o subcultivo foi de 72,2%,  atividade da enzima so foi evidenciada por ocasido do segundo teste,
0 que demonstra boa reprodutibilidade da técnica. feito com o subcultivo de boa qualidade.
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Neste estudo observou-se correlagdo entre a qualidade
das culturas e os resultados dos testes de pirazinamidase
(p<0,001) confirmando as observagdes de estudos anteriores
sobre a influéncia da qualidade de culturas originais nos testes
de suscetibilidade as drogas®!°.

A andlise dos resultados dos testes de pirazinamidase
comparados com o perfil de suscetibilidade as drogas (S,I,R,E),
apresentados na Tabela 2, mostrou que a maioria (84%) dos
resultados discordantes ocorreu com as cepas suscetiveis as
drogas. Entre as cepas MDR ou com outro tipo de resisténcia,
a concordancia dos resultados dos dois testes foi alta (87,8%).
Essas observacdes alertam para o fato de que as cepas
submetidas ao teste de suscetibilidade as drogas, que se revelem
resistentes apenas a pirazinamida (sem atividade da
pirazinamidase), devem ser subcultivadas e ter o teste repetido
para confirmacgdo dessa resisténcia.

Esta técnica, rapida e de facil execugdo, possibilita a
obten¢do dos resultados no curto prazo de quatro dias de
incubacdo sendo um bom método alternativo aos
convencionais que, além de necessitarem meios com pH acido
para acdo da pirazinamida, necessitam de um periodo de
incubagdo mais longo.

Concluimos que a técnica ¢ util para uso conjunto com
os métodos de detecgdo de suscetibilidade as drogas S, I, R, E
mas, sugerimos que os resultados de resisténcia & PZA sejam
confirmados com a repeti¢do do teste feito a partir de indculos
abundantes provenientes de cultivos jovens.
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RESUMO

Em inquéritos caninos, realizados em municipios paulistas com autoctonia de leishmaniose visceral
americana (LVA), o desempenho do teste rapido imunocromatografico (formato “dipstick’) empregando
antigeno recombinante K39 (rK39) foi realizado em amostras de sangue total e soro de cées. Este teste
foi comparado com a técnica de RIFI e com ELISA as quais foram realizadas em amostras de soro. As
amostras foram colhidas de 1.333 cées, sendo 1199 selecionados por sorteio em municipios com
transmissdo de LVA. O grupo controle foi constituido de amostras de 134 cées portadores de outras
patologias ou residentes em areas indenes para LVA, para avaliar a especificidade do teste rapido anti-
rK39. Nos cées selecionados por sorteio, a positividade do teste rapido anti-rK39 foi de 31,3% nas
amostras de soro ¢ de 17,4% no sangue total; a RIFI ¢ o ELISA detectaram anticorpos anti-Leishmania
em 25,1% e 27,2% das amostras, respectivamente. Todas amostras do grupo controle apresentaram
resultados negativos no teste rapido. O teste rapido realizado em amostras de soro apresenta-se como
ensaio simples, rapido, de baixo custo e, portanto, adequado para ser empregado como técnica alternativa
de triagem diagnodstica em fungdo de sua especificidade para as espécies do complexo Leishmania
donovani, responsaveis pela leishmaniose visceral.

Palavras-chave. Leishmaniose Visceral, proteinas recombinantes/imunologia, técnicas imunologicas,
Leishmania chagasi.

ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis (CVL) coexists with human visceral leishmaniasis (HVL) in Brazil. Dogs
play an important role as reservoir of etiological agent, and for CVL dissemination. For diagnosing
CVL, IFA and ELISA have been routinely employed. These assays have not been suitable for diagnosis
studies owing to low sensitivity and/or specificity. The CVL diagnosis in different regions of Sdo Paulo
was assessed, comparing the performance of a immunochromatographic dipstick — based rapid test
using K39 recombinant antigen (rK39RT) on whole blood and serum samples, and with IFI and ELISA
on serum samples. The 1,333 samples dogs were tested including 1,199 samples from randomly selected
dogs from eight municipalities with CVL transmission. The control group was comprised by samples

Rev Inst Adolfo Lutz, 66(2):185-193, 2007
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from 134 animals living VL-free area or from dogs with other diseases. Of 1,199 samples, 31.3% were
positive by rK39RT on sera, and 17.4% on whole blood. Anti-Leishmania antibodies were detected in
25.1% and 27.2% of samples on IFA and ELISA, respectively. rK39RT revealed a low performance on
whole blood, however on dog serum higher number of positive samples were detected. All samples from
47 dogs with other diseases were negative on rK39RT. The rK39RT is a simple, rapid, inexpensive,
specific and sensitive, and suitable as an alternative screening testing.

Key words. Visceral leishmaniasis, recombinant protein/immunology, immunological techniques,

Leishmania chagasi.

INTRODUCAO

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por diversas
espécies de protozoarios do género Leishmania', que podem
afetar o homem. Animais silvestres e domésticos sdo os
reservatorios mais comuns doparasita, que tém como vetores,
insetos dipteros, da familia Psychodidae, sub-familia
Phlebotominae.

A leishmaniose visceral (LV) apresenta ampla
distribui¢do no Velho e no Novo Mundo, situando-se entre as
sete endemias prioritarias de aten¢do da Organizacdo Mundial
da Saude; afeta 500 mil pessoas por ano e, aproximadamente,
90% de todos os casos notificados no mundo provém de
Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Suddo®. No Novo Mundo a
doenga é conhecida como calazar neotropical ou leishmaniose
visceral americana (LVA).

A LVA tem como agente etiologico a Leishmania
(Leishmania) chagasi, e em praticamente todas as areas de
ocorréncia da doenga, Lutzomyia longipalpis® é identificado
como espécie vetora*,

A doenga ¢é restrita ao Novo Mundo e ocorre em 11
paises: Brasil, Venezuela, Guiana Francesa, Suriname, Panama,
México, Belize, Guatemala, Paraguai, Bolivia, Colombia.

De um padrdo de endemia tipicamente rural, vem
assumindo perfis epidemioldgicos distintos, sendo apontada
como uma doenga emergente, atingindo com maior freqiiéncia
e intensidade, areas urbanas e suburbanas de varias capitais ¢
cidades de médio porte do pais®®’.

No Brasil, a transmissdo autdctone de LVA esta registrada
em 20 dos 27 estados em aproximadamente 1.600 municipios.
Até meados da década de 1990 cerca de 90% dos casos humanos
ocorriam na regido nordeste®. A partir de entéo, as outras regides
geograficas mostraram significativo aumento do nimero de novos
casos anuais. Assim, no ano de 1993, enquanto a regido nordeste
foi responsavel por 93,7% da LVA notificados no pais, 3,3%
foram da regido norte, 0,7% do centro-oeste ¢ 2,3% da regido
sudeste. Com a expansdo da transmissdo para diferentes areas
do territorio brasileiro, em 2004, de um total de 3267 notificacdes,
53,2% procediam do nordeste, 16,1% do norte, 8,0% do centro-
oeste e 22,6% do sudeste do Brasil®.

As agoes do Programa de Controle da Leishmaniose
Visceral no Brasil visam os trés elementos da cadeia de
transmissdo: o vetor, o reservatorio principal (o cdo doméstico)
e 0 homem doente!®!!.
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O céo doméstico ¢ a principal fonte de infec¢do de
Leishmania, pode apresentar alto parasitismo cutaneo o que
facilita a infecgdo dos flebotomineos'>!3, exercendo papel
fundamental na introdu¢io da doenga em areas novas®!*. Diante
de sua importancia no ciclo de transmissdo da LVA, a principal
medida de controle, no Brasil, tem sido sua eliminag¢ao quando
identificado como infectado e/ou soropositivo'>.

No Brasil a LV canina coexiste com a LV humana
em todos os focos conhecidos ¢ ela precede a ocorréncia
de casos humanos!®!718,

Os caes infectados e/ou com titulos de anticorpos
especificos podem ndo apresentar sintomas da doenga, mas o
parasitismo de visceras e de pele pode ser intenso, tornando-os
bons reservatorios mesmo em fase precoce da infecgdo!!.

Na LV canina, a detec¢@o do parasita pode ser feita no
baco, figado, medula 6ssea, linfonodo e pele aparentemente
sadia, ja que os parasitas podem ser facilmente encontrados
nas células do sistema fagocitico mononuclear (SFM), porém
a sensibilidade pode variar de acordo com a condi¢@o clinica,
densidade parasitaria, material biologico, técnica diagnostica
e qualidade da coleta'®.

As técnicas moleculares, como a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), t€m sido descritas como sensiveis para a
detecgdo de Leishmania, porém ndo tem aplicagdo na rotina
diagnostica ou em larga escala.

Na impossibilidade de realizar provas para detecgdo do
parasita nos inquéritos epidemioldgicos recomenda-se a
utilizacdo de métodos de deteccdo de anticorpos especificos,
empregando-se métodos sorologicos, entretanto, em situagdes
de gravidade da LV canina, Ashford et al.'® descreveram a
auséncia de anticorpos. A experiéncia clinica em paises onde a
doenga ¢ endémica, também evidenciou que muitos animais
infectados podem permanecer soronegativos®.

Diversas técnicas tém sido avaliadas ou utilizadas na
detecgdo de anticorpos no diagndstico do calazar canino:
imunoenzimaticas??2* testes de aglutinagdo direta (DAT)»
e testes imunocromatograficos e imunoenzimaticos que utilizam
como antigenos, proteinas recombinantes derivadas de
leishmanias, como a K3926:27:28.29,

Contudo, a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
¢ o ensaio imunoenzimatico (ELISA) continuam sendo as
provas sorologicas mais utilizadas. Ambas sdo consideradas
limitadas quanto a especificidade e reprodutibilidade: devido
apresentarem reatividade cruzada com outras patologias como
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a leishmaniose tegumentar americana (LTA) e doenga de
Chagas; por utilizarem parasitas integros ou soliveis como
antigeno que limitam a padronizagdo dos testes soroldgicos;
impossibilitando o diagnostico da infec¢do durante o periodo
de soroconversdo e em cdes infectados em que ndo esteja
estimulada a producdo de anticorpos especificos. Outrossim,
os resultados da RIFI sdo influenciados pela subjetividade na
leitura das reagdes®3!32,

Em decorréncia da dificuldade em implementar agdes
contra os vetores para o controle da LVA no Brasil, os
Programas de Controle priorizam a eliminag¢do de fontes de
infecgdo, apos a realizagdo de inquéritos sorolégicos em
populagdes caninas em areas com transmissdo da infecgdo. O
diagndstico ¢ realizado em amostras de soro ou em eluatos de
sangue colhidos em papel de filtro, utilizando-se “Kits” de RIFI
e ELISA fornecidos pelo Ministério da Saude. Todos os cées
soropositivos devem ser apreendidos e eutanasiados®>34,

A superposic¢do de areas de ocorréncia da LVA com LTA
e doenca de Chagas; o intervalo de tempo longo entre a coleta
de material e o retorno dos resultados dos exames laboratoriais
para os municipios com transmissdo; a presenc¢a de cies que
ndo soroconverteram na ocasido dos inquéritos
soroepidemioldgicos e os dados subestimados ou
superestimados da prevaléncia e incidéncia da LV canina,
interferem nos programas de vigilancia, no conhecimento do
risco da transmissdo de Leishmania a populagdes humanas e
caninas e no tempo de permanéncia dos cdes infectados em
areas endémicas.

Em 1997, pela primeira vez foi detectada a presenga de
L. longipalpis em area urbana do municipio de Aragatuba, na
regido noroeste do Estado de Sao Paulo e, em 1998 foram
encontrados cdes com quadro clinico e confirmacao
parasitoldgica de leishmaniose visceral, sendo posteriormente
identificada a circulagio de L. (L.) chagasi. Em 1999 foi
relatado o primeiro caso humano autdctone no Estado de Séo
Paulo™.

Em Sao Paulo, a RIFI ¢ utilizada nas investigagdes de
foco e para a confirmagdo das amostras reagentes pelo ELISA.
O ELISA ¢ utilizado ainda para a triagem de amostras para
identificacdo de resultados negativos em inquéritos caninos
amostrais. Os “kits” utilizados para a realizacao destes testes
pelos Laboratérios de Saude Publica sdo fornecidos pelo
Ministério da Saude, os quais sdo produzidos pelo Instituto de
Tecnologia em Imunobiologicos Bio-Manguinhos da Fundagao
Oswaldo Cruz*.

Neste contexto, face as limitagdes apontadas para a RIFI
e 0 ELISA como testes padrdo para o diagndstico da LV canina,
faz-se necessario o desenvolvimento ou padronizag¢ao de novas
técnicas com niveis adequados de sensibilidade e
especificidade, de facil execucdo e interpretagdo em campo e/
ou em laboratorio, eficiéncia elevada e que possibilitem a
reducdo do custo operacional do diagnodstico da infecg¢do na
realizacdo de inquéritos caninos.

Para Badaro et al.*, o melhor caminho para melhorar a
especificidade dos testes sorologicos ¢ o uso de antigenos
especificos. Os antigenos recombinantes, espécie-especificos,
como o0 K39 e K26 sdo utilizados em ensaios imunoenzimaticos
e em testes imunocromatograficos rapidos (dipsticks) no
diagnostico sorologico da leishmaniose visceral em campo e
em laboratério na Africa e india??.

O antigeno K39 ¢ uma proteina recombinante, de peso
molecular de 39kDa, localizada no DNA do cinetoplasto de
Leishmania, constituinte de uma proteina de 230 kDa da familia
Kinesina. A proteina rK39 apresenta seqiiéncia idéntica em sete
espécies de Leishmania. A conservagdo de uma seqiiéncia de
39 aminoacidos repetitivos confere a esta proteina epitopos de
alta densidade e identidade especifica com as espécies
L. donovani, L. infantum e L. chagasi. A reatividade com outros
tripanossomatideos mostrou-se negativa e a presenca de
anticorpos anti-rK39 indicaria a infecgao ativa. O ELISA com
o emprego do antigeno rK39, apresentou 100% de
especificidade e 98% de sensibilidade na deteccdo de anticorpos
especificos no calazar na Africa e na LVA29353738,

Ha poucos estudos que relatam o uso do teste
imunocromatografico rapido anti-rK39 no diagndstico da LV
canina em inquéritos caninos. Genaro et al.”’, Franga-Silva** e
Rocha* referiram sensibilidade e especificidade variaveis do
teste rapido em estudos realizados em areas endémicas para
LVA em Minas Gerais, Brasil.

No presente estudo, pretendeu-se avaliar o diagnostico
da LV canina em condi¢des similares ao Programa de
Vigilancia e Controle da LVA do Estado de Sdo Paulo,
utilizando o teste rapido anti-rK39 realizado com sangue total,
em condi¢des de campo e com soro, em laboratorio em
inquéritos amostrais aleatdrios realizados em municipios com
transmissdo de LVA no Estado de Sdo Paulo; comparar o
desempenho desse teste imunocromatografico com os métodos
RIFI e ELISA e; discutir a relevancia e a viabilidade de seu
emprego nos Programas de Controle.

MATERIAL E METODOS

Regides e caes incluidos no estudo

A presenca de anticorpos anti-Leishmania foi pesquisada
em amostras de sangue de 1333 caes, sendo 1199 amostras colhidas
aleatoriamente por sorteio em municipios com transmissao
autoctone de LVA da regido noroeste do Estado de Sdo Paulo. Os
demais 134 animais compuseram grupos controle para a avaliagdo
da especificidade do teste rapido dos quais 47 caes de municipio
autoctone para leishmaniose tegumentar americana (LTA) e sem
registro de transmissao da LVA, porém com registro da presenca
de L. longipalpis; 40 caes de municipio autdctone para LTA, mas
sem registros de transmissdo da LVA e da presenca do vetor e; 47
cdes portadores de outras patologias (erliquiose, babesiose,
dirofilariose, toxoplasmose ¢ LTA) (Quadro 1).
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Quadro 1. Distribuicdo dos cdes cujas amostras foram analisadas por meio do teste rapido para pesquisa de anticorpos anti-

rK39 para o diagnoéstico da LV canina.

~ POPULACAO
. N2 DE CAES % DE ANIMAIS
MUNICIPIO CANINA ESTIMADA
EXAMINADOS EM 2002 (*) EXAMINADOS
CAES ESCOLHIDOS POR SORTEIO EM MUNICIPIOS COM AUTOCTONIA DE LVA E
REGISTRO DA PRESENCA DE L. longipalpis
Aracgatuba 451 28.000 1,61
Guararapes 100 9.000 1,11
Mirandopolis 99 6.000 1,65
Pereira Barreto 99 5.000 1,98
Penapolis 100 8.000 1,25
Birigui 150 14.000 1,07
Promissdo 100 8.000 1,25
Buritama 100 3.000 3,33
SUB-TOTAL 1199 81000 1,48
M UNICIPIO N? DE CAES
CAES DOMICILIADOS EM MUNICIPIOS AUTOCTONES PARA LTA SEM TRANSMISSAO
DE LVA
Itupeva
(com registro da presenga 47
de L. longipalpis)
Caraguatatuba e Ubatuba
(sem registro da presenga 40
de L. longipalpis)
CAES PORTADORES DE OUTRAS PATOLOGIAS - babesiose, erliquiose, dirofilariose,
toxoplasmose e LTA por Leishmania (V.) braziliensis
TOTAL GERAL 1333

(*) Informagdes fornecidas pelos Centros de Zoonoses Municipais.

LVA: Leishmaniose visceral americana. LTA: Leishmaniose tegumentar americana.

Amostras de sangue

As amostras de sangue foram obtidas por pungdo da
veia cefalica dos cdes, em tubos secos sem anticoagulante. Em
condicdes de campo, de cada amostra foi retirada uma aliquota
de sangue total (20-30 ul) que foi utilizada no teste rapido anti-
rK39 e o restante do material foi transportado até o laboratorio
para a realizagdo do teste rapido anti-rK39, RIFI e ELISA no
soro dos animais.

Teste rapido anti-rK39

Foi utilizado o “Kit” de reagentes Kalazar Detect™
Rapid Test - InBios Inc-Seattle, WA-USA para a detecgdo de
anticorpos para leishmaniose visceral nas amostras. A reacao
foi realizada segundo as instrugdes do fabricante. A reagdo
final ocorre entre 1 — 10 minutos ¢ a leitura ¢ realizada apos
este periodo.
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O teste rapido anti-rK39 com sangue total foi realizado
nas 1199 amostras dos cdes dos municipios autdctones para
LVA e nas amostras de cdes domiciliados em municipios
autdctones para LTA (87); o teste rapido anti-rK39 com soro
foi realizado em 1190 amostras dos cdes dos municipios
autdctones para LVA e nas 47 amostras dos cdes portadores de
outras patologias.

RIFI

Foi utilizado o “Kit” de reagentes IFI — Leishmaniose
visceral canina produzido pelo Instituto de Tecnologia em
Imunobioldgicos Bio-Manguinhos da Fundagéo Oswaldo Cruz,
que utiliza como antigeno, formas promastigotas integras de
Leishmania. A pesquisa de anticorpos foi realizada nas 1179
amostras de soro de cdes escolhidos por sorteio em municipios
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autoctones para LVA. Os soros com titulo 1:40 foram
considerados reagentes.

ELISA

Foi utilizado o “Kit” de reagentes EIE - Leishmaniose
visceral canina, produzido pelo Instituto de Tecnologia em
Imunobiolégicos BioManguinhos da Fundagao Oswaldo Cruz,
que utiliza antigeno soluvel purificado de formas promastigotas
de Leishmania, para a pesquisa de anticorpos em 997 amostras
de soro dos caes escolhidos por sorteio em municipios
autoctones para LVA. Os soros com titulos 1:100 foram
considerados positivos.

Aspectos éticos

As coletas das amostras dos animais foram realizadas por
técnicos especializados que empregaram material laboratorial
apropriado e descartavel, respeitando-se os principios éticos do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), bem
como solicitado o Termo de Consentimento livre e esclarecido
dos responsaveis pelos animais. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz— CEPIAL
em 9 de janeiro de 2006.

RESULTADOS

O teste rapido anti-rK39 apresentou intensidade de
reatividade positiva variavel podendo ser forte ou fraco.

O teste rapido anti-rK39 foi sempre negativo nas amostras
de cdes domiciliados nos municipios autoctones para LTA e em
cées portadores de outras patologias.

Ao final do estudo observou-se que o nivel de
positividade para anticorpos anti-Leishmania nos cées escolhidos
por sorteio e domiciliados em regides com transmissdo de LVA
variou em fungdo do tipo de amostra, da técnica diagnoéstica
utilizada e também do municipio (Tabela 1).

O teste rapido realizado com soro detectou anticorpos
para Leishmania em 31,3% do total das amostras processadas.
Pelo ELISA, o percentual foi 27,2% e pela RIFI, 25,1%.

Em condi¢des de campo, o teste rapido realizado com
sangue total ndo demonstrou boa performance em detectar
anticorpos anti-Leishmania em comparagido ao teste rapido
realizado em laboratdrio, com soro sangiiineo, a RIFT e ELISA.
O percentual de positividade desse teste foi de apenas 17,4%,
44,4% menor do que os 31,3% verificados no teste rapido
realizado no soro sangiiineo (Tabela 1).

A soropositividade canina variou de 3% a 38% entre
os oito municipios com transmissdo de LVA, tanto em
fung¢do do tipo de teste diagndstico como da amostra
utilizados.

Em alguns municipios foram observados resultados
com alto grau de discordancia entre as metodologias e/ou
técnicas diagnodsticas utilizadas, tendo como referéncia, as
proporgdes observadas nos resultados totais obtidos na
pesquisa de anticorpos anti-Leishmania (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados obtidos nos testes diagnosticos utilizados na pesquisa de anticorpos anti-Leishmania realizados nas amostras
dos cées selecionados por sorteio domiciliados em municipios do estado de Sao Paulo com transmissdo de LVA.

TESTE RAPIDO ANTIK39 - TESTE RAPIDO ANTI-Rk39 R SORO ELISA
SANGUE TOTAL SORO SORO
MUNICIPIO
POSITIVO NEGATIVO POSITIVO | NEGATIIVO NAO POSITIVO | NEGATIVO NAO POSITIVO | NEGATIVO NAO
(%) (%) (%) (%) REALIZADO (%) (%) REALIZADO (%) (%) REALIZADO
ARACATUBA 363 167 279 5 152 07 2 87 167 197
(451) (19,5%) (805%) (37,0%) (61.9%) (1,1%) (33,8%) (65,8%) (04%) (19,3%) (37,0%) (437%)
PEREIRA 15 84 12 87 ) 65 16 &3
BARRETO(99) (15,1%) (849%) (12,1%) (879%) ) (34,3%) (65,7%) (16,1%) (839%)
BRIGUI 25 125 54 % 1 8 128 14 21 127 2
(150) (16,7%) (833%) (36,0%) (633%) (0,7%) (5,3%) (85,3%) (94%) (14,0%) (84,7%) (1,3%)
BURITAMA 3 97 2% 75 8 R 7} 66
(100) (3,0%) (97,0%) (25,0%) (750%) (8,0%) (92,0%) (34,0%) (66,0%)
GUARARAPES 3% 65 0 68 2 3 58 4 R 67 1
(100) (35,0%) (650%) (30,0%) (68,0%) (20%) (38,0%) (58,0%) (40%) (32,0%) (67,0%) (1,0%)
MIRANDOPOLIS ) 81 3 66 i 2 70 2 70
99 (18,1%) (819%) (33,3%) (66,7%) (29,3%) (70,7%) (29,2%) (708%)
PENAPOLIS 2 79 20 79 1 15 8 i 71 2
(100) (21,0%) (790%) (20,0%) (790%) (1,0%) (15,0%) (85,0%) (27,0%) (71,0%) 2,0%)
PROMISSAQ 4 % 3 69 i 12 88 25 75
(100) (4,0%) (960%) (31,0%) (69,0%) (12,0%) (83,0%) (25,0%) (750%)
TOTAL 209 90 3N 818 9 2% 883 20 27 726 202
%) (17,4%) (826%) (31,3%) (68,7%) (0,7%) (25,1%) (74,9%) (1,7%) (27,2%) (728%) (16,8%)
TOTAL 1199 1190 9 179 20 %97 202
19 1199 1199
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Entretanto, em sete municipios, foi verificado que o teste
rapido anti-rK39 realizado com soro, detectou maior ou similar
quantidade de amostras reagentes em relagdo ao ELISA

DISCUSSAO

O conhecimento da prevaléncia real da infecg@o canina
¢ essencial para a definicdo de estratégias de controle,
adequadas ¢ adaptadas, aos diferentes perfis epidemioldgicos
regionais. Em virtude da inexisténcia ou implementagdo de
outras medidas que impeg¢am a infecgdo do vetor ou dos
hospedeiros vertebrados, a realizagdo de inquéritos caninos e
eutanasia de cdes soropositivos, até o momento, tem sido a
unica estratégia de controle disponivel direcionada a populagéo
canina ¢ adotada para execu¢do em larga escala, embora
limitada quanto a operacionalizagdo e resultados efetivos.

Assim, testes diagndsticos mais sensiveis, especificos e
de simples execucdo sdo imprescindiveis para os programas
de vigilancia e controle da LV canina e humana®.

No presente estudo, niveis de positividade foram
diferentes entre os municipios paulistas em que foram realizados
os inquéritos amostrais. Este achado poderia ser explicado pelas
variagOes da prevaléncia da LV canina em cada regido.

Grandes varia¢des de prevaléncia encontradas entre
populagdes caninas separadas por poucos quildmetros, podem
ser influéncia das condigdes ecoldgicas distintas que
determinariam a abundéncia de flebotomineos dentro de uma
area endémica, pela sobreposi¢do da LTA ou ainda resultante
das medidas de controle adotadas®40-41:4243,

Entretanto, em alguns municipios, os valores de
soropositividade verificados para os diferentes testes utilizados
na deteccdo de anticorpos anti- Leishmania e tipo de amostra
diferiram consideravelmente da positividade observada no total
de amostras processadas (Tabela 1). Assim, no municipio de
Pereira Barreto, a RIFI detectou aproximadamente o dobro de
cdes soropositivos comparada as outras técnicas; em Buritama
os percentuais de positividade foram respectivamente de 3%,
8%, 34% e 25% no teste rapido realizado com sangue total, na
RIFI, no ELISA ¢ no teste rapido realizado com soro.

E licito pensar que a existéncia de diferencas regionais
e temporais na concentragdo de animais em distintos estagios
clinicos da infec¢do e/ou distintos espectros imunitarios
possam ter atuado como interferentes explicando os achados
acima registrados.

Tanto o teste rapido anti-rK39 realizado em amostras
de sangue total e soro, quanto a RIFI ¢ ELISA apresentam
variagOes relativas a especificidade ¢ a sensibilidade frente a
diferentes antigenos e estagios da infec¢ao?”*.

A RIFI como técnica para a detecgdo de anticorpos anti-
Leishmania pode apresentar limitagdes quanto a capacidade
de identificagdo da soroconversdo em caes naturalmente
infectados, demandando em algumas situa¢des um intervalo
de até oito meses de historia®.
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Neste trabalho, o teste rapido anti-rK39 realizado em
condi¢des de campo, com sangue total, apresentou baixo
desempenho em detectar cdes soropositivos em comparagao
ao teste rapido realizado em laboratério, com soro ¢ a RIFI e
ELISA, corroborando os resultados obtidos por Genaro et al.?’
e Rocha*. E relevante que o “Kit” utilizado neste estudo é
recomendado para amostras de soro de cées.

Rocha* empregou o mesmo “kit” utilizado neste
trabalho para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania. Os
resultados revelaram baixa especificidade e alta fraggo de falso-
positivos. A autora considerou a possibilidade de algum
componente do sangue interferir na formagéo dos complexos
dos anticorpos anti-Leishmania com a proteina-A ouro coloidal
¢/ou na sua migragao até a regido onde o antigeno K39 encontra-
se fixado (linha teste); e também relatou a migracdo exagerada
de hemacias na fita quando colocada uma amostra excedente
de sangue, que dificultou a interpretag@o dos resultados. Porém,
em nossa investigagdo, a concentracdo de hemacias nas fitas
do teste rapido, realizado com aliquotas de 20-30iL de sangue
total, ndo dificultou a observag¢do dos resultados.

O teste rapido anti-rK39 realizado no soro detectou o
maior percentual de cdes soropositivos (31,3%), mas ndo muito
superior daqueles encontrados na RIFI (25,1%) e ELISA (27,2%).

Badaro et al.** e Genaro et al.”’ referem o antigeno rK39
como indicador da presenca de LV canina aguda e altamente
especifico, sendo que os primeiros autores avaliaram o teste
ELISA-rK39 e Genaro et al.?’, o teste rapido anti-rK39
(TRALJ). Entretanto, Rocha*, verificou que mais de 89% dos
cdes assintomaticos, parasitologicamente positivos,
apresentaram-se positivos no ELISA-rK39, no TRALd-campo
e no TRALd-laboratdrio.

No Mediterraneo, Chicharro et al.* investigaram 930
cdes e encontraram 91 (9,8%) animais reativos no teste rapido
anti-rK39. Destes, 42/91 (46%) eram sintomaticos; em 50/91
(56%) foram possiveis a deteccdo de DNA de Leishmania
infantum ¢ os parasitas foram isolados em 20/91 (22%) cées
sintomaticos ¢ em 14/91 (15,4%) assintomaticos.

Segundo Scalone et al.*?, a eficacia do rK39 em detectar
assintomaticos ¢ diferente entre LV canina ¢ humana. Os
autores verificaram que o tempo de soroconversdo ¢ os
resultados obtidos na RIFI e no ELISA com antigeno rK39
foram altamente concordantes no seguimento de um grupo
de cdes naturalmente infectados que fizeram parte de um
estudo que envolveu 6368 animais.

Sendo assim, a superioridade e/ou a similaridade do teste
rapido anti-rK39 realizado no soro na detecg¢do de anticorpos
anti-Leishmania frente a RIFI ¢ ELISA, constatada nesta
investigagdo, sugere que a presen¢a de anticorpos contra o
antigeno recombinante k39 foi comum nos variados espectros
imunolégicos da LV canina.

A auséncia de positividade nos cées residentes em
municipios com transmissdo autoctone de LTA ou portadores
de outras patologias reforgam a indicacdo do teste rapido anti-
rK39 como especifico.
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Muitos autores compararam a sensibilidade e a
especificidade da RIFT e do ELISA no diagndstico da LV canina,
mas alguns resultados s@o contraditdrios, inclusive quanto ao
desempenho de uma mesma técnica diagnodstica e em fungéo
da localidade estudada. De um modo geral, os estudos
disponiveis na literatura, caracterizam-se por incluir um nimero
reduzido de amostras e animais comprovadamente infectados
e/ou soropositivos, ou ainda em condi¢des que nao sdo
reproduzidas em laboratoérios que processam um grande numero
de amostras durante a realizagdo de inquéritos caninos.

Ferrer et al.?® e Courtenay et al.*’ atribuem baixa
sensibilidade a RIFI, porém em muitos paises do
Mediterraneo, a RIFI é considerada o teste padrdo-ouro para
o diagnostico da LV canina e reconhecida como o teste mais
sensivel e especifico®.

Com base na literatura cientifica, na orientacdo (bula)
que acompanha os “kits” de reagentes Bio-Manguinhos/Fundacao
Oswaldo Cruz - LV canina para RIFI e ELISA, ¢ informado que
o desempenho da RIFI para amostras de soro oscila em torno de
90% de sensibilidade e 80% de especificidade.

Para os calculos de sensibilidade e especificidade do
ELISA, a RIFI foi considerada o teste padrdo e os seguintes
indices foram obtidos: sensibilidade de 94,5% e 91,7% de
especificidade para amostras de soro; 79,4% de sensibilidade
e especificidade de 90,24% para amostras de eluato de sangue
colhido em papel de filtro.

Em Sao Paulo, Camargo-Neves* verificou que a RIFI
(“Kit” Bio-Manguinhos) foi pouco sensivel em inquéritos
realizados no municipio de Aragatuba entre 1999 e 2001, porém
a técnica apresentou alta especificidade na detecg@o de animais
infectados, visto que os resultados apresentaram boa
concordancia com o exame parasitologico.

Lira et al.* avaliaram a performance dos “Kits” Bio-
Manguinhos para a RIFI e ELISA. O ELISA revelou
sensibilidade de 72% e a RIFI, 68%; a especificidade foi de
87,5% para as duas técnicas diagnosticas. Esses percentuais
ficaram aquém dos valores referidos pelo fabricante dos “Kits”.

No presente estudo foi observada similaridade no
percentual de positividade na deteccdo de anticorpos anti-
Leishmania entre a RIFI e ELISA no total geral das amostras
processadas, sendo que em seis, dos oito municipios incluidos
no estudo, os percentuais de soropositividade do ELISA foram
préximos ou superiores aos resultados obtidos com a RIFI.
Relato semelhante foi descrito por Guimaraes et al.*® em estudo
conduzido em duas vilas com casos de LVA, no Maranhio, em
que o “Kit” Biomanguinhos foi utilizado apenas para a RIFI.

CONCLUSOES

O teste rapido anti-rK39 realizado com sangue total,
em condi¢des de campo, apresentou baixo desempenho na
detecgdo de anticorpos anti-Leishmania em caes, quando
comparado ao teste rapido realizado com soro, a RIFI e ELISA.

No entanto, o teste rapido realizado com soro,
apresentou-se como um método adequado tanto para o
diagnoéstico complementar como para a triagem de amostras
na realizag@o de inquéritos caninos em areas endémicas para
LV canina. Considerando-se ainda que no minimo, o teste foi
capaz de detectar cies soropositivos tanto quanto as técnicas
diagnésticas utilizadas pelo Programa de Controle da LVA, e
permite o processamento de um grande numero de amostras,
com poucas exigéncias técnicas e com tempo e custo
operacional reduzido.
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RESUMO

A coqueluche ¢ uma doenga respiratdria infecciosa aguda, causada por Bordetella pertussis, cocobacilos
Gram-negativos fastidiosos com requisitos nutricionais complexos. Recentemente foi descrito em varios
paises o aumento do nimero de casos da doenga - com o acometimento de populagdes vacinadas - e da sua
incidéncia em adolescentes e adultos. No Brasil, a coqueluche s6 se tornou doenga de notificagdo compulsoria
a partir de 2001. O presente trabalho avaliou o indice de positividade no diagndstico da coqueluche por
meio da técnica de cultura de secrecdo de nasofaringe, realizada segundo Regan e Lowe, 1997, e também
a sua freqiiéncia em diferentes faixas etarias, nas regides de abrangéncia dos Laboratdrios Regionais do
Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP, no periodo de 2001 a 2005. Os resultados mostraram aumento no
numero de amostras positivas a partir de 2004, o que pode ter ocorrido em func¢@o da maior conscientizagido
dos profissionais envolvidos na investigagio e notificacao da doenga. O maior ntimero de amostras positivas
deu-se na faixa etaria de 0 a 6 meses (65,0%), com predominio da faixa de 1 a 3 meses. A taxa de positividade
em adolescentes e adultos foi de 19,4%. Os dados obtidos sdo relevantes para a melhoria do diagnostico da
coqueluche na regido estudada e indicam a necessidade de informagdes adicionais para dar suporte as
estratégias de prevencdo e prover um melhor entendimento da doenga no pais.

Palavras- chaves. Bordetella pertussis, coqueluche, epidemiologia, diagnostico laboratorial.

ABSTRACT

Pertussis or whooping cough is an acute respiratory infectious disease caused by Bordetella pertussis, a
small Gram-negative coccobacillus which has complex nutritional requirements. Several countries have
recently reported an increase in pertussis in immunized populations, accompanied by a significant increase
among adolescents and adults. In Brazil, pertussis had its epidemiological surveillance established only in
2001. This study evaluated the indices of positivity on culture method performed according to Regan &
Lowe, 1997, for pertussis diagnosis in the regions enclosed by the regional laboratories of the Instituto
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Adolfo Lutz - Sdo Paulo state, Brazil, from 2001 to 2005. An increase in the number of positive samples
was observed since 2004, which could be due to a better identification of the disease by health workers
involved on its investigation, diagnosis, and notification. According to these results, the young infants
presented the highest positivity rate (age 0-6 months, 65.0%). The older age groups (adolescents and
adults) showed 19.4% of positivity. These data are relevant for monitoring pertussis diagnosis and for
conducting epidemiological studies in the studied regions, and also to provide support to prevention

programs.

Key words. Bordetella pertussis, epidemiology, whooping cough, pertussis, laboratory diagnosis.

INTRODUCAO

A coqueluche ¢ uma doenga respiratoria aguda,
infecciosa, causada por Bordetella pertussis, cocobacilos ou
bacilos curtos Gram-negativos, aerdbios estritos,
metabolicamente inativos, com crescimento 6timo em
temperatura que varia entre 35° e 37° C'. B. pertussis produz
multiplos produtos antigénicos e biologicamente ativos que sdo
responsaveis pelas caracteristicas clinicas da coqueluche. O
periodo de incubagdo ¢ comumente de 7 a 10 dias, podendo
variar de 4 a 21 dias. A doenga pode ser dividida em trés fases,
a primeira, chamada fase catarral (periodo de maior
infectividade), onde ocorre a infec¢do ou colonizagdo da
bactéria no revestimento epitelial respiratorio, e que esta
presente nas criangas € em 6% dos adultos. Tem quadro tipico
de tosse seca, especialmente noturna, que evolui em uma a duas
semanas para a segunda fase, quando ocorre a doenga
propriamente dita - fase paroxistica - com tosse constante e
repetitiva, concluindo cada epis6dio com um estridor
respiratorio caracteristico, seguido por vomitos. Por fim, a fase
de convalescenga, com diminui¢do em freqiiéncia e intensidade
da tosse e dos vOmitos. O Unico reservatorio de B. pertussis
conhecido é 0 homem e a transmisséo se da por contato direto
com os individuos sintomaticos, através das secre¢des do trato
respiratdrio e, raramente, por contato indireto com fomites. A
doenga ¢ altamente contagiosa, ¢ apresenta significativa
morbidade, particularmente em criangas®*. Criangas menores
de um ano que ainda ndo completaram o esquema basico de
imunizagdo, e adolescentes/adultos compreendem hospedeiros
suscetiveis de importancia para a doenga, com sintomas brandos
e atipicos. A imunidade que se segue a infecgdo parece ndo ser
permanente. A coqueluche ndo confere imunidade
transplacentaria e a lactagdo materna também néo protege contra
a doenga*. A antibioticoterapia de escolha sdo os macrolideos
que eliminam a presenga da bactéria nas secre¢des, 0 que
diminui os riscos de contaminagdo. E preconizada para todas
as pessoas proximas do doente, qualquer que seja sua idade ou
seu estado de imunizagdo®. A letalidade se deve em geral a
pneumonia e, nas criangas menores, a encefalopatia hipdxica.
A OMS estima que nos paises em desenvolvimento esta
letalidade seja de 1% e nos paises desenvolvidos de 0,04%°. A
principal dificuldade na vigilancia dessa doenga esta na
confirmagdo ectioldgica, pois outras doengas respiratorias
agudas, virais ou bacterianas podem provocar a “sindrome

pertussis” ou “doengas coqueluchdides”, podendo entdo ser

confundidas e classificadas como coqueluche?.

A imunizacdo tem reduzido a prevaléncia de B. pertussis
em muitos paises, no entanto, a vacina ndo confere imunidade
completa e permanente, caindo gradualmente com o passar do
tempo, ndo havendo nenhuma protecdo evidente ap6ds 12 anos*.
Desta forma, a circulagdo da bactéria permanece mesmo em
paises com elevada cobertura vacinal, acometendo criangas ndo
imunizadas (menores de seis meses), adolescentes e adultos
que ja perderam a imunidade conferida por meio de vacinagao
prévia ou infecgdo natural’$%10,

Nos anos 80, um aumento no nimero de casos de
coqueluche - com o acometimento de populagdes vacinadas - e
da incidéncia da doenga em adolescentes e adultos foi descrito
por varios paises como os EUA, Canada, Reino Unido, Franca,
Finlandia, Alemanha, Suécia, Espanha, Holanda, Russia,
Australia e Japao!1213141516  Ag razdes para este aumento ndo
estdo completamente esclarecidas e, além da perda progressiva
da imunidade induzida pelas vacinas, entre as possiveis
hipédteses surgidas para explicar o aparente ressurgimento da
doenga, incluem-se:

. Possiveis mudangas genéticas em B. pertussis, tornando

as vacinas menos efetivas;

Vacinas com poténcia diminuida;

Melhor conhecimento da bactéria;

Disponibilidade de melhores testes diagndsticos;

Maior reconhecimento pelos médicos da tosse

convulsiva em adolescentes e adultos;

. Melhoria dos sistemas de vigilancia epidemiologica,
com uma maior capacidade de detec¢do de casos e
conseqiiente aumento nas notificagdes (pseudo-epidemia
por aumento de diagndstico e notificagdes)>¢1017:18.19,
Como resposta a este aumento, varios paises

introduziram o uso da vacina acelular para coqueluche em

adolescentes e adultos?. A vacina celular aplicada em criangas

pequenas tornou-se contra-indicada em criangas maiores de 7

anos ¢ adultos pelas graves e freqiientes reacdes adversas

observadas As vacinas acelulares demonstraram ser
significativamente menos reatogénicas em lactentes, o que
estimulou a idéia de testa-las também em adultos e adolescentes.

No entanto, até onde se sabe, a resposta soroldgica as vacinas

acelulares se esvai em poucos anos e se ignora o que se sucede

com a imunidade celular. Além disso, se desconhece se ha algum
impacto benéfico da vacina acelular no transporte faringeo
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transitorio de B. pertussis. Se ndo houver nenhum, a circulagio
da bactéria continuard tanto entre vacinados como nao
vacinados. Estes fatores necessitam ser conhecidos, pois sdo
primordiais para se poder adaptar ao futuro as estratégias
vacinais adequadas®'s.

No Brasil, a vacinagdo sistematica das criangas foi
iniciada em 1983, aproximadamente trinta anos apos o inicio
da vacinacdo nos paises de economia central. A partir desta
data o numero de casos notificados caiu abruptamente,
mantendo desde entdo uma tendéncia decrescente. Com base
nos dados de notificagdo compulsoria, ndo existem ainda sinais
de reemergéncia da coqueluche no pais'®. No entanto, com o
uso da vacina que ndo permite reforcos acima dos 7 anos,
também no Brasil adolescentes e adultos que perderam a
imunidade e criangas menores de um ano, que ainda ndo
completaram o esquema basico passam a ser dois reservatorios
de suscetiveis com grande importincia para o controle da
doenc¢a*. Embora muitos paises ja tenham abolido a utiliza¢ao
da vacina DTPw, o Brasil ainda a utiliza’.

O diagnostico precoce da coqueluche e o tratamento
dos casos com antibidticos podem diminuir a severidade dos
sintomas e limitar o periodo de transmissdo. Nos casos em que
a suspeita clinica para a doenga ¢ baixa (caso esporadico, sem
vinculo epidemiologico com um caso confirmado, auséncia de
paroxismo, etc.), o diagnostico laboratorial é necessario antes
do inicio do tratamento, da investigagdo e intervencdo®. Este
diagnostico pode ser realizado por exames imunologicos,
moleculares e microbiologicos, sendo o isolamento de B.
pertussis a partir de cultura de secre¢@o nasofaringea em agar
carvao (agar Regan-Lowe) a técnica recomendada para o
diagnoéstico da coqueluche, devido a sua eclevada
especificidade?. Tem valor especial em surtos e epidemias,
quando o diagnéstico ¢ mais precoce, visto que a maior
positividade (80 a 90%) nesta técnica se da na fase inicial da
doenca (primeira semana) e¢ antes da introducdo da
antibioticoterapia®*. Entretanto, exigentes requisitos de
crescimento tornam B. pertussis dificil de cultivar. O cultivo
requer a neutralizacdo de produtos toxicos emanados de seu
metabolismo e seu crescimento ¢ lento, mais lento que o da
flora microbiana acompanhante. Dai o emprego de meios com
carvao (que ¢ absorvente) para este cultivo, adicionados de
antimicrobianos. Além destes fatores, ha outros que dificultam
o isolamento do microrganismo, como o inicio da
antibioticoterapia antes da coleta da amostra (até 4 dias ap6s o
uso de macroélidos ainda se pode detectar B. pertussis em 56%
dos pacientes, com 7 dias a cultura se negativa completamente)
e a demora nesta coleta (ap6s as primeiras 2 semanas do inicio
da doenga); o tipo de “swab” utilizado; as condigdes de coleta
e transporte e o tempo decorrido entre a coleta e a
semeadura®!¥2223, Sob condi¢des Otimas, 80% dos casos
suspeitos podem ser confirmados pela cultura. A caracterizagido
de B. pertussis ¢ importante também para se entender a dindmica
da doenca, determinar se ha relacdo entre os isolados ¢ a sua
sensibilidade aos antibidticos e também prover informagdes
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relacionadas a composic¢do apropriada da vacina a ser usada
em cada regido!>*,

A reacdo de PCR (“polymerase chain reaction) é um
método rapido, sensivel e especifico para o diagnostico da
coqueluche. Tem maior sensibilidade que a cultura e continua
positiva mesmo com o uso de antimicrobianos, desde 8§9% até
4 dias até 56% aos 7 dias. Entretanto, resultados falso-positivos
podem acontecer por contaminagao no laboratorio ou durante
a coleta da amostra, ou ainda, dependendo da especificidade
do segmento amplificado, por similitude genética com outras
bordetelas'®. Além disso, sua performance diminui ao longo da
evolugdo da doenga® e, embora seja um método ja disponivel
em alguns laboratorios, a técnica utilizada varia entre eles por
ndo haver ainda uma padronizacdo. Desta forma, a PCR pode
ser realizada desde que se acompanhe da cultura, ndo devendo
substitui-1a>618:26.27,

A vigilancia epidemiologica da coqueluche no Brasil
foi implantada no final do ano 2000, passando a ser considerada
doenga de notificagdo compulséria em 20012, Nesse mesmo
ano houve a implantagdo de um sistema de vigilancia para a
coqueluche no Estado de Sao Paulo e o Instituto Adolfo Lutz
(IAL) com suas unidades, central e regionais, € parte integrante
do sistema, realizando o diagndstico pela cultura da secrecio
de nasofaringe, método preconizado pelo Ministério da Saude
do Brasil®. Até entdo, os dados disponiveis eram decorrentes
do diagnostico clinico e/ou por métodos laboratoriais nao
especificos. A técnica de PCR ainda nio esta implantada como
rotina no Brasil*.

Este trabalho teve por objetivo avaliar o indice de
positividade no diagnéstico da coqueluche pelo método de
cultura de casos suspeitos € comunicantes, com a freqiiéncia
em diferentes faixas etarias, nas regides de abrangéncia dos
Laboratoérios Regionais do Instituto Adolfo Lutz, Sao Paulo,
SP, Brasil, no periodo de 2001 a 2005.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 1912 amostras clinicas de casos e
comunicantes com sintomas sugestivos de coqueluche, de
pacientes atendidos na area de abrangéncia dos Laboratdrios
Regionais do IAL de Campinas, Ribeirdo Preto, Sorocaba,
Presidente Prudente, Sdo José do Rio Preto, Bauru, Santos,
Taubaté, Santo André, Marilia, Rio Claro e Laboratério 1
Aracatuba — DRS-6, no periodo de janeiro de 2001 a dezembro
de 2005.

Coleta de amostras: o Centro de Vigilancia
Epidemiolégica do Estado de Sao Paulo (CVE) preconiza a
coleta do material de casos suspeitos de coqueluche
preferencialmente no inicio dos sintomas caracteristicos da
doenga (periodo catarral), antes da antibioticoterapia ou com
no maximo 2 ou 3 dias de seu inicio. Os espécimes
nasofaringeos devem ser obtidos com “swab” de algoddo
alginatado ou de Dracon®. A coleta de material de garganta ndo
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¢ recomendada, pois B. pertussis exibe um tropismo pelo epitélio
respiratorio ciliado, o qual ndo ¢ encontrado na faringe®..

Transporte de amostras: o meio de transporte de Regan-
Lowe* suplementado com 10% de sangue desfibrinado estéril
de cavalo, e cefalexina na concentracao final de 40pg/mL é um
meio nutritivo e inibe o crescimento da flora de nasofaringe
normal, melhorando deste modo a sobrevivéncia das bordetelas,
sendo o meio de transporte de escolha?. Os meios devem ser
mantidos em geladeira até a data da coleta. Apos a semeadura o
meio deve ser enviado ao laboratério o mais rapido possivel
podendo ser mantido em estufa 35-37°C por um periodo maximo
de 48 horas. O transporte deve ser feito em temperatura ambiente.

Cultura: as amostras recebidas foram semeadas em placas
de agar carvao (Oxoid Ltd., Columbia, Md.) suplementado com
10/% de sangue de carneiro ou cavalo, e 40LLg/mL de cefalexina,
como descrito por Regan e Lowe*. As placas foram entdo
incubadas a 35°C em atmosfera imida, sendo examinadas
diariamente por 10 dias consecutivos. As bordetelas sdo
presumivelmente identificadas pela morfologia tipica das
colonias que aparecem em 3 a 4 dias. As colOnias suspeitas foram
identificadas segundo Sanden e Weyant’! e Hoppe e Weiss®.

- Projeto aprovado pela CEPIAL (Comité de Etica em
Pesquisa do IAL) - processo CCD-LR n° 31/05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, no periodo estudado foram recebidas 1912
amostras para pesquisa de B. pertussis. As regides cobertas
pelos laboratdrios regionais de Ribeirdo Preto e Campinas
foram responséaveis por 60,0% e 12,4% do total de amostras,
respectivamente. No total de amostras do laboratdrio regional

de Campinas est@o incluidas também as amostras da regido de
abrangéncia do IAL de Rio Claro.

A positividade encontrada dentre as amostras analisadas
foi de 9,4%, predominando em todas as regides estudadas a
faixa etaria de 0 a 6 meses com 65,0% das amostras positivas,
o que esta de acordo com a literatura existente**!?, com maior
agrupamento na faixa de 1 a 3 meses (Tabela 1).

A taxa de positividade em adolescentes ¢ adultos foi de
19,4%, o que também esta de acordo com a literatura
existente>¢!32, No entanto, é possivel que este nimero seja
ainda maior, pois houve um grande nimero de amostras (109)
sem informacdo da idade do paciente, devido a falhas no
preenchimento correto da solicitagdo do exame, instrumento
utilizado para o levantamento de dados neste estudo (Tabela
1). Este fato prejudica a correta distribuicdo dos casos positivos
(15) contidos neste total, nas diversas faixas etarias. E
importante lembrar que a dificuldade diagnodstica da
coqueluche em adolescentes ¢ adultos, devida a sua
apresentagdo clinica atipica, potencia a disseminagdo da doenca
e contribui para a subnotificagdo®¢. Além disso, uma vez que
estes freqlientemente t€m tosse por varias semanas antes de
procurar por atendimento médico, geralmente quando isto
acontece ¢ muito tarde para que a cultura seja util. A melhora
no reconhecimento ¢ diagndstico da doenca nos grupos de
maior idade em alguns paises certamente contribuiu para o
aumento recentemente encontrado no nimero de casos em
adolescentes ¢ adultos?.

A relagdo entre a positividade e o numero de amostras,
em cada regional, foi a seguinte: 2/15 (13,3%) para Marilia;
133/1148 (11,6%) para Ribeirdo Preto; 23/237 (9,7%) para
Campinas; 10/120 (8,3%) para Sorocaba; 6/86 (7,0%) para
Santo André; 2/34 (5,9%) para Bauru; 3/92 (3,3%) para

Tabela 1. Distribui¢do numérica de casos e comunicantes* de coqueluche, segundo faixa etaria, com resultado de cultura para
Bordetella pertussis realizada nos Laboratorios Regionais do Instituto Adolfo Lutz, no periodo de 2001 a 2005.

Faixa Etaria Positivos Negativos

Caso Comunicante Total Caso Comunicante Total
0-30d 16 1 17 73 2 75
1-3m 78 2 80 355 1 356
3-6m 17 3 20 214 5 219
6-12m 7 0 7 81 8 89
1-5a 2 2 4 129 71 200
5-10a 1 1 2 59 54 113
10-15a 5 1 6 44 64 108
15-20a 8 1 9 44 61 105
Acima 20a 3 17 20 128 245 373
Ignorado 2 13 15 39 55 94
TOTAL 139 41 180 1166 566 1732

2Comunicantes: qualquer pessoa exposta a um caso de coqueluche, entre o inicio do periodo catarral até trés semanas apos o inicio do periodo paroxistico da
doenga - periodo de transmissibilidade (fonte: Ministério da Saude. Guia de vigilancia epidemiologica. 6*.ed., Brasilia. 2005%).
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Taubaté; 1/106 (0,9%) para Sao José do Rio Preto; 0/37
(0,0%) para Santos; 0/24 (0,0%) para Aragatuba; 0/13 (0,0%)
para Presidente Prudente. Acredita-se que a diferenca entre
as diversas regides estudadas, tanto quanto ao nimero de
amostras como quanto a positividade, se deva a diferencgas
de atuacdo das vigilancias em relagdo a atencgdo ao
diagnostico laboratorial da coqueluche, e/ou a endemicidade
da doenca na regido.

Embora o isolamento de B. pertussis de amostras
clinicas seja o método recomendado para o diagndstico da
coqueluche devido ao seu alto grau de especificidade, sua
sensibilidade pode variar dependendo de um certo nimero
de fatores: método de coleta, meios de transporte e
enriquecimento, condi¢des e duragdo do transporte, escolha
dos meios e dos agentes seletivos, e condi¢des de incubagdo
e duragdo?'. Embora as vigilancias das regides inseridas neste
estudo tenham sido treinadas para a coleta e envio de material,
muitos problemas foram detectados nas amostras recebidas,
como descrito a seguir:

. Preenchimento incorreto ou incompleto dos pedidos de
exame;

. Coleta em mais de 4 dias apds o inicio da
antibioticoterapia;

. Coleta de material de orofaringe ao invés de nasofaringe;

. Meio de transporte enviado sem “swab” ou com “swab”
colocado de forma inadequada no tubo;

. Crescimento de colonias em 24 horas da semeadura no

agar carvao, indicando contaminagdo na coleta ou
durante a colocacgao do “swab” no meio de transporte.
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Assim, a melhoria nas condi¢des de coleta e transporte
das amostras ¢ maior critério e rigor no preenchimento das
requisi¢cdes de exames sdo de crucial importancia para a
qualidade do diagndstico da coqueluche. “Swabs” de garganta
e da parede nasal anterior tém baixas taxas de recuperacdo de
B. pertussis, ndo sendo indicados para o diagnostico da doenga,
de modo que a coleta de material da parede posterior da
nasofaringe obtida corretamente ¢ essencial para a qualidade
dos resultados. Nos meios de cultura utilizados, B. pertussis
s apresenta crescimento em média apds trés dias de incubag@o;
no entanto, todos os laboratdrios participantes tiveram culturas
com crescimento abundante de outras bactérias em 24 horas
(dados nao apresentados), o que sugere coleta inadequada,
prejudicando ou até mesmo impedindo o crescimento posterior
de B. pertussis.

Todos estes fatores combinados diminuem a sensibilidade
do método de cultura empregado neste estudo, limitando a
deteccdo de casos positivos e, conseqiientemente, aumentando
a possibilidade de resultados falso-negativos. Mesmo assim, a
casuistica estudada neste trabalho apresentou dados suficientes
que corroboram com a literatura existente no Brasil'.

Gongalves' relata um aumento no isolamento de
B. pertussis a partir da implanta¢do do sistema sentinela da
coqueluche. Em nosso estudo, embora a positividade tenha se
mantido entre 7,2 ¢ 11,4% durante o periodo avaliado, a demanda
para o diagndstico aumentou em torno de quatro vezes - de 202
amostras em 2001 para 821 amostras em 2005 (Figura 1) - o que
pode ser devido a maior conscientizagdo dos profissionais
envolvidos na investigagdo ¢ notificagdo da doenca.
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Figura 1. Distribuicdo anual de amostras recebidas nos Laboratdrios Regionais do Instituto Adolfo Lutz para o diagndstico da
coqueluche, em relagdo a positividade, no periodo de 2001 a 2005.
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A coqueluche é uma das enfermidades imunopreveniveis
com controle epidemioldgico deficiente em todo o mundo. No
Brasil e em outros paises a principal limita¢ao para o diagnodstico
precoce desta infec¢@o é o custo e a nao disponibilidade de testes
diagnésticos em muitos laboratorios®?, o que reafirma o
importante papel do laboratério de saude publica no sistema de
vigilancia das doengas de notificagdo compulsoria. Luz et al.!
questionam o real significado da disparidade existente entre a
dindmica da coqueluche em paises desenvolvidos e no Brasil,
indagando se em nosso meio a coqueluche estaria sob controle,
como parecem indicar os dados de notificagdo, ou se existiria
uma gradual modificacdo na dinamica da transmissao, que nao
tem sido detectada pelos sistemas de vigilancia epidemiolégica.
Nao existem estudos no Brasil que possibilitem responder
inequivocamente se ha ou ndo reemergéncia da coqueluche no
pais. E possivel que a doenga esteja de fato reemergindo, mas
nao de forma perceptivel, e que continue sub-diagnosticada uma
vez que o seu diagndstico nao € rotineiramente feito em pacientes
que apresentam doenca do trato respiratorio superior.

Embora a PCR possa vir a ser um método vantajoso no
futuro, a falta de padronizacao do teste e a sua correlagdo incerta
com a doenga limitam a sua utilidade no momento, devendo ser
acompanhada da cultura sem substitui-la>?. O isolamento de B.
pertussis permanece o Unico método seguro para o diagndstico
da coqueluche, sendo a cultura imprescindivel para acompanhar
a tendéncia da doenca em diferentes regides, detectar
oportunamente surtos e epidemias, com a adog¢do de métodos de
controle, e monitorar as cepas circulantes, com estudos
moleculares e avaliagdo da sensibilidade a antimicrobianos (por
ser a droga de escolha para o tratamento da coqueluche e para a
profilaxia de contatos intimos e familiares, a vigilancia da
resisténcia a eritromicina tem papel importante no controle da
doenga’). No entanto, para se aumentar a sensibilidade da cultura
¢ imprescindivel a correta definicdo de casos suspeitos com a
coleta cuidadosa de material de nasofaringe. Embora os métodos
de coleta e transporte tenham sido padronizados pelo Ministério
da Satide/CVE-SP/TAL desde 2001, é necessario que as equipes
de saude sejam treinadas para a sua correta realizacdo. A mudanca
freqiiente nas equipes de vigilancia municipais tem sido um
grande entrave neste sentido. Acreditamos que ¢ de extrema
importancia que estas equipes sejam permanentes ¢ bem
treinadas, pois tém papel fundamental no reconhecimento do
agravo e correto encaminhamento de amostras para o diagnostico
das doencas de notificacdo no pais.
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ABSTRACT

In a prospective study, the riboflavin nutritional status was evaluated in pregnant women to whom varied
vitamin doses were given and in women who did not receive any vitamin supplementation during gestation.
Riboflavin nutritional determination was assessed by means of glutathione reductase activation coefficient
(GR-AC), and the value higher than 1.5 was considered as indicative of riboflavin deficiency. The pregnant
women were divided into four groups: 123 pregnant women to whom any vitamin supplementation were
not given, 25 who daily received 2.5 to 3.5mg of riboflavin, 53 who were daily supplemented with 1.0 to
1.7mg of riboflavin, and 22 to whom were daily given <0.85mg of riboflavin. The women group daily
supplemented with 2.5 to 3.5mg riboflavin showed the lowest riboflavin deficiency, and the other groups
(64.5%) presented vitamin deficiency with GR-AC higher than 1.5. These data suggest that the vitamin
concentrations found in the commercially available vitamin supplemented — preparations, as well as those
found in ingested food were insufficient to provide a good nutritional status for pregnant women. These
findings strongly suggest that riboflavin deficiency has in fact been a relevant public health problem in Sdo
Paulo city.

Key words. Riboflavin malnutrition, riboflavin deficiency, pregnant women, glutathione reductase

RESUMO

Neste estudo prospectivo foi avaliado o estado nutricional em riboflavina nas parturientes que faziam uso
da suplementacdo vitaminica de variadas concentracdes de riboflavina, bem como naquelas que ndo fizeram
uso de qualquer suplementagéo durante o periodo gestacional. O recurso utilizado para a avaliagdo nutricional
foi a determinag@o do coeficiente de ativagdo da glutationa redutase (CA-GRE). Os valores de CA-GRE
acima de 1,5 foram considerados como indicativos de deficiéncia de riboflavina. Foram analisados quatro
grupos de gestantes: 123 parturientes sem suplementagdo vitaminica; 25 que utilizaram formulagéo contendo
de 2,5 a 3,5mg de riboflavina; 63 parturientes que utilizaram fairmacos contendo 1,0 a 1,7mg de riboflavina
e o quarto grupo constituido de 22 mulheres que receberam formulagao contendo < 0,85mg de riboflavina.
O grupo de parturientes que apresentou menor indice de deficiéncia de riboflavina foi aquele que fez o uso
da suplementagdo vitaminica com as taxas entre 2,5 a 3,5mg de vitamina B,. Os demais grupos, com a
inclusdo daquele que ndo complementou a dieta com suplementagio vitaminica, apresentaram indices de
deficiéncias bem maiores. Esses achados indicam que as quantidades de riboflavina apresentadas nesses
farmacos, bem como na dieta alimentar, foram insuficientes para atingir niveis bioquimicos semelhantes ao
do grupo controle. No geral, foi encontrada uma incidéncia de deficiéncia de riboflavina de 64,4%, o que
permite sugerir que a arriboflavinose ¢ um importante problema de Satide Publica na cidade de Sao Paulo.
Palavras-chave. desnutri¢do, Riboflavina, gestantes, deficiéncia, glutationa redutase.
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INTRODUTION

Riboflavin or vitamin B, deficiency during gestational
period has been reported to induce some disturbances as anemia
and pre-eclampsia, and is also related to the newborn
birthweight'->3,

It is very important in several metabolic pathways and
its daily need during gestation increases about 27 % when
compared with non pregnant women*, due to increased maternal
and foetal tissue synthesis and increase in energy requirement.

Riboflavin deficiency during gestation has been reported
in several countries'>%’# and a plenty of causes may trigger it,
as mal nutrition, mal absorption, hemodilution and increasing
foetal needs along the pregnancy?. However, the most important
factor responsible for the maternal deficiency is a poor diet in
nutrients, which has been treated by vitamin supplementation,
and better intake of food rich in ribolflavin as milk, cheese,
meat, liver, cereals, eggs and fresh vegetables®.

In order to assess the nutritional status in riboflavin, the
degree of activation of erythrocyte glutathione reductase (E-
GR) by its coenzyme flavin adenine dinucleotide (FAD) has
been employed. Riboflavin is a FAD precursor, and FAD
concentration depends directly of riboflavin intake®. That being
so, initially E-GR is assayed without any FAD addition, what
gives the basal activity; when FAD is added to the reagent
system, the more activation is obtained the more it is deficient
in riboflavin. Aiming to assess the riboflavin deficiency, an
activation coefficient (AC) has been designed (AC), calculated
by the reason E-GR activity with FAD and E-GR without FAD
10, The greater the figures obtained, the greater is the deficiency.

Riboflavin deficiency in Brazil has been scarcely
ascertained, and in seventies Wilson et al."" reported clinical
signs of deficiency in 31% of a population, and Barretto et al.'
reported that 81% of pregnant women were found to be deficient
through AC determination.

Riboflavin deficiency has also been related to
cancer'*'>16 homocisteinemia'>!?, postpartum depression'®, and
anaemia'®? , This present prospective survey has been designed
to investigate the nutritional status in pregnant women who were
being supplemented with several concentrations of riboflavin
and in another group who was not receiving any vitamin
supplementation.

CASUISTICS AND METHODS

A total of 233 pregnant women who looked for a public
hospital at labour was investigated. They were 27 & 6 years old
and the gestation was between 35 and 41 weeks.

The women were grouped in the following categories:

. Group A — 25 pregnant women who were taking 2.5 to
3.5 mg riboflavin daily
. Group B- 63 pregnant women who were taking 1.0 to

1.7 mg riboflavin daily
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. Group C- 22 pregnant women who were taking < 0.85
mg riboflavin daily

. Group D — 123 pregnant women who were not taking
vitamins at all

. A group of 34 non pregnant women ranging from 23 to

48 years old who were not supplemented with vitamins
but were fed regularly with meat, milk, cereals and fresh
vegetables was taken a control.

The pregnant women were attended at Hospital e
Maternidade Leonor Mendes de Barros, a public hospital set
at East side of Sdo Paulo city, state of Sdo Paulo, Brazil. Blood
was drawn by venous puncture and collected 3:1 in ACD (citric
acid, citrate and dextrose) before delivery and kept at 4° C for
enzyme assays up to 4 days after drawing.

Blood was centrifuged a 1000 g at 4° C for 10 minutes,
the plasma was discarded, and the red cells were washed with
saline three times at 1000 g at 4° C. The buffy coat was discarded
in order to avoid leucocytes contamination. The packed red
cells were lysed 1:20 with hemolysing solution {0.7uM 2-
mercaptoethanol, 2uM nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate (NADP), 2.7uM ethylene diamine tetraacetic acid
(EDTA) pH 7.0}, submitted to freeze and thawing 3 times and
centrifuged at 10000g at 4°C for 20 minutes, and the supernatant
was employed for enzyme assay .

Glutathione reductase activity at 38°C per minute with
and without FAD was assayed according to Beutler?!, by the
glutathione (GSH) oxidation to oxidized glutathione (GSSG),
observed by nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(NADP) reduction to NADPH at 340 nm. The activity
coefficient (AC) is obtained the following formula:

E-GR activity with FAD

AC=
E-GR activity without FAD

The non-parametric Mann-Whitney statistical
method was utilized, with a significance level of 5%.

RESULTS

Table 1 depicts the AC means obtained in the studied
groups compared to the control group. This figure was obtained
with a control group of non pregnant civil servants of the
laboratory who were not taking any vitamin supplementation
but were fed with milk, meat, cereals and fresh vegetables. This
procedure was necessary as there is a fair diversity of figures
in the literature, with thresholds which varies from figures
indicating deficiency higher than 1.7%, 1.5%, 1.4, 1.3%812 to
1.2%*. According to our findings, which disclosed a mean value
of AC as 1.5 in the control group, we considered deficients the
individuals who presented figures higher than AC 1.5 for
analyzing the data obtained in studying the pregnant women.

Table 2 shows the frequency of riboflavin deficiency
taking AC>1.5 as indicative of deficiency.
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Table 1. Glutathione reductase activation coefficient (GR-AC) means in the studied groups and comparison with the control

group.
Pregnant women who were given riboflavin supplementation
Control Group A Group B Group C Group
group 2.5-3.5mg 1.7-1.0 mg <0.85mg with no supplementation
n 34 25 63 22 123
AC 1.5£0.14 1.49+0.32 1.71 £ 0.49 1.79 £ 0.55 1.76 £ 0.46
p-value 0.841 0.018* 0.004* 0.001*
*significant p<0,05.
Table 2. Glutathione reductase activation coefficient (GR-AC) frequence among the studied groups.
Pregnant women n GR-AC< 1,5 GR-AC=1,5
Group A
(2.5-3.5mg) 25 16 (64%) 9 (36%)
Group B
(1.7-1.0 mg) 63 21 (33.3%) 42 (66.7%)
Group C
(<0.85 mg) 22 6 (27.3%) 16 (72.7%)
Total
(with supplementation) 110 43 (39.1%) 67 (60.9%)
Group D
(no supplementation) 123 40 (32.5%) 83 (67.5%)

DISCUSSION AND CONCLUSION

In general terms, the lesser is the vitamin concentration
in the vitamins supplemention, the greater are the ACs, showing
that the degree of GR activation depends on the riboflavin doses.
In a matter of fact, the riboflavin supplementation given to
groups B and C was insufficient to show the same AC of the
control group.

On the other hand, the Table 2 shows that group A who
was given 2.5 to 3.5mg exhibited AC similar to the control
group, what suggests that this daily supplementation was
enough to afford good nutritional status in terms of vitamin B,
for 64% of this group, but was not sufficient to provide it for
36% . This lack of good response to these doses may be
accounted for biological variation among the individuals, to
low adherence to the treatment.

However it was occasionally found AC <1.5 in
members of groups B, C and D, possibly due to a good intake
of food rich in vegetables, milk not reported in the query,
due to misunderstanding of low educational level of some
women.

The Brazilian Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) adopted the Food and Nutrition Board of the
National Research Council from United States of 1.6 mg
recommendation for daily riboflavin need, but recently the
ANVISA published the RDC no. 269/2005% in which there is a
recommendation of 1.4mg riboflavin daily (Ingestdo Minima
Recomendada—IDR) for pregmant women in Brazil.

As the higher deficiency rates were found in the women
who were taking less than 1.7 mg (groups C and D), it is
reasonable to suggest that the IDR proposed by ANVISA is not
enough to protect the Brazilian pregnant women from vitamin
deficiency , as many authors have found 1.6mg daily
insufficient’ . In our country Barretto et al.'? have already
reported that even when were given 3 mg daily for pregnant
women along the gestational period an expressive percentage
of pregnant women still presented ACs smaller than 1.3, the
used lower threshold. It is possible that these figures could be
different whether these authors would have used AC of 1.5
instead of 1.3, but the data herein presented agree with their
findings, as the only group which presented better figures was
that who were given 2.5 to 3.5mg daily. In this report 64.4 %

203



Oshiro M et al. Riboflavin deficiency in pregnant women in a public institution of Sdo Paulo city, SP, Brazil Rev Inst Adolfo

Lutz, 66(2): 201-205, 2007.

out the 233 investigated pregnant women presented AC> 1.5,
what indicates a high riboflavin deficiency rate, a similar figure
found in Mexico® but higher than in Phillipines’ and Thailand?,
Italy?’, Spain?, Nepal®? and Zimbabwe'.

The riboflavin deficiency may be due to poor intake of food
rich in this vitamin. Velasquez-Meléndez et al.” studied the intake
of some micronutrients, among them the riboflavin in a community
of the metropolitan area of Sdo Paulo city, and among other
deficiencies the riboflavin was found to be 1.1mg daily among non
pregnant women ranging from 20 to 39 years old, approximatedly
21% less than the 1.4mg recommended by ANVISA®.

In this study the 43 % of pregnant women were not
participating of any prenatal assistencial program, a very high
rate which did not agree with Ministerio da Saude data reports,
between 1995 and 2002 the rate of women who did not receive
prenatal medical assistence decreased from 10,73% to 3,77%.

It is well known that maternal and foetal deaths are
related to gestation period and labour complications which
may be avoided by a careful and efficient pre-natal program?..
In Rio Grande do Sul state 42% of deaths by complications
during the gestation or by the delivery were observed in women
who did not have prenatal medical care®.

Some surveys have found correlation between poverty
and lack of prenatal care, although other factors as maternal
school level may also influence the enrolment of pregnant
women to prenatal medical care®!3,

These factors, poverty and school level, might account
for the high rates of prenatal care lack in this study, as most of
the population herein presented were poor and even street
(dwellers) lodgers.

Although the Programa de Humanizag¢do do Pré-Natal
e Nascimento do Ministério da Satide in Brasil has been settled
since 2000, low governamental attention on prenatal care,
delivery, puerperium as well as to newborn may account for
the high rates of neonatal and maternal mortality®.

Taking the data obtained in this survey, it is possible to
suggest that most of the pregnant women presented riboflavin
deficiency, based on the minimum AC of 1.5 to define this
deficiency. A minimum of 2.5 to 3.5mg daily riboflavin may be
acceptable to give enough protection in terms of riboflavin
nutrition, although higher dosages may be also indicated. It is
very sad however that a very high rate of women did not receive
prenatal medial care.

In conclusion, it must be pointed out that the maternal
nutritional status is fundamental for herself as well as for the
foetus, and that the prenatal medical care since the conception
is essential to provide them a good health.
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RESUMOS DE TESES E DISSERTACOES

Avaliacao das condicoes higi€énico-sanitarias do pescado beneficiado
em industrias paraenses e aspectos relativos a exposicao para consumo
em Belém, Para.

Farias, MCA. Evaluation of hygienic and sanitary quality of fish processed at industries in Northern Brazil and some
aspects of the exposition for selling in Belém city, Brazil. Belém/PA 2006. [Dissertagio de Mestrado — Area de Concentragio
Ciéncia Animal - Programa de P6s-Graduagao do Centro de Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal do Para]. Orientador:
José de Arimatéa Freitas.

Peixes, moluscos e crusticeos sao alimentos de facil digestibilidade e elevado valor bioldgico e matéria-
prima destinada ao beneficiamento e elaboragdo de derivados e sub-produtos. Como alimento e matéria-
prima para a industria, necessitam de adequados procedimentos tecnologicos para manutengdo de
estabilidade fisico-quimica, sensorial e microbioldgica. O pescado pode ser veiculador de patégenos,
necessitando também de adequados métodos analiticos que comprovem sua inocuidade como alimento.
O estado do Para ¢ um importante produtor de pescado, beneficia peixes, moluscos e crustaceos em
inumeras industrias localizadas em seu territorio e destina a produg@o ao mercado interno e externo.
Com o objetivo de avaliar a qualidade fisico-quimica e microbiolégica do pescado beneficiado em
industrias paraenses sob inspe¢ao federal, foi realizado um estudo retrospectivo abrangendo nove meses
do periodo de maio de 2005 a janeiro de 2006 com base nos resultados de analises realizadas segundo
métodos analiticos oficiais, levantados em 20 industrias e relativos a 133 amostras (51 de peixe eviscerado
congelado, 54 de filé¢ de peixe congelado, nove de peixe em posta congelado, duas de peixe inteiro
congelado, quatro de peixe eviscerado fresco, trés de caudas de lagosta congeladas e dez de camardo
sem cabega congelado); avaliadas as condi¢cdes de exposicdo e comercializagdo de 121 amostras de
peixe em nove lojas de quatro redes de supermercado; e as condi¢des de exposi¢do e comercializagdo
de 179 amostras de peixe em nove locais (seis mercados e trés feiras-livre). Os resultados demonstraram
que em elevados percentuais nas analises fisico-quimicas (determinagdo de pH, provas de reagdo de
amoénia e gas sulfidrico e bases volateis totais), sensoriais e de verificagdo de temperatura e
microbiologicas (contagem de Staphylococcus aureus, NMP de Vibrio parahaemolyticus, contagem de
coliformes fecais e pesquisa de Salmonella), o pescado beneficiado sob inspe¢ao federal foi classificado
como de elevada qualidade higi€nica e sanitaria, revelou auséncia de Salmonella spp e Vibrio
parahaemolyticus e resultado dentro do limite estabelecido para bases volateis totais em todas as amostras
analisadas. Os limites estabelecidos para a contagem de coliformes fecais, ainda que em muito baixo
percentual, foram ultrapassados em peixe eviscerado congelado, filé de peixe congelado e peixe inteiro
congelado, o que indicou para os referidos produtos provavel contaminacao fecal da agua nos ambientes
de captura ou industrias. A ocorréncia de Staphylococcus aureus em peixe eviscerado congelado e filé
de peixe congelado, ainda que também em baixo percentual, indicou provavel contaminagdo cruzada ou
manipulagdo inadequada. Nas provas de cocgao, reagdo de amdnia e gas sulfidrico foram ultrapassados
os limites em amostras de peixe inteiro congelado. Na exposi¢do para comercializa¢do, os supermercados
foram os estabelecimentos que apresentaram adequado indice de conformidade com a legislacdo
pertinente e os mercados e feiras-livre aqueles com maior inadequacao aos parametros recomendados.
O pescado beneficiado em industrias paraenses sob inspecdo federal apresentou elevada qualidade
sanitaria, em decorréncia dos resultados determinados nas analises realizadas. Medidas ¢ agdes de
vigilancia sanitaria sdo necessarias para eliminar as distorgoes observadas em canais de comercializagdo
como mercados e feiras-livre.

Dissertag@o disponivel na Biblioteca na Universidade Federal do Para
E-mail: mariado@click21.com.br
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RESUMOS DE TESES E DISSERTACOES

Monitoramento vetorial e do virus Dengue, Belo Horizonte, Minas
Gerais

Avendanha, JS. Vectorial and Dengue virus monitoring, Belo Horizonte, Minas Gerais. Belo Horizonte, MG 2006
[Dissertagdo de Mestrado. Area de Concentragdo: Epidemiologia - Universidade Federal de Minas Gerais, Escola de Veterinaria
- UFMG]. Orientador: Jenner Karlisson Pimenta dos Reis

O virus dengue, agente da febre do dengue, depende do vetor dedes aegypti para completar seu ciclo
classico homem — vetor — homem. Epidemias de dengue estdo associadas a elevadas taxas de infestagao
pelo vetor, cujo controle ¢ a principal forma de prevencdo. O objetivo deste estudo foi avaliar o
monitoramento vetorial e o viral por meio dos ovos de Aedes aegypti coletados, como ferramentas
auxiliares no combate a0 mosquito, no controle e na prevencao de epidemias por dengue. Na Pampulha,
territorio monitorado, 205 ovitrampas foram instaladas e, no periodo compreendido entre a 28 semana
epidemiolodgica de 2001 e a 27% de 2005, foram inspecionadas semanalmente para manutengdo, coleta
de ovos para contagem e eventual especificagdo. Os trés indices obtidos: indice de Positividade de
Ovitrampas (IPO), Indice de Densidade Vetorial (IDV) ¢ Indice de Densidade de Ovos (IDO) foram
pareados com as notificagdes de casos de dengue e analisados em graficos por séries temporais, o que
possibilitou a identificacdo dos niveis de infestagao vetorial associados ao favorecimento da circulagdo
viral. Os indices sugeridos como limite entre situagdes de risco e controle foram, respectivamente, 40
para IDV e 60 para IPO e IDO. O monitoramento viral, resultante da pesquisa de larvas infectadas, ndo
detectou circulagdo viral nos vetores amostrados, resultado coerente com os poucos casos de dengue
confirmados no periodo. A associagdo observada entre os niveis de infestagao vetorial e circulagao viral
confirma esse monitoramento como importante ferramenta de vigilancia, pela capacidade demonstrada
em indicar risco de epidemia. O acompanhamento continuo dos niveis de infesta¢ao vetorial juntamente
com a possibilidade de monitorar a circulacdo viral através de pesquisa viral nas larvas obtidas dos ovos
coletados justificam a implantacdo e a manutengao desse tipo de monitoramento.

Dissertagdo disponivel na Escola de Veterinaria da UFMG
E-mail: jeravendanha@yahoo.com.br
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Survey of anti-Toxoplasma gondii antibodies by modified agglutination
test in chickens slaughtered for consumption in Belém city, Northern
Brazil

Barbosa, SAA. Pesquisa de anticorpos anti-Toxoplasma gondii pelo teste de aglutinacio modificado em soros de frango
de corte abatidos para consumo em Belém-Para4, Brasil, Belém/PA 2007. [Dissertagdo de Mestrado - Area de Concentragio
Ciéncia Animal - Programa de Pos Graduagdo em Ciéncia Animal da Universidade Federal do Par4, Belém-Para, Brasil].
Orientador: José de Arimatéa Freitas.

The toxoplasmosis is a zoonotic disease caused by the obligatory intracellular parasitic protozoa
Toxoplasma gondii, that affects the man and domestic animals all over the world. 7. gondii infects
mammals and birds and has the felidae as its definitive host. 7. gondii infection in birds can be
asymptomatic, the most probable form of contamination through the ingestion of oocysts from soil,
polluted water and contaminated animals rations. Chicken’s meat is the one of the main transmission
roads for man. Because serologic diagnostic currently methods of the disease are laborious, hazard or
costly the modified agglutination test (MAT) is being employed as a simply and efficient alternative
diagnosis method in birds and other animals. With the objective of surveying the occurrence of anti-7.
gondii antibodies in cut chickens abated for consumption in the metropolitan area of Belém city, 300
serum samples coming from industrial and clandestine slaughtering, were submitted to MAT.
Anti-T. gondii antibodies were detected in one (1/300, 0,33%) sample coming from clandestine abbatoir
and none from industrial slaughter house. Although the chicken’s meat coming from industrial slaughter
house apparently wouldn’t offer risk for human contamination by 7. gondii through ingestion, the adoption
of the serologic research is recommended in any type of slaughtering and in the consumption level, as a
preventive measure against human risk. Further studies are necessary to determine the importance of
free chickens breeding as a step in the epidemiology of the toxoplasmosis in regional environment.
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RESUMOS DE TESES E DISSERTACOES

Methodological optimization for determination of benzo(a)pyrene in
cachacas by HPLC with fluorescence detection and evaluation of its
occurrence

Caruso, MSF. Otimizacio de metodologia para determinagdo de benzo(a)pireno em cachacas por CLAE com detec¢io
de fluorescéncia e avaliagio de sua ocorréncia. Sao Paulo-SP 2007. [Dissertacdo de Mestrado — Area de Concentragdo:
Pesquisas Laboratoriais em Satude Publica - Programa de Pos-Graduagao da Coordenadoria de Controle de Doengas da Secretaria
de Estado da Satde de Sao Paulo] Orientadora: Janete Alaburda.

The objectives of the present study were to compare, to adapt and to validate analytical methodology
for identification, and quantification of benzo(a)pyrene (BaP) in cachaga samples by HPLC-DF1 and
confirmation by GC/MS; also, to evaluate the BaP levels in cachacas commercialized in Sdo Paulo’s
market, and to verify which stages of one production of still cachaca could contribute for BaP
contamination. Three distinct methods for BaP extraction were studied: solid phase extraction (SFE),
liquid-liquid extraction with cyclohexane (LLE-CHX) and liquid-liquid extraction with N,N-
dimethyllformamide and cyclohexane (LLE-DMF/CHX). SFE extraction used a C18 cartridge in silica
base (500mg, 6 mL) and cyclohexane, while the LLE consisted on sample partition in appropriate
solvent and purification by column chromatography on silica gel. The extracts obtained from all extractions
were evaporated to dryness, reconstituted in acetonitrile and analyzed by HPLC-DFI1. Chromatography
separation was carried out on a column C18 (25 cm; 0.45 um; 4.6 mm) using acetonitrile/water (70:30)
as mobile phase at a flow rate of ImL/min. The response of fluorescence detector was linear for BaP
standard solutions ranging from 0.05 to 30 ppb (R>=0.9995). The detection and quantification limits
were 0.03 ppb and 0.1 ppb for all methods. Recoveries values at 3 concentration levels (0.1, 1.0, 3.0
ppb) (n=3) ranged from 82.9 to 97.0%. The averages of repeatability tests were 0.18 ppb (CV=1.7%)
for SFE, 0.15 ppb (CV=2.7%) for LLE-CHX, and 0.18 ppb (CV=2.2%) for LLE-DMF/CHX. All the
results were satisfactory, although the SFE presented advantages over LLE: reduced time of analysis,
minor use of solvent, residue discarding and analyst exposition, besides lower cost. In the study of the
cachaga processing, on the other hand, samples of sugar cane, broth, wine and recently distilled sugar
cane spirit were analyzed by LLE-DMF/CHX. The BaP contents in all samples were below detection
limit. In this study, 51 brands of cachaca were analyzed for the presence of BaP using SFE. BaP was
detected in 27 (53%) analyzed samples, ranging from not detected (LOD, 0.01 ng.mL") to 0.86 ng.mL-
1. Due to BaP carcinogenic and genotoxic potential, these data will subsidy Brazilian authorities in the
establishment of BaP maximum limit in cachagas. The strength and contents of methanol and congeners
were also determined. Out of 51 samples analyzed, 16% presented strength below the specification
(minimum 38%, in volume); 47% contained acetaldehyde above 30mg/100 mL AA, and, in 12%, the
higher alcohols concentrations were above 360 mg/100mLAA; all methanol results stood below 20 mg/
100mLAA. The drink attainment of superior quality can extend commercial borders and increase Brazilian
exportations, generating more capital and jobs.
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RESUMOS DE TESES E DISSERTACOES

Caracteres epidemiologicos clinicos e laboratoriais das Estafilococcias
em Manaus — AM

Carvalho, MAN. Epidemiologic, clinical and laboratorial characteres of Stafilococcus in Manaus-AM, AM 2006.
[Dissertagdo de Mestrado — Area de Diagnéstico e Controle de Doengas Faculdade de Ciéncias da Satide de Manaus — AM]
Orientador : Spartaco Astolfi Filho.

O S. aureus ¢ um desafio na pratica médica, por seu poder de desenvolver resisténcia aos antibidticos.
Descrever a doenga e seu agente patogénico na Amazonia se fez necessario devido a gravidade de
formas clinicas existentes e um alto grau de resisténcia entre as cepas.O trabalho identificou 55 pacientes
com cultura positiva para S. aureus no laboratério de Analises Clinicas do Hospital Universitario Gettlio
Vargas (HUGV) em um periodo de 6 meses, no universo de 847 culturas.E através de um estudo
prospectivo observacional descreveu as caracteristicas epidemiologicas, clinicas e laboratoriais desses
pacientes, fazendo uma analise comparativa entre os pacientes com S. aureus comunitario e S. aureus
hospitalar. Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Amazonas, numero 018/2005. E nele, observaram-se os seguintes resultados: maior incidéncia nos homens
60%, caucasianos 58,2% . Identificou-se 39 pacientes com S. aureus hospitalar ¢ 16 com S. aureus
comunitario. A infec¢do mais freqiiente pelo S. aureus hospitalar foi a de pele 30,8% ¢ pelo comunitario
foi a respiratodria 50,0%. O antibiograma mostrou alta resisténcia aos antibioticos beta-lactamicos 94,5%,
nos dois grupos, ¢ maior incidéncia 61,5% de S. aureus meticilina-resistentes (MRSA) nos pacientes
com S. aureus hospitalar. Ndo houve resisténcia a vancomicina.. As infec¢des por S.aureus hospitalar
70,9%, foram mais freqiientes que as infec¢des pelo comunitario 29,1%, com alta incidéncia de MRSA
61,5%, nos pacientes internados na Unidade de Tratamento Intensivo, 70,5%. Dos 55 pacientes estudados,
9 (16,4%) foram a 6bito, todos, por infecg¢do hospitalar , (p-valor < 0,05).
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RESUMOS DE TESES E DISSERTACOES

Avaliacio das expressoes imunocitoquimicas das proteinas p16™%* ¢
Ki-67 em esfregacos cérvico-vaginais colhidos em base liquida, com
diagnostico citologico negativo e ASC-US, com Captura Hibrida 2 e/
ou PCR positivos para HPV de alto risco

Namiyama,GM. Assessment of immunocytochemistry of p16'™%* and Ki-67 protein in liquid based cervical smears,
with negative and ASC-US diagnosis, with high risk HPV positive in Hybrid Capture 2 and/or PCR. Sio Paulo, 2007
[Dissertagdo de mestrado — Programa de Pos-Graduagdo da Coordenadoria de Controle de Doengas — SES]. Area de Pesquisas
Laboratoriais em Satude Publica. Orientador: Adhemar Longatto Filho.

A expressdo do oncogene E7 do HPV de alto risco é um dos responsaveis pela carcinogénese cervical,
através da sua interferéncia sobre a via Cdk-Rb-E2F resultando na progresséo do ciclo celular anormal
e superexpressdo das proteinas p16 ¢ Ki-67. O objetivo deste estudo descritivo foi avaliar, em estudo
de corte transversal, a positividade das expressdes imunocitoquimicas das proteinas pl6 e Ki-67 e
sua distribui¢do celular, nas 199 amostras citologicas de base liquida (CBL) de casos com diagndstico
negativo e ASC-US com testes de HPV de alto risco positivo determinados em pelo menos um dos
métodos de PCR e/ou HC2. Através da técnica imunocitoquimica, a expressdo positiva da proteina
p16 foi observada no citoplasma e nlicleo enquanto que a proteina Ki-67 foi apenas nuclear, quando
comparada aos seus respectivos controles positivos. A proteina p16 foi positiva em 71/101 amostras
de citologia negativa e em 12/16 amostras ASC-US, ambas associadas aos testes de HC2 e/ou PCR
positivos para HPV de alto risco. A proteina Ki-67 foi positiva em 76/101 amostras de citologia
negativa e em 12/16 amostras ASC-US, ambas também associadas aos testes de HC2 e/ou PCR positivos
para HPV de alto risco. A proporgéo de positividade de Ki-67 aumentou em paralelo com o aumento
do grau da positividade de p16 (p <0,001). A expressdo da proteina p16 e proteina Ki-67 em amostras
citologicas cérvico-vaginais colhidas em meio liquido, com HC2 e¢/ou PCR positivos para HPV de
alto risco em casos com diagndstico citologico negativo ou ASCUS detectou precocemente a presenga
de DNA-HPV através da imuno-expressdo destas proteinas. Concluimos que estes resultados poderdo
ser utilizados em estratégias de programas de prevencdo, ¢ monitorar com eficiéncia e efetividade
pacientes que poderdo desenvolver lesdes mais graves, através da detecgdo precoce das alteragdes do
mecanismo de controle do ciclo celular.
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RESUMOS DE TESES E DISSERTACOES

Efeito antioxidante do extrato de gengibre (Gengiber officinale) em
oleo de soja submetido ao aquecimento

Andreo, D. Antioxidant effect of ginger extract (Zingiber officinale) in soybean oil under heating. Sao Jos¢ do Rio Preto-
SP. 2007. [Disserta¢do de Mestrado — Area: Ciéncia e Tecnologia de Alimentos — Universidade Estadual Paulista — UNESP —
Sdo José do Rio Preto]. Orientadora: Dra. Neuza Jorge.

Os principais objetivos deste trabalho foram determinar o valor de compostos fendlicos totais e avaliar
a atividade antioxidante do extrato etanolico de gengibre adicionado ao 6leo de soja, submetido ao teste
acelerado em estufa a 60°C e a termoxidacéo a 180°C, bem como o efeito sinergistico com o antioxidante
sintético TBHQ. Rizomas de gengibre in natura foram lavados, cortados, desidratados e triturados,
para a extragdo etanolica. Neste extrato, foi determinado o valor de EC,, a atividade antioxidante
maxima e a quantidade de compostos fenolicos totais. Os tratamentos utilizados nos ensaios de teste
acelerado em estufa e termoxidagdo foram o controle (6leo de soja isento de antioxidantes), o 6leo de
soja adicionado da concentracdo de 2.500 mg/kg de extrato etandlico de gengibre, o 6leo adicionado de
50 mg/kg do antioxidante sintético TBHQ e o 6leo de soja contendo a mistura de 2.500mg/kg de extrato
de gengibre ¢ 50 mg/kg de TBHQ. No teste acelerado em estufa, as amostras retiradas nos tempos 0, 3,
6,9 e 12 dias de aquecimento, foram analisadas quanto ao indice de peroxidos e dienos conjugados. Na
termoxidacdo, as amostras retiradas nos tempos 0, 4, 8, 12, 16 ¢ 20 horas de aquecimento foram analisadas
quanto a estabilidade oxidativa, compostos polares totais, indice de perdxidos e dienos conjugados. Os
resultados obtidos das determinagdes analiticas foram submetidos as analises de varidncia, em esquema
fatorial, no delincamento inteiramente casualizado, de modo a determinar a influéncia dos fatores
tratamentos e tempos de aquecimento sobre as alteragdes nas amostras de 6leo. O valor de EC,, a
atividade antioxidante maxima ¢ a quantidade de compostos fendlicos totais, obtidos foram
42,6ug/mL, 79% e 251mg/g, respectivamente. A concentragdo de extrato de gengibre selecionada para
ser adicionada ao 6leo de soja foi 2.500mg/kg, pois apresentou maior estabilidade oxidativa, medida
pelo Rancimat a 100°C. No teste acelerado em estufa, os tratamentos em que foram adicionados TBHQ
e a mistura dos antioxidantes demonstraram maior eficiéncia contra a formagdo de peroxidos e dienos
conjugados ao final de 12 dias de aquecimento, com redugdo de cerca de 90% na formagéo de peroxidos
e cerca de 65% na redugdo dos dienos conjugados. Na termoxidagdo a 180°C por 20 horas, os tratamentos
em que foram utilizados o extrato de gengibre ¢ a mistura de antioxidantes, apresentaram maior prote¢ao
do 6leo quanto a estabilidade oxidativa, ¢ a formag@o de compostos polares totais, peroxidos e dienos
conjugados. Ao final deste trabalho foi possivel concluir que o extrato etandlico de gengibre pode ser
utilizado como antioxidante natural em dleos, gorduras e alimentos gordurosos.
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