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3. Processo de Julgamento dos Manuscritos: os trabalhos serdo aceitos para
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dos autores do mesmo indicados pelo Corpo Editoria. Caso haja divergéncia entre
Seus pareceres, 0 atigo sera encaminhado a um terceiro parecerista para decisfo. A
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qualquer momento pelos editores.
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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.
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que sgjam relevantes a revista, sendo que neste caso deverd ser enviada uma sinopse
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e portugués e apresentar no maximo 15 paginas.
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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

Os compostos fendlicos sdo estruturas quimicas que apresentam hidroxilas e anéis aromaticos, nas
formas simples ou de polimeros, que os confere o poder antioxidante. Esses compostos podem ser
naturais ou sintéticos. Quando presentes em vegetais podem estar em formas livres ou complexadas a
acUcares e proteinas. Dentre eles, destacam-se os flavondides, os acidos fendlicos, os taninos e os
tocoferdis como os antioxidantes fendlicos mais comuns de fonte natural. Considerando-se aimportancia
dos compostosfendlicos, o presente trabal ho apresenta umarevisao sobre os fendlicos mais comuns em
plantas e as principais metodol ogias usadas em andlises de alimentos, naidentificagéo e quantificacdo
desses compostos. Ha ainda a necessidade de estabel ecer umainvestigagao sistemética para preparacéo
de amostra e na determinagéo de fendlicos em alimentos, umavez que as metodol ogias correntemente
utilizadas paraaandlise de fendlicos ndo sdo total mente padronizadas, tampouco divulgadas por 6rgaos
oficiais.

Palavr as-chave. compostos fendlicos, flavondides, &cidos fendlicos, andlises de fendlicos.

ABSTRACT

Phenolic compounds are chemical structures that are composed of hydroxyls and aromatic rings, in a
simple or polymery forms, which confer antioxidant characteristic. These products can be natural or
synthetic. Phenolic compounds may be found in vegetables, and in free form or bound to sugars and
proteins. Among them, flavonoids, phenoalic acids, tannins, and tocopherol s are pointed out as the most
common natural source of anti-oxidant phenolics. Taking into account of the importance of phenolic
antioxidants, this study presents a review on the most common phenols in plants as well as the main
methodol ogiesto be employed for identifying and quantifying those compoundsin foods. Furthermore,
itisstill under the necessity of a systematic investigation for performing phenolic sample preparation
and for determining phenolic compoundsin foods, since the methodol ogies currently used for analyzing
phenolic component have not been totally standardized, and have not been made public by official
organizations.

K ey wor ds. phenolic compounds, flavonoids, phenolic acids, phenolic analyses.
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INTRODUCAO

Vé&rias fontes de antioxidantes naturais sd0 conhecidas
e algumas sdo amplamente encontradas no reino vegetal.
Diversos extratos de ervas como alecrim?, coentro?, salvia®,
tomilho e manjericdo* tém sido estudados devido o poder
antioxidante, que pode ser atribuido ao seu contetdo de
compostos fendlicos’.

Os compostos fendlicos sdo originados do metabolismo
secundario das plantas, sendo essenciais para o seu crescimento
e reproducdo, além disso se formam em condi¢des de estresse
como, infeccOes, ferimentos, radiagdes UV, dentre outros®.

Os antioxidantes podem ser divididos em duas classes:
ados com atividade enzimética e ados sem essa atividade. Na
primeira, estdo os compostos capazes de bloquear ainiciagdo
da oxidacdo, ou sgja, as enzimas que removem as espécies
reativas ao oxigénio. Na segunda classe, estdo moléculas que
interagem com as espéciesradical ares e sdo consumidas durante
a reagdo. Nesta classificag8o, incluem-se os antioxidantes
naturais e sintéticos como os compostos fendlicos’.

Esses compostos encontram-se largamente em plantas
e sdo um grupo muito diversificado de fitoquimicos derivados
de fenilalanina e tirosina. Os fendlicos, em plantas, séo
essenciais no crescimento e reproducdo dos vegetais, além de
atuarem como agente antipatogénico e contribuirem na
pigmentacdo®. Em alimentos, sdo responsaveis pela cor,
adstringéncia, aroma® e estabilidade oxidative®.

As principais fontes de compostos fendlicos séo frutas
citricas, como limao, laranja e tangerina, além de outras frutas
aexemplo dacergja, uva, ameixa, péra, macd e mamao, sendo
encontrados em maiores quantidades na pol pa que no suco da
fruta. Pimenta verde, brocolis, repolho roxo, cebola, alho e
tomate também sdo excelentes fontes destes compostos'®.

Quimicamente, os fendlicos sdo definidos como
substancias que possuem anel aromético com um ou mais
substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais®.
Possuem estrutura varidvel e com isso, sdo multifuncionais.
Existem cercade cinco mil fendis, dentre eles, destacam-se os
flavonoides, acidos fendlicos, fendis simples, cumarinas,
taninos, ligninas e tocoferois®.

Os fendlicos englobam desde moléculas simples até
mol éculas com alto grau de polimerizagdo. Estéo presentes nos
vegetais na forma livre ou ligados a agUcares (glicosidios) e
proteinas™.

Ribéreau-Gayon*? classificou estes compostos em trés
categorias: pouco distribuidos na natureza, polimeros e
largamente distribuidos na natureza.

Nafamilia dos compostos fendlicos pouco distribuidos
nanatureza, encontra-se um niimero bem reduzido, emboracom
certa freqiiéncia. Neste grupo estdo os fendis simples, o
pirocatecol, a hidroquinona e o resorcinol. Pertencem ainda a
esta familia os aldeidos derivados dos &cidos benzdicos, que
sdo constituintes dos 6leos essenciais, como a vanilina®.

Os polimeros sao a guns fendlicos que ndo se apresentam
na forma livre nos tecidos vegetais, esta familia engloba os
taninos e asligninas.

Na familia dos compostos largamente distribuidos na
natureza estéo os fendlicos encontrados geralmente em todo
reino vegetal, mas as vezes podem estar localizados em uma
sO planta. Este grupo, pode-se dividir em flavonéides
(antocianinas, flavonois e seus derivados) e acidos fendlicos
(&cidos benzdico, cindmico e seus derivados) e cumarinas™.

De acordo com seu modo de agdo, os antioxidantes,
podem ser classificados em primarios e secundéarios. Os
primérios atuam interrompendo a cadeia da reacdo através da
doacdo de elétrons ou hidrogénio aos radicais livres,
convertendo-os em produtos termodinamicamente estaveis e/
ou reagindo com os radicais livres, formando o complexo
lipidio-antioxidante que pode reagir com outro radiacal livre.
Os antioxidantes secundérios atuam retardando a etapa de
iniciag8o da autoxidagdo, por diferentes mecanismos que
incluem complexacdo de metais, sequestro de oxigénio,
decomposicédo de hidroperéxidos para formar espécie ndo
radical, absor¢do da radiacdo ultravioleta ou desativagéo de
oxigénio singlete'™.

Os compostos fendlicos sdo incluidos na categoria de
interruptores de radicais livres, sendo muito eficientes na
prevencao da autoxidacao’®.

Os antioxidantes fendlicos  interagem,
preferencialmente, com o radical peroxil por ser este mais
preval ente na etapa daautoxidagdo e por possuir menor energia
do que outros radicais, fato que favorece a abstragdo do seu
hidrogénio®’. Oradical fenoxil resultante, enborarel ativamente
estével, podeinterferir nareag&o de propagacéo ao reagir com
um radical peroxil, via interaco entre radicais. O composto
formado, por agdo daluz ultravioleta e temperaturas elevadas,
podera originar novos radicais, comprometendo a eficiéncia
do antioxidante, que é determinada pelos grupos funcionais
presentes e pela posi¢ao que ocupam no anel aromatico, bem
como, pelo tamanho da cadei a desses grupos!s2,

Este mecanismo de aco dos antioxidantes, presentes
em extratos de plantas, possui um papel importante nareducdo
daoxidacao lipidicaem tecidos, vegetal e animal, pois quando
incorporado na alimentagdo humana ndo conserva apenas a
qualidade do alimento, mas também reduz o risco de
desenvolvimento de patologias, como arteriosclerose e
cancer'®,

A atividade anticarcinogénica dos fendlicos tem sido
relacionadaainibicéo dos canceres de célon, eséfago, pulméo,
figado, mamae pele. Os compostosfendlicos que possuem este
potencial sdo resveratrol, quercetina, acido caféico eflavonoist.

Considerando aabundénciananaturezae aimportancia
dos compostos fendlicos devido a suainfluéncia na qualidade
dos alimentos, este trabalho apresenta uma revisdo sobre
compostos fendlicos e as principais metodologias usadas em
andlises de alimentos.
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Tipos de compostos fendlicos

A diversidade estrutural dos compostos fenolicos deve-
se agrande vari edade de combinagfes que acontece nanatureza
€ 0s compostos resultantes sao chamados de polifendis. Estas
combinagdes fendlicas podem ser categorizadas em varias
classes como mostradas na Tabela 1222, Dentre os fendlicos,
destacam-se os flavonoides, os acidos fendlicos, os taninos e
os tocoferdis como os mais comuns anti oxidantes fendlicos de
fonte natural .

Tabela 1. Classe de compostos fendlicos em plantas.

Classe Estrutura

Fendlicos simples, benzoquinonas C,

Acidos hidroxibenzdicos C.—C,
Acetofenol, acidos fenilacéticos C.—C,
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropanéides C—C,
Nafitoquinonas C—C,
Xantonas C—C—C,
Estilbenos, antoquinonas CC—C,
Flavondides, isoflavondides C.—C.—C,
Lignanas, neolignanas (CC),
Biflavondides (CC,—C),
Ligninas (CCy,
Taninos condensados (CC, ),

Os flavon6ides sdo compostos largamente distribuidos
no reino vegetal, encontram-se presentes em frutas, folhas,
sementes e em outras partes da planta na forma de glicosidios
ou agliconas. S&o compostos de baixo peso molecular,
consistindo em 15 atomos de carbono, organizados na
configuragdo C~C,-C 2.

A estrutura quimica dos flavonoides consiste em dois
anéis arométicos, denominados anel A e B, unidos por trés
carbonos que formam um anel heterociclico, denominado anel
C (Figural). O anel aromatico A é derivado do ciclo acetato/
malonato, enquanto o anel B é derivado da fenilalanina®.
VariacBes em substituicdo do anel C padréo resultam em
importantes classes de flavondéides, como flavondis, flavonas,
flavanonas, flavandis (ou catequinas), isoflavonas e
antocianidinas®. Substitui¢es dos anéis A e B originam
diferentes compostos dentro de cada classe de flavonéides™.
Estas substitui¢des podem incluir oxigenagdo, alquilagéo,
glicosilagdo, acilacdo e sulfacdo.

O

C
=

Figura 1. Estrutura quimica dos flavonéides.

Os acidos fendlicos caracterizam-se por terem um anel
benzénico, um grupamento carboxilico e um ou mais
grupamentos de hidroxilae/ou metoxilanamol écula, conferindo
propriedades antioxidantes para os vegetais®.

Osé&cidosfendlicos consistem em dois grupos, derivados
do &cido hidroxibenzéico e derivados do &cido hidroxicinamico
(Figura 2). Os &cidos hidroxibenzéicos incluem os &cidos
gdlico, p-hidroxibenzdico, protocatecuico, vanilico e siringico,
que tém estrutura comum, C—C *; enquanto os acidos
hidroxicinamicos, sdo compostos arométi cos com trés carbonos
queformam umacadeialateral (C.—~C,), como os &cidos caféico,
ferdlico, p-cumarico e sinaptico, sendo os mais comuns™,

a)
R
OH

R; COOH

Adido p-hidroxibenzdico: R, =R, =H
Adido protocatecuico: R, = OH, R, =H
Adido vanilico: R, = OCH,, R,= H
Adido siringico: R, =R, = OCH,
b)

R
OH

Ry 2 CooH

Acido p-cumérico: R, =R, =H
Adido caféico: R, = OH, R, =H
Acido fertlico: R, = OCH,, R, = H

Figura 2. Estrutura quimicados &cidos hidroxibenzéicos (a) e
hidroxicinamicos (b).

Os acidos sinapticos, ferdlico e p-cumarico séo
antioxidantes mais ativos do que os derivados do acido
benzdico, tais como &cido protocatecuico, siringico evanilico®.
I sso sedeve aduplaligagéo presente namol éculados derivados
do &cido cinamcio, que participada estabilidade do radical por
ressonancia de deslocamento do elétron desemparelhado,
enquanto que os derivados do &acido benz6ico ndo apresentam
essa caracteristica?.

Ostaninos possuem o peso molecular relativamente alto,
constituem uma classe de polifendis e, segundo a estrutura

3
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guimica, sdo classificados em taninos hidrolisaveis e taninos
condenséveis®.

Os taninos condensaveis, denominados proantocia-
nidinas, sdo oligdmeros e polimeros de flavan-3-ol (catequina)
e/ou flavan-3,4-diol (leucocianidina), produtos do metabolismo
do fenilpropanol (Figura 3). As proantocianidinas, assim
denominadas, provavel mente pel o fato apresentarem pigmentos
avermel hados da classe das antocianidinas, como cianidina e
delfinidina, apresentam uma rica diversidade estrutural,
resultante de padrdes de substitui ¢des entre unidades flavanicas,
diversidade de posic¢oes entre suas ligagoes e estereoquimica
de seus compostos®.

OH
OH
HO @]
OH
OH
Flavan-3-ol
OH
OH
HO @]
HO

OH OH
Flavan-3,4-diol

Figura 3. Estrutura quimica de flavan-3-ol e flavan-3,4-diol.

Os taninos hidrolisaveis séo ésteres de acidos galico e
elagicos glicosilados, formados a partir do chiquimato, onde
os grupos hidroxilas do agUcar so esterificados com os &cidos
fendlicos. Os taninos elagicos sdo muito mais freqlentes que
os galicos, e é provavel que o sistema bifenilico do acido
hexaidroxidifenilico sgjaresultante daligagdo oxidativa entre
dois &cidos galicos43031,

Ostocoferdis sdo compostos monofendlicos, existentes
em vegetais, principal mente em sementes ol eaginosas e fol has,
gue possuem atividade antioxidante e de vitaminaE. Elesestdo
agrupados em duas séries de compostos que possuem estrutura
guimica semelhante e recebem o nome genérico de tocois e
tocotrienois (Figura4). Os compostos da série tocdis possuem
em cadeiasaturadaligadaao anel e séo denominadostocoferdis,
enquanto que os da série tocotriendis possuem cadeia

4

insaturadat®. A nomenclatura desses compostos recebem o
prefixo dea, B, 7y, & dependendo do nimero e posi¢ao do grupo
metilaligado ao anel aromatico. O a-tocoferol € o composto
gue apresenta maior atividade de vitamina E®.

A atividade antioxidante dos tocoferdis decresce do
composto & para o a-tocoferol, assim, o 4-tocoferol € o mais
efetivo antioxidante, o B e y-tocoferol tém atividade
intermedidria e o a-tocoferol apresentaamais baixaatividade
antioxidante®23,

R1
HO
R; 0~ “CHj
R3

o - toco: Rj=R,=R;=CH;

B -toco: Ry =R3;=CH;3;=CH;;R,=H
y-toco: R,=R3=CH;;R;=H
d-toco: Riy=R,=H;; R3=CH

CH, CH, CH,4
R o — =
, CH,4
tocotrienol
CH, CH,4 CH,4
RV\)\W
CH,4
tocoferol

Figura 4. Estrutra quimica do tocoferol e tocotrienol.

Analise e quantificacdo de fendlicos

Diversos pesquisadores tém trabalhado na separacéo,
identificac@o, quantificagdo e aplicacdo dos compostos
fenolicos em alimentos, enfrentando muitos problemas
metodol dgicos, pois, além de englobarem uma gama enorme
desubstancias, s8o, namaioriadas vezes, de grande polaridade,
muito reativos e susceptiveis a agdo de enzimas'4.

Os métodos realizados em analises de compostos
fendlicos podem ser classificados em determinagdo de
compostos fendlicos totais, quantificacdo individual e/ou de
um grupo ou classe de compostos fendlicos™.

A andlise de compostos fendlicos € influenciada pela
natureza do composto, o0 método de extragdo empregado, o
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tamanho da amostra, o tempo e as condi¢fes de estocagem, o
padrdo utilizado e a presenca de interferentes tais como ceras,
gorduras, terpenos e clorofilas?.

Aindanéo se desenvolveu um método satisfatorio para
a extracdo de todos ou de uma classe especifica de fendlicos
presentes nos alimentos. A solubilidade dos fendlicos variade
acordo com a polaridade do solvente utilizado, o grau de
polimerizagdo dos fendlicos e suas interagBes com outros
constituintes dos alimentos. Os solventes mai s utilizados para
aextracao destes compostos sdo metanol, etanol, acetona, agua,
acetato de etila, propanol, dimetilformaldeido e suas
combinactes’.

Outro aspecto importante no desenvolvimento de
métodos de quantificagdo de compostos fendlicos é a
dificuldade de se encontrar um padr&o especifico e conveniente,
devido acompl exidade das substancias fendlicas presentes nos
alimentos e as diferencas de reatividade entre estas substancias
e 0s reagentes™.

M étodos espectrofotométricos

V &rios métodos espectrof otométri cos paraquantificagcdo
de compostos fendlicos em alimentos tém sido desenvolvidos.
Esses métodos sdo baseados em diferentes principios e sdo
usados para quantificar fendlicos totais®*, determinar um
composto fendlico especifico®™* ou umaclasse de fendlicos®#.

O método de Folin-Denis é o mais utilizado para a
determinacdo de fendlicos totais em vegetais’. Este método
descrito por Swain e Hillls* baseia-se na reducdo do acido
fosfomolibdico-fosfotingstico pelas hidroxilas fendlicas,
produzindo um complexo de coloragdo azul que absorve entre
620 e 740 nm com um comprimento de onda méaximo em 725
nm. A reacdo ocorre em meio alcalino e a solucéo saturada de
carbonato de sodio é abase maisindicada. O método de Folin-
Denis, no entanto, ndo € um método especifico, poisdetermina
todos os fendlicos presentes, além de substancias redutoras
adicionadas aos alimentos ou naturalmente presentes que podem
interferir nos resultados.

Um aspecto importante a ser considerado neste método
€ a escolha do padrdo. Os mais utilizados tém sido o acido
ténico e a catequina, entretanto, estes compostos apresentam
reatividades diferentes frente ao reagente de Folin-Denis™.

Muitas vezes o reagente de Folin-Denis é substituido
pelo de Falin-Ciocalteu®. Este Gltimo é mais sensivel areducéo
pelosfendisediminui atendénciaaprecipitagdo. Asprincipais
diferencas entre estes dois reagentes € o uso de sulfato delitio,
a presenca de acido hidrocloridrico e o longo tempo de
aquecimento para a preparacdo do reagente de Folin-
Ciocalteu®*®,

Paraambos ostestes, o nimero de grupos hidroxilas ou
de grupos potencialmente oxidaveis controla a quantidade de
cor formada. O grupo fendlico deve estar naformade fenolato
paraos anions molibdo e tungstofosfato produzirem a oxidacdo.
As moléculas reduzidas sdo azuis e as ndo reduzidas séo
amarelas. Estas Ultimas se decompdem vagarosamente em pH

alcalino, o qual é necessario para a manutencdo do fenol na
forma de fenolatc®.

Este método espectrof otométrico, independente do tipo
de reagente utilizado, Folin-Denis ou Folin-Ciocalteu, ndo é
um método especifico, pois detecta todos os grupos fendlicos
presentes no extrato, incluindo aguelas proteinas extraivels.
Outra desvantagem ¢€ a interferéncia de reduzir substancias
como &cido ascorbico®.

Price e Butler®® desenvolveram um método funda-
mentado naredugdo do ion férrico aion ferroso pelashidroxilas
fendlicas, seguido pela formagdo de um complexo de
ferrocianeto ferroso, conhecido como azul da Prissia, que
apresenta um maximo de absor¢do a 720 nm. A habilidade dos
compostos fendlicos reduzirem o ion férrico depende da
hidroxilacdo e do grau de polimerizac8o destes compostos.
Além da falta de especificidade, este método apresenta
problemas como ainstabilidade de solugdes diluidas de cloreto
férrico, aumento da absorbancia na presenca de solventes
orgéanicos e a impregnacdo da cor azul na vidraria utilizada,
inclusive nas cubetas do espectrofotémetro.

O teste da vanilina, descrito por Swain e Hillls7, é
largamente utilizado para quantificar proantocianinas (taninos
condensados) em vegetais’, parti cularmente em grao™. Baseia-
se na reagdo da vanilina a 1% com o fendlico em meio
fortemente acido, um composto colorido com méaximo de
absorcdo a500 nm*, Este teste é especifico paraflavan-3-als,
di-hidrochal conas e proantocianinas que possuem umaligacdo
simples na posi¢do 2-3 e uma hidroxila livre na posi¢éo meta
do anel B“.

Price et al.*° estudaram sobre o uso do teste de vanilina
paraadeterminacdo de taninos. Os autores recomendaram um
tempo mais curto na extracdo das amostras, a reducdo da
concentragéo da vanilina (0,5%) e do écido cloridrico (4%), a
fixac8o da temperatura em 30°C e a utilizag8o do extrato o
mais rapido possivel. Além disso, mostraram gque ainclinagdo
dacurvanareacdo entre a catequinae avanilinaé diferente do
gue entre o tanino e avanilina e que ao se utilizar a catequina
como padrdo para a dosagem de taninos estes séo
superestimados.

Dentre os métodos de dosagem dos taninos que fazem
uso da complexagdo com proteinas, o de Hagerman e Butler?
tem sido o mais utilizado. Através da adi¢éo de uma solugéo
padrdo de proteina ao extrato contendo tanino forma-se um
complexo que apos separacao por centrifugacéo é dissolvido
com dodecil sulfato desodio (SDS) emmeio acaino. Adiciona
se solucdo de cloreto férrico que reage com o tanino formando
um composto colorido com um méximo de absorg¢éo a510nm.
A absorbancia € uma fungdo linear do teor de tanino ou de
acido tanico para quantidades que variam de 0,20 a 1,00mg.

Vérios estudos foram realizados para desenvolver um
método espectrofotométrico UV simples e satisfatorio®. Os
fendlicos s mples possuem absorgdo maximaentre 220 e 280nm’,
porém sua absorcdo € afetada pela natureza do solvente
empregado e o pH da solugéo. Além disso, a possibilidade de

5
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interferéncia dos raios UV sobre proteinas, acidos nucléicos e
aminoacidos devem ser considerados. Diante disso, o
desenvolvimento deum UV satisfatorio éumatarefadificil, aém
do material a ser analisado. Ambas as técnicas,
espectrofotométricas UV e espectroscopicas visiveis, sdo
freqUentemente usados para identificacdo de combinacdes
fendlicas isoladas, particularmente flavonoides e também para
identificar apresencade combinagtes fendlicas predominantes®.

M étodos eletroquimicos

Os métodos e etroquimicos também so muito (teis na
andlise de fendlicos em alimentos. Estes métodos podem ser
utilizados para determinar o potencial redutor de compostos
fendlicos, identificar mecanismos de oxidagdo, identificar
flavonoides através da comparagdo com um padréo e determinar
o patencia redutor deum fendlico desconhecido. O conhecimento
do potencia redutor € de grande interesse para a indUstria de
alimentos, poisfendlicos oxidados podem afetar negativamentea
qualidade de vinhos, cervejas, sucos de uva, etcd5L,

M étodos cromatogr aficos

A cromatografiagasosa (CG) eacromatografialiquida
dealtaeficiéncia(CLAE) sdo técnicas usadas tanto naseparacao
guanto naquantificagéo de compostosfendlicos. A elucidagéo
de estruturas tem sido realizada através da combinacéo de GC
e CLAE com aespectrometriade massa, além de outrastécnicas
relevantes®.

Diversas técnicas de CG tém sido empregadas na
separacdo e quantificacdo de acidosfendlicos™, i soflavonas™,
aldeidos fendlicos® e mondmeros de taninos condensados™.
Inovacdes na CG como colunas de alta temperatura,
controladores de pressdo e detectores el etrénicos melhoraram
significativamente a resolucdo e também tém aumentado o
acance de substancias de alto peso molecular que podem ser
analisadas por GC. A preparacdo de amostras para CG poder
incluir aremocéo delipidios do extrato, liberagéo de fendlicos
de éster eglicosidio titulados por alcali®?%, &cidos e hidrélises
enziméticas™.

Ha algumas metodologias descritas para a andlise de
compostos fendlicos por cromatografiaagas, baseadanas suas
caracteristicas de polaridade. Os é&cidos fendlicos, muito
presentes em especiarias, sdo substancias que possuem alta
polaridade e baixa pressdo de vapor. Tais caracteristicaslevaram
alguns autores a descrever processos distintos para
derivatizacao e condi¢bes de andlises cromatograficas,
objetivando umamel hor técnicadeisolamento e caracterizacéo
destes compostos’.

Astécnicas de CLAE sdo extensamente usadas tanto na
separacao quanto na quantificacao de combinactes fendlicas.
Varias fases moveis estdo disponiveis para a andlise de
antocianinas, procianidinas, flavononas e flavonais, flavonas
e acidos fendlicos™ 8, A introducéo de colunas de fase reversa
na CLAE tem consideravelmente realcado a separagdo de
diferentes classes de combinagGes fendlicas®.

6

Em uvas, vinhos e sucos a andlise dos compostos
fendlicosindividuais € comumente realizada por CLAE® 2,

A CLAE com detectar eletroquimico tem sido
satisfatoriamente aplicada na deteccdo, identificacdo e
quantificacao de flavondides e ndo flavondides em vinho®. De
acordo com Chaviari, Concialini e Galletti®, o detector
eletroquimico é umaalternativa Util em relagdo adeteccéo UV,
pois é mais seletivo.

McMurtrey et al.% desenvolveram um método que
consiste naaplicagdo diretade CLAE utilizando colunadefase
reversa e detector elétroquimico para a quantificagédo de
resveratrol em vinhos. Este méodo mostrou-se bastante sensivel
paraaandisedetrans-resveratrol e diminuiu consideravel mente
0 tempo necessario para a realizagdo das andlises ja que as
amostras ndo passaram por nenhum pré-tratamento.

Alto desempenho da CLAE em combinagdo com a
espectrometria de massa tem sido comumente utilizado para
caracterizacéo estrutural de fendlicos. A espectrometria de
massa também tem sido empregada para confirmacéo
estrutural de fendlicos em ameixas, péssegos, nectarinas®,
cacau®, azeite de oliva® e em outros alimentos, tendo estes
trabalhos demonstrados que ha complexacéo de flavonoides
com Cu?.

A cromatografia gasosa associada a espectrometria de
massatambém tem sido utilizada naquantificacdo deresveratrol
em vinhos® ™,

Outras técnicas cromatogréaficas tais como as
cromatografias em papel e em camada delgada séo bastante
utilizadas na purificagdo eisolamento de antocianinas, flavondis
e &cidos fendlicos em alimentos™ 727,

Outros métodos usados paraadeteccao defendlicoséa
técnica de deteccao de reacdo quimica’™ e detector
fluorimétrico™.

CONCLUSAO

Asdiversas publicagdes sobre analises de fendlicos em
alimentos surgiram ha muitos anos. Entretanto, ndo ha ainda
disponivel um método padroni zado para preparacdo de amostra
e extragdo. Portanto, ha necessidade de uma investigacéo
sistemaética para preparagcdo de amostra e determinagéo de
fendlicos em alimentos, seja quantificacdo total, individual e/
ou deum grupo ou classe de componentesfendlicos. Além disso,
as metodologias utilizadas para andlise de fendlicos ndo sdo
totalmente padronizadas, sendo deste modo, de extrema
importancia o desenvolvimento e divulgacdo de métodos por
orgdos oficiais.
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RESUMO

O processamento dos produtos carneos pode ocasionar a oxidagao do colesterol levando aformagado de
Oxidos de colesterol, os quais estéo associados ao surgimento de placas ateroscleréticas e a varios
efeitos bioldgicos indesgjdvels. Esta revisdo integra dados sobre a presenca de 6xidos de colesterol,
bem como os teores de colesterol, lipidios totais e acidos graxos em produtos carneos processados. O
efeito do cozimento e do tempo de estocagem dos produtos carneos naformagéo de éxidos de col esterol
e alteragdo dos &cidos graxos também sdo abordados.

Palavr as-chave. produtos carneos, colesterol, 6xidos de colesterol, &cidos graxos, revisao.

ABSTRACT

The processing of meat products can result in oxidation of the cholesterol leading to the formation of
various compounds associated with the formation of arteriosclerotic plague and to various undesirable
biological effects. Thisreview integrates dataon the processing of meat products with those of cholesterol
oxidation and the levels of cholesterol, cholesterol oxides, total lipids and fatty acidsin processed meat
products. The effects of cooking and storage in formation of cholesterol oxides and modification of
fatty acids of processed meat products are present too.

K ey wor ds. meat products, cholesterol, cholesterol oxides, fatty acids, review.
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INTRODUCAO

De acordo com a literatura existe uma relagdo direta
entre os teores de colesterol, &cidos graxos saturados e trans,
presentes na dieta com o nivel do colesterol sangliineo e,
conseqlientemente, o desenvolvimento de aterosclerose®2. Os
acidos graxos trans sdo considerados mais prejudiciais que 0s
saturados porque, além de aumentarem o nivel delipoproteinas
de baixa densidade (LDL-colesterol), diminuem o nivel de
lipoproteinas de alta densidade (HDL-col esteral )3.

O colesterol € instavel e passivel de sofrer oxidacdo
guando exposto avérias condi¢des como temperaturas €l evadas,
ar, iniciadores de radicais livres, luz ou a combinagéo destes
fatores. A autoxidacao do colesterol € um processo de reagcdes
em cadeia, baseada na formacdo de radicais livres, idéntica a
autoxidacdo dos lipidios insaturados®. A presenca de &cidos
graxos poliinsaturados, mais susceptiveis a oxidagdo nos
alimentos, pode acelerar a oxidagdo do colesterol.

Os produtos da oxidag&o do colesterol possuem
estruturas semelhantes ao colesterol, com grupos funcionais
como hidroxila, cetona e epoxido adi cionados no nucleo esterol
e de hidroxila na cadeia lateral da molécula. Estes compostos
podem entrar na circulagdo sangliinea como contaminantes de
aimentos contendo colesterol ou como resultado da oxidacdo
delipoproteinas ou aindacomo catabolismointracel ular®. Embora
mais de 80 6xidos de colesterol foram identificados, os mais
freqlientemente encontrados em alimentos sdo os derivados do
nicleo esterol (7-cetocolesterol, 7-ceto; 7o-hidroxicolesteral,
7o-OH; 7B-hidroxicolesterol, 73-OH; 5,6a-epoxicolesteral,
o-EP; 5,6B-epoxicolesterol, B-EP e colestanotriol, triol) e em
menor extensdo os da cadeia lateral (25-hidroxicolesterol,
25-OH; 200-hidroxicolesterol, 200-OH).

A presencade 6xidos de colesterol nosalimentosémuito
preocupante devido as implicagbes a salde. De acordo com
Hubbard et a.”, estudos realizados com 25-OH, 73-OH etriol
em animais experimentais e estudos “in vitro” demonstraram
efeitos citotoxicos destes Oxidos de colesterol. Bossinger et
al.® mostraram que 0 25-OH e o triol provocaram necroses em
25% das células musculares de aortas de coelhos brancos,
dentro de 24 horas, usando uma concentragdo minima de 10
pg/mL destes 6xidos em meio de cultura. Além disso, os
produtos da oxidac&o do colesterol alteram as propriedades
das membranas celulares como viscosidade, provocando
distdrbios nainteragéo entre o colesterol e osfosfolipidios das
membranas, afetando as fungdes bésicas das mesmas, como
transporte de nutrientes, atividade das enzimas damembranae
equilibrio osmético. Os 6xidos de colesterol também inibem a
atividade da enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA (HMG-
CoA) redutase’8910,

A modificagdo oxidativa da LDL é uma hipétese da
causa de aterosclerose devido a presenca de vérios produtos
da oxidagdo do colesterol, tais como, 7-ceto e 73-OH1 1213, Os
Oxidos de colesterol contribuem para a formacgéo de lesGes
arteriais“invivo”, por aumentarem a permeabilidade vascular

aabuminae aoutras macromol écul as, estimulando aagregacéo
de plaquetas por alteragdes no equilibrio das prostaglandinas e
alterando a composicéo lipidica da LDL®*. Estes compostos
também inibem aexpressdo dosreceptoresde L DL ereprimem
o relaxamento do endotélio arterial*®. Quantidades significantes
de 6xidos de colesterol foram identificados em tecidos humanos
de aortas, plasmae figado deindividuos hipercol esterolémicos
e ateroscleréticos!’ 181920,

Os oxidos de colesterol também apresentam efeitos
mutagénicos e carcinogénicos. Uma correlac8o positiva entre
aformacao de epoxidos e aincidéncia de cancer de ovario em
ratas e de pele em ratos foi evidenciada?. Estudos “in vitro”
também mostraram que os epoxidos apresentam efeito
mutagénico®? e um estudo epidemiol6gico demonstrou a
incidéncia de cancer de colon®.

Os &cidos graxos também apresentam importante papel
no tecido bioldgico, como constituintes lipidicos das
membranas celulares, influenciam diretamente em certas
propriedades, tais como, integridade, fluidez, permeabilidade
e atividades de ligagdo enzima-membrana. No entanto, de
acordo com o tipo de acido graxo consumido na dieta,
importantes implicagdes para o coragdo humano podem ser
geradas, aumentando o risco de doencgas cardiovascul ares?.
Os acidos graxos saturados podem af etar os niveisdelipidios
plasmaticos de maneiras diferentes de acordo com o
comprimento da cadeia sendo os acidos laurico (C12:0),
miristico (C14:0) e palmitico (C16:0) considerados os mais
preocupantes e hipercol esterol émicos. Segundo Hayes et al .
0 C14:0 é 0 mais hipercolesterolémico e o0 C16:0 é o menos.
O acido estedrico (C18:0) tem efeito neutro no nivel de
colesterol sangiiineo, uma vez que € rapidamente convertido
em &cido oléico (C18:1w9), um acido graxo monoinsaturado
considerado hipocol esterolémico. Os &cidos graxos saturados
de cadeiacurta (<C12) sdo metabolisados de maneiradiferente
dos acidos graxos saturados de cadeia longa e sao
imediatamente consumidos antes de serem armazenados nos
tecidos. A reducéo de &acidos graxos saturados de cadeialonga
nadieta é desejavel porque estes acidos elevam a concentracdo
de colesterol no soro sanguiineo einterferem com os receptores
de LDL no figado®.

Os é&cidos graxos insaturados compreendem tanto os
acidos graxos monoinsaturados quanto os poliinsaturados, que
sdo formados pelas familias de acidos graxos w3, 06 e ®9. A
distincdo entre eles é baseada na localizac8o da primeira dupla
ligagdo, contando apartir do Ultimo grupo metil damoléculade
acido graxo. Os acidos graxos monoinsaturados sao
representados pelo acido oléico (C18:1w9), que pode ser
sintetizado por todos os mamiferos, incluindo humanos. Acidos
graxos w3 e m6 sdo considerados essencials, porque 0s humanos,
assim como todos os mamiferos, ndo podem sintetiza-los e tém
que retira-los de sua dieta. O &cido graxo linoléico (C18:2w6)
representa os &cidos graxos wé e o &cido linolénico (C18:3w3)
osé&cidosgraxos w3?. O &cido linoléico, em humanos, pode ser
convertido para &cido araquidénico (AA, C20:4w6) e o acido

11



Baggio SR, Bragagnolo N. Formag&o de Oxidos de Colesterol e Alteragio dos Acidos Graxos em Produtos Carneos.

Rev Inst Adolfo Lutz, 66(1): 10-17, 2007.

linolénico, para acido eicosapentaendico (EPA, C20:5w3) e
acido docosahexaenoico (DHA, C22:6w3), através de enzimas
AB, A5 e Ad-desaturases e alongamento de cadeia. Haevidéncias
degue aA6-desaturase decresce com aidade, e estudos afirmam
gue prematuros, hipertensos e diabéticos tém limitagdes na
conversdo de &cido linolénico para EPA e DHAZ%Z,

Numerosos estudos em animais, investigacdes
epidemiol bgicas e triagens cl inicas tém mostrado que os &cidos
graxos poliinsaturados w3 sdo importantes para as fungdes
bioldgicas normais, e diminuem a quantidade de lipidios
séricos®®®%2, Além disso, os beneficios destes acidos graxos
estdo associados a manutengdo da integridade da membrana
celular®*. Okuyama et al.*® associaram a redugdo de risco ao
cancer a suplementacdo alimentar com EPA e DHA.

Os é&cidos graxos poliinsaturados de cadeialonga, como
0 AA e 0 EPA, localizados nas membranas celulares, sdo
precursores de diferentes eicosandides (prostaglandinas,
tromboxanas e leucotrienos) que atuam como mensageiros da
célulaereguladores metabdlicos, cujas funcoes especificas sdo
importantes no controle de doengas cardiovascul ares™.

Deve-sedestacar que asduplas|igactes dos acidosgraxos
apresentam a estrutura conformacional cis, isto €, osradicais em
relacdo as duplas ligagdes estdo do mesmo lado. No entanto,
guando os acidos graxos cis ou ostriacilglicerdis, que os contém,
sd0 submetidos a algum processo enzimético, oxidativo ou de
hidrogenacao, ocorre aformagéo deisdmeros geomeétricosem que
os radicais relacionados as duplas ligagdes mudam de posicéo,
ocorrendo a formagdo dos acidos graxos trans. Nos produtos
carneoselécteos, osé&cidosgraxostrans sdo componentesnaturais,
encontrados em pequenas quantidades, formados pela
bi ohidrogenagdo através de enzimas (isomerases e hidrogenases)
presentes nafloramicrobiotado rimen deanimais poligéstricos®.
Em adicfio, os &cidos graxos trans podem estar presentes em
quantidades mai oresem umagrande variedade de aimentos, como
osdleosvegetals, margarinas, gordurahidrogenadae nosaimentos
que utilizam estes produtos na formul acdo.

COLESTEROL E OXIDOSDE COLESTEROL EM
PRODUTOS CARNEOS PROCESSADOS

Colesteral

O colesterol € um componente importantissimo das
membranas celulares dos animais e esta presente nas carnes
em quantidades variaveis, devido a uma série de fatores, tais
como a espécie animal, a raga, 0 sexo, a idade, o sistema de
criagéo e alimentacso.

Produtos processados de carne de peru (“blanquete”,
salsicha, presunto, hamburguer, alméndegas, “roulé”, peito
defumado e presunto defumado) gpresentaram teoresrel ativamente
baixos de colesteral, variando de 32 a43 mg/100g¥®. No entanto,
King et a.* encontraram valores muito superiores, variando de
116 a144 mg/100g, quando analisaram presunto, pastrame e carne
de peru moida.
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Baggio e Bragagnolo® obtiveram teores de colesterol
em produtos processados de carne de frango (salsicha, linglica
e mortadela) e de Chester® (mortadela, salsicha, hamburguer e
lingliica) variando de 31 no hambirguer a 64mg/100g na
salsichade Chester®, enquanto que Pereiraet al.* encontraram
teores de 44mg/100g em linglicas de frango e de Chester®, e
de 51mg/100g em lingtigas tipo comum. No entanto, Zanardi
et al.*’ encontraram val ores maiores de colesterol em linglica
maturada (66-97mg/100g).

Novelli et al.** quantificaram colesterol em quatorze
amostras de salametipo Milano e onze amostras de mortadela
suina, variando de 34 a 119 mg/100g no salame Milano e de 52
a 138mg/100g na mortadela suina. Por outro lado, Lercker e
Rodriguez-Estrada® obtiveram valoresde 19,3 a74,7mg/100g
em dez amostras de salame.

Baggio* analisou amostras de produtos carneos
processados bovinos (alméndega, hamburguer e jerked beef”),
suinos (lingliica toscana, presunto e apresuntado) e de
composi¢do carnea mista (salsicha “hot-dog”, mortadela e
salametipo Italiano) e obtiveram teores de colesterol variando
de 29 no hamburguer a 59 mg/100g no salame tipo Italiano.
Em outro estudo, Baggio e Bragagnolo* verificaram que o
tempo de armazenamento de 90 dias para as amostras de
mortadelae 120 diasparaasamostras de* jerked beef” e salame,
ndo alterou o teor de colesterol nestes produtos, apresentando
umavariagdo de 40 a46 mg/100g no “jerked beef”, de 48 a57
mg/100g no salame, de 45 a50 mg/100g namortadeladefrango
e de 46 a 53 mg/100g na mortadela de Chester® durante o
armazenamento.

Rodriguez-Estrada et al.* verificaram o efeito de
diferentes métodos de cozimento (assado, microondas,
microondas e assado, grelhado, cozido e frito) sobre o teor de
colesterol em hamburguer bovino. O hambUrguer cru apresentou
teor de 83 mg/hamburguer enquanto os hamburgueres
submetidos ao preparo térmico variaram de 49 no hamburguer
cozido a 73 mg/hamburguer no hamburguer frito. Larkeson et
al.*s determinaram teores de colesterol em amostras de
alméndegas (50% de carne bovina + 50% de carne suina) e
hamburgueres bovinos crus e pré-fritos. Nas amostras de
alméndegas cruas e pré-fritas os teores de colesterol obtidos
foram 39 e 33 mg/100g, respectivamente, e encontraram teores
de 46 mg/100g nas amostras de hamburgueres crus e 29 mg/
100g nos hamburgueres pré-fritos. Baggio e Bragagnol o*
estudaram o efeito do preparo térmico (assado, grelhado e
cozido) sobre o teor de colesterol em produtos cérneos
processados bovino (alméndega e hamburguer), suino
(lingliica), defrango (salsichaelinglica), de Chester® (salsicha,
hamburguer elinglica) e de composi¢do carneamista(salsicha
“hot-dog”). Osteores de colesterol, nabase seca, apresentaram
diferenca significativa apenas entre a linglica suina crua e
grelhadae entre o hamburguer de Chester® cru e grelhado, sendo
menor nas amostras grelhadas. Os teores de colesterol foram
sempre maiores nas amostras cruas, embora néo
significativamente diferentes. Os teores de colesterol
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encontrados nas amostras preparadas termicamente variaram
de 28 na alméndega bovina assada a 61 mg/100g na salsicha
de Chester® cozida.

Oxidos de Colesterol

Os Oxidos de colesterol podem ser formados durante o
processamento e o preparo do alimento quando exposto a
temperaturas elevadas, ar, luz, oxigénio, radiacdo ou a
combinagdo destesfatores*”. Além disso, pH, atividade de agua
e a presenca de acidos graxos insaturados sdo fatores que
também influenciam a formagdo dos Oxidos de colesterol
durante o processamento e o armazenamento dos alimentos®.
Em adicdo, condic¢Bes improprias de armazenamento podem
facilitar aformagao dos produtos da oxidacdo do colesterol®.

Os procedimentos de processamento podem levar a
oxidagéo dos lipidios presentes na carne e em seus produtos
processados por varias maneiras. O tratamento térmico tem
efeitos negativos na estrutura celular, pois provoca a
desnaturagdo das proteinas, principalmente da globina,
deixando o ion ferro*? mais susceptivel a oxidagdo com
liberag&o de oxigénio molecular da oximioglobinapresente
nos muscul os, produzindo desta maneira as condicfes para
a producao de perdxidos de hidrogénio. Fragmentando,
picando e misturando a carne, desfaz-se a estruturamuscular
damesma, aumentando a superficie de exposi¢ao ao oxigénio
e aoutros catalisadores da oxidag&o, o que pode dar origem
a radicais livres desencadeando as reacdes de oxidag&o
do colesterol*.

Novelli et al.** encontraram 4 éxidos em amostras de
salametipo Milano e demortadelasuina. O 73-OH foi detectado
em duas amostras de salame (13,5 e 15,8 ug/g) e uma amostra
de mortadela (6,4ug/g); o o-EP foi encontrado em cinco
amostras de salame (0,5-9,5u0/9) e esteve ausente em apenas
uma amostra de mortadela (1,6-6,2ug/g); o 7-ceto foi
determinado em sete amostras de salame (0,4-2,6u.9/g) e cinco
amostras de mortadela (0,6-18,7ug/g) e o 25-OH néo foi
detectado nas amostras de mortadela, sendo encontrado em
apenas trés amostras de salame (0,7, 1,4 e 2,6u9/9).

Schmarr et a.® estudaram doistipos de salame (A eB)
e encontraram 7a-OH (2,2 no salame A e 0,4ug/g no salame
B), 78-OH (0,9 no salame A e 0,4ug/g no salame B), 200.-OH
(0,3ug/g no salame A e ndo detectado no salame B), o-EP
(0,7ug/g no salameA e ndo detectado no salame B), B-EP (0,5
no salameA e 0,4ug/g no salame B) e 7-ceto (1,1 no salame A
e0,6ug/g no sdlameB). Va oresmaioresde 7-ceto foram obtidos
em amostras de salame®?, variando de 0,7 a 4,519/g.

Rodriguez-Estrada et al.*> observaram que 0 preparo
térmico, emboratenhadiminuido o contelido de 7-ceto em relagéo
a amostra crua (25,2ug/g de lipidios), variou de 16,4 no
hamburguer cozido a 22,0ug/g de lipidios no hamburguer
preparado pela combinagdo microondas + assado. Por outro
lado, Larkeson et al.® verificaram que os teores de Oxidos de
colesterol em alméndegas e hamblrguer crus (7,0-10,0ug/g de
lipidio) aumentaram quando foram fritos (29,0ug/g de

lipidio) e estocados no escuro a4°C por uma e duas semanas
(42,0 e 50,0ug/g de lipidio, respectivamente).

Osada et a.* detectaram 4 Oxidos de colesterol em
amostras de lingli¢ca, presunto cru e assado, salame e bacon. Os
teores de 7p3-OH + B-EP variaram de 1,1 no bacon a4,7ug/g na
linglica, o a-EP variou de 0,8 no presunto cru a 3,8ug/g na
lingliga, triol variou de 0,5 no presunto crua3,7ug/g nalingtiica
e 0s teores de 7-ceto variaram de 7,1 no bacon a 12,0ug/g no
presunto assado. Por outro lado, Baggio et al.* pesguisaram 7
Oxidos em produtos processados de carne de peru (“ blanquete”,
salsicha, presunto, hamburguer, ailmoéndegas, “roulé”, peito
defumado e presunto defumado) e encontraram apenas 7-ceto e
[B-EP com teores variando de 0,3 a 1,8ug/g e de 0,8 a 4,5u9/g,
respectivamente. No entanto, Sander et a.* analisando amostras
de carnes liofilizadas de carne de frango, bovina e de peru
encontraram além destes 6xidos, o 78-OH e a-EP e em valores
superiores devido provavel mente a baixa atividade de agua das
amostras quefacilitaainteracdo do colesterol com o oxigénio e
COM OS Metais.

Torres et a.*® determinaram éxidos de colesterol em
amostras de charque preparadas com sal refinado, sal grosso e
sal refinado com adigdo de BHA/BHT apds trinta dias de
estocagem em temperaturaambiente. No charque preparado com
sal refinado encontraram 7-ceto (5,5ug/g) etriol (1,8ug/g), no
charque preparado com sal grosso 7-OH (3,2ug/g), 7-ceto
(5,1ug/g) e triol (3,9ug/g), no charque preparado com sal
refinado + BHA/BHT obtiveram 78-OH (0,4ug/g), 7-ceto
(0,9ug/g), 48-OH (0,8ug/g) e o-EP (1,0ug/g). Embora,
encontraram um maior nimero de Oxidos nas amostras de
charque preparado com sal refinado + BHA/BHT os valores
foram menores que no charque preparado com sal refinado sem
antioxidante. Baggio* analisando 126 amostras de produtos
carneos processados, 45 bovinos (alméndega, hambirguer e
“jerked beef”), 36 suinos (linglica toscana, presunto e
apresuntado) e 45 de composi¢ao carnea mista (salsicha “ hot-
dog”, mortadela e salame tipo Italiano) encontraram apenas
7-ceto em quatro amostras (3,2ug/g de hambirguer bovino;
1,6 e 2,0ug/g de salsichas “hot-dog” e 2,6pg/g de mortadela).

Baggio e Bragagnol 0“7 observaram quetanto no estudo
realizado sobre o efeito do preparo térmico, quanto no estudo
sobre o efeito do tempo de estocagem, ndo houve formagéo de
oxidos de colesterol nos produtos carneos processados
analisados. Considerando que o 7-ceto € um indicador do
processo oxidativo, pode-se considerar que nas amostras
analisadas ndo ocorreu degradacado da fracéo lipidica devido
provavelmente, a presenca do antioxidante eritorbato de sédio
presente nasamostras. Segundo Tai et al.*, 0 uso de antioxidante
nas formulacbes e também o emprego de embalagens
apropriadas, proporcionando umabarreirafisicaao ar ealuz,
podem impedir a formacdo de produtos de oxidacéo do
colesterol. Park e Addis® também n&o encontraram dxidos de
colesterol nas amostras analisadas de figado fresco, cérebro
fresco, musculo bovino, frango frito, hambirguer grelhado,
“jerked beef” elinglica de figado.
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Higley et a.% encontraram valores bem mais elevados
de éxidos de colesterol tanto em produtos cozidos como em
produtos crus obtendo val ores de até 1869ug/g. No entanto, os
resultados ndo foram confirmados por espectrometria de
massas. Dentre os trabal hos citados, somente os de Novelli et
al.*, de Schmarr et al.®, de Sander et a.%?, de Baggio et al.*,
Baggio® relatam a realizagdo da confirmacdo dos Oxidos de
colesterol através da espectrometria de massas.

LIPIDIOSTOTAISE ACIDOS GRAXOSEM
PRODUTOS CARNEOS PROCESSADOS

A relacdo entre dieta e salide estd amplamente difundida
eosclinicosgerais, cardiol ogistas e nutricionistas recomendam
umadietaequilibrada, ou sgja, com baixo teor delipidiostotais
e acidos graxos saturados e maior taxa de acidos graxos
monoinsaturados e poliinsaturados.

Zanardi et al.* encontram val ores elevados de lipidios
totais em linglica variando de 32 a 439/100 g. Novelli et
al.** verificaram que os teores de lipidios totais variaram de
26 a 369/100g no salametipo Milano e de 23 a 35g/100g nha
mortadela. Baggio® obteve teores delipidiostotais variando
de 3 no presunto a 259/100g no salametipo Italiano quando
analisaram amostras de produtos carneos processados
bovinos (alméndega, hamburguer e “jerked beef”), suinos
(linguiicatoscana, presunto e apresuntado) e de composi¢éo
carnea mista (salsicha “hot-dog”, mortadela e salame tipo
Italiano). Valores menores foram obtidos por Lercker e
Rodriguez-Estrada® em salame, com teores variando de 19
a 25g/100g. No entanto, em amostras de alméndegas (50%
de carne bovina + 50% de carne suina) e hamburgueres
bovinos, Larkeson et al.*® encontraram teores de lipidios
variando de 7 nas almbndegas cruas a 17g/100g nos
hamburgueres. Em produtos processados de carne de frango
(salsicha, linglica e mortadela) e de Chester® (mortadela,
salsicha, hamburguer e lingliica), osteoresvariaram de 8 na
salsicha de Chester® a 19g/100g na mortadela de frango®.
Por outro lado, valores menores foram encontrados em
produtos processados de carne de peru (“blanquete”,
salsicha, presunto, hamburguer, almoéndegas, “roulé€”, peito
defumado e presunto defumado) com teores variando de 1
no peito defumado a 14 g/100g nas almbndegas *. Pereira
et al.*® também encontraram teores de li pidios totais menores
nas amostras de linguica de carne de peru (4g/100g) e
maiores nas amostras de linguiga tipo comum (17g/100g).

O efeito do preparo térmico (assado, grelhado e cozido)
causou reducdo no teor de lipidios totais no hamburguer
bovino, diminuindo de 32 (hamburguer cru) para 26g/100g
(hamburguer grelhado). Entretanto, nos demais produtos
carneos analisados (salsicha cozida na agua, alméndega
assada) ndo houve diferenca significativa entre as amostras
cruas e preparadas termicamente”’. Rodriguez-Estradaet al.*
também encontraram maiores teores de lipidios nos
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hamburgueres crus (14g/100g) do que nos grelhados e cozidos.
Entre osdiferentes métodos de cozimento pesquisados (grel hado,
cozido efrito) verificaram que tanto parao hamburguer grelhado
como para o cozido (11g/100g) os teores de lipidios foram
menores que para o hambrguer frito (12g/100g).

Baggio e Bragagnol 0* observaram que o tempo dearma:
zenamento de trés meses para amostras de mortadela de frango
e de Chester®, e de quatro meses para as amostras de “jerked
beef” e salame Italiano, ndo alterou o teor de lipidios totais.

Os principais acidos graxos encontrados em linguicas
tipo comum, lingtiicas de carne de frango, Chester® e peru,
de acordo com Pereira et al.*, foram C18:1»w9, C16:0,
C18:2mw6, C18:0 e C16:1w7. Baggio*® identificou, além
destes, o0 C14:0 como principais em produtos carneos
bovinos, suinos e de composi¢do mista, sendo que os de
produtos processados de carne bovina apresentaram maior
teor de C18:0 e menor de C18:2w6. Torres et al.*®
encontraram os mesmos acidos graxos em charque com
excecdo do C16:1w7. Em amostras de produtos processados
de carne frango e de Chester®, 0 C20:406 e 0 C18:3w3, e
de produtos processados de peru, o C20:4w6, foram
encontrados também como principais.

Teores de acidos graxos saturados®2*4, variando de
10 a 6g/100g, foram encontrados em amostras de salame
italiano (composi¢ao mista), lingli¢a suina, mortadela mista
e defrango, alméndega bovina, hamburguer bovino, salsicha
mista. VValores menores que 6 e maiores que 29/100g foram
encontrados em mortadel a de Chester®, hamburguer de peru,
almbéndega bovina, salsichade frango, de Chester® e de peru,
linglica de Chester® e “jerked beef”. Valores menores que
20/100g foram encontrados em produtos de peru (“ blanquete”,
“roulé’, peito defumado, presunto, presunto defumado) e
presunto suino.

Os teores de &cidos graxos monoinsaturados®-3843
foram maiores (entre 10 a 6g/100g) nas amostras de salame
italiano, mortadela mista, de Chester® e de frango, salsicha
suina, hamburguer bovino, lingtiica de Chester® e alméndega
de peru. Valores menores que 6 e maiores que 2g/100g foram
obtido em almondega bovina, hamburguer de Chester®,
salsichade Chester®, de frango e de peru, linguica de frango,
presunto de peru defumado, “jerked beef” e “blanquete” de
peru. Valores menores que 29/100g foram encontrados em
apresentado suino e produtos de peru (peito defumado,
presunto e “roul €”).

As amostras de salame italiano, mortadela mista, de
Chester® e de frango, salsichamista, lingti¢casuina, salsicha
de frango e peito de peru defumado apresentaram teores
de acidos graxos poliinsaturados®®4 variando entre 5 a
309/100g. Valores menores que 3 e maiores que 1 foram
encontrados em hamburguer bovino, de Chester® e de peru,
alméndegas bovinas e de peru, linglica de Chester®,
apresuntado suino e salsichade Chester® e de peru, enquanto
gue, valores menores que 1g/100g foram obtidos em presunto
suino e “jerked beef”.
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Acidos graxos trans®343 foram encontrados em
quantidades variando de 0,7 a 0,2¢9/100g em amostras de
hamburguer e aiméndega tanto de peru quanto bovina. No
entanto, nos demais produtos analisados quantidades abaixo
de 0,2 g/100g foram obtidas.

Rodriguez-Estrada et al.* n&o encontraram diferenca
significativanos teores de acidos graxos saturados (48-49%)
e monoinsaturados (48%) entre as amostras de hamburguer
cru e preparadas termi camente, enquanto que os &cidos graxos
poliinsaturados sofreram alteracBes significativas entre as
amostras, variando de 3% no hambdrguer cru a 4% no
hamburguer preparado por microondas + assado e no
hamburguer grelhado. Por outro lado, Baggio e Bragagnol o*
verificaram que acomposi ¢ao de acidos graxos ndo apresentou
alteracdo significativa com o preparo térmico em produtos
processados bovinos, suinos, defrango e de Chester®. O tempo
de armazenamento também nao teve efeito na composicéo de
acidos graxos em produtos carneos estocados durante 90 e
120 dias*.

CONCLUSAO

Os estudos sobre Oxidos de colesterol em produtos
carneos processados sdo escassos na literatura e os resultados
as vezes conflitantes. Em geral pode-se dizer que: 1) entre os
oxidos de colesterol formados, o 7-ceto é o de maior
predominéancia; 2) os dxidos de colesterol considerados mais
citotoxicos, 25-OH etriol, sdo encontrados apenas em algumas
amostras e 3) diferentes 6xidos de colesterol sdo encontrados,
os quais divergem de autor para autor.

Os teores de colesterol em produtos processados de
carne variam largamente, no entanto, verifica-se que osteores
em carne suina e de peru sdo os menores, seguidos dosde carne
bovinae, por Ultimo, os de frango e Chester®.

Considerando que os produtos que contem acima de
5g/100g delipidiostotai s sdo classificados como alimentos com
alto teor de gordura, a maioria dos produtos carneos se
enguadram nesta classificago.

Os lipidios totais, acidos graxos saturados e
monoinsaturados demonstraram que ndo sdo influenciados pelo
tratamento térmico e pelaestocagem, entretanto, 0 mesmo ndo
ocorre com os &cidos graxos poliinsaturados, sendo necessario
maiores estudos para elucidar melhor as condi¢des que
produzem mudangas nestes acidos graxos e na formagdo de
Oxidos de colesterol em alimentos.
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RESUMO

Foi realizada a comparag&o entre os caldos Escherichia coli - EC (Difco 0314-01-0) e Caldo Verde
Brilhante Lactose Bile 2% - CVBLB (Difco 0007-01-2) utilizados como teste confirmativo para a
deteccdo de coliformes termotol erantes em amostras de leite pasteurizado tipo C e sorvete. Com base
nos resultados obtidos, pode-se afirmar que houve diferenca significativa (p<0,05) entre os dois meios
de cultura quanto a contagem do NMP de coliformes termotol erantes. Outrossim, 58,3% das amostras
deleitee 19,4% das amostras de sorvetes apresentaram val ores de contagem de coliformestermotol erantes
em desacordo com ostolerados pelalegislacdo (ANVISA, 2001), quando as amostras analisadasforam
cultivadasem meio de CVBLB. Ao empregar o caldo EC parao cultivo dasamostras, 70,8% das amostras
deleite e 30,6% das amostras de sorvetes apresentaram NM P de coliformes termotol erantes em desacordo
com os permitidos pelalegislagéo.

Palavras-chave. |eite, sorvete, coliformestermotol erantes, caldo Escherichia coli, caldo verde brilhante
|actose bile 2%, nimero mais provavel.

ABSTRACT

Efficiency of Escherichia coli broth - EC (Difco 0314-01-0) and Brilliant Green Bile Lactose broth 2%
- BGB (Difco 0007-01-2) used as confirmation testing for detecting thermotolerant coliformin milk and
ice cream sampleswas compared. Thetotal and thermotol erant coliforms counting in analyzed samples
were carried out following the Brazilian legislation (ANVISA, 2001). Based on the obtained results,
58.3% of milk samplesand 19.4% of ice cream samples analyzed for thermotol erant coliforms counting
by culturing on BGB, and 70.8% and 30.6% of respective foods cultivated on EC broth were in
disagreement with values established by the Brazilian legislation. A significant difference (p<0.05)
between the EC and BGB culture media as for thermotol erant coliforms counting was observed.

K ey wor ds. milk, ice cream, thermotol erant coliforms, Escherichia coli broth, Brilliant Green Lactose
broths 2%, most probable number.
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INTRODUCAO

O sorvete tornou-se um dos principais produtos das
industrias de leite e de grande interesse publico®.

Ainda hoje, os gelados comestiveis ndo tém sido
considerados como umasériafonte deinfecgdo bacteriana, por
se constituir de um alimento congelado, porém, a resisténcia
de microrganismos ao congelamento é muito variavel, pois o
congelamento ndo provoca necessariamente morte de todos os
microrgani Smos presentes e muitos sobrevivem em diferentes
estados fisiol 6gicos*=.

As fontes de contaminagdo mais comuns sdo matérias-
primas, instalagdes, equipamentos, utensilios e manipul adores.
Os microrganismos contaminantes de um alimento podem ainda
se multiplicar por falhas durante o processamento, em etapas
anteriores ao congel amento e permanecerem viave sno produto®.

A microbiotados sorvetes, antes do tratamento térmico,
esta relacionada com os ingredientes utilizados, sendo que de
acordo com a legislacdo todos os gelados comestiveis
elaborados com laticinios ou ovos serdo obrigatoriamente
pasteurizados®.

Apesar dos sorvetes a base de |eite serem um produto
gue passa pel os processos de pasteurizagdo, maturagdo no frio,
congelacd@o e endurecimento, pode conter microrganismos
patogéni cos e deteriorantes®.

A contaminacdo do leite pode ocorrer na ordenha e
durante toda a cadeia de producéo até a distribuigao, portanto
aqualidade de todos os produtos derivados do | eite dependerd,
basicamente, das condi¢bes microbiol6gicas da matéria-
prima8, as quais devem ser td0 bem controladas quanto o
processo de producéo®.

Qualquer ingrediente contaminado, utilizado na
fabricac&o do sorvete, podeinfluenciar naqualidade do produto
acabado, principalmente se esta € avaliada pelo nimero de
bactérias que contém, ou por conter espécies de bactérias
indesejaveis, tais como os coliformes’.

Cerca de 95% dos coliformes existentes nas fezes
humanas e outros animais sdo E. coli, e dentre as bactérias de
habitat reconhecidamente de origem fecal, no grupo dos
coliformestermotol erantes, a E. coli, emboratambém possa ser
introduzidaapartir defontesndofecais, €0 melhor indicador de
contaminagdo fecal conhecido até o momento, poissatisfaz todas
as exigéncias de um indicador ideal. Por estes motivos, as
tendénciasatuai s se direcionam no sentido dadeteccfo especifica
de E. cali, com o desenvolvimento de diversos métodos que
permitam a enumeracdo rapida desta espécie diretamente®. Sua
presenca nos alimentos tem um significado importante, indica
as condi¢Bes higiénico-sanitérias dos mesmos’.

O presente trabalho teve como objetivo comparar a
enumeracdo e a capacidade de recuperacdo de coliformes
termotol erantes utilizando-se os caldos de cultivo Caldo Verde
Brilhante Lactose Bile 2% - CVBLB e caldo Escherichia coli
— EC, com incubac&o a 44,5°C/24-48h em sorvetes a base de
leite e damatéria-primaleite, verificando como os produtos se

enquadrariam em rel ag8o aos padrdes microbiol 6gicos exigidos
pelalegislagdo nacional vigente'.

MATERIAL E METODOS

As amostras do leite e do sorvete de massa a base de
leiteforam coletadas em umasorveteriaartesanal dacidade de
Piracicaba, interior do Estado de S&o Paulo. O leite do tipo C
analisado foi coletado em dois erlenmeyer previamente
esterilizados de 3L e 0s sorvetes processados e acondicionados
em trés embal agens especificas para este alimento, a base de
cartdo craft |1 revestidas com polipropileno de baixa densidade,
totalizando aproximadamente 12 L de sorvete. As amostras
foram transportadas em caixas isotérmicas, sob gelo, até o
Laboratério de Micrabiologia de Alimentos da ESALQ/USP.
Foram realizadas 12 coletas quinzenais, para o leite e para o
sorvete foram sel ecionados dois sabores, sendo as coletasde 1
a6 o sabor creme e as coletas de 7 a 12 o sabor chocolate.

O NUmero MaisProvavel (NMP) de coliformestotaise
coliformes termotolerantes foi determinado pelo método
cléssico de fermentacéo em tubos multiplos, através datécnica
dos tubos multiplos de acordo com as recomendagdes da
Associagdo Brasileirade Normas Técnicas (ABNT)™.

Essa técnica consta de duas fases: o teste presuntivo,
onde se busca a recuperagéo de células injuriadas e detecta a
presencade microrganismos fermentadores dalactose, e o teste
confirmativo, onde sedeterminaareal populagéo de coliformes
totais e termotol erantes.

No entanto, a norma da ABNT faz um ressalvo nessa
técnica para produtos lacteos, onde a prova presuntiva ndo é
ef etuada, sendo asinocul agdes realizadas diretamente em séries
detréstubos contendo Caldo Verde Brilhante L actose Bile 2%
(CVBLB) com incubagdo a 35°C/24-48h.

Aposarealizagdo do teste confirmativo paracoliformes
totais no CVBLB, foi realizado o teste confirmativo para
coliformestermotolerantes. A normadaABNT recomendaque
tal teste pode ser efetuado no mesmo caldo de cultivo (CVBLB)
prosseguindo a incubacéo a 44,5°C/24-48h. No presente
trabalho, o teste confirmativo para coliformes termotolerantes
foi realizado simultaneamente em CVBLB e em caldo
Escherichia coli (EC), ambos incubados a 44,5°C por 24-48h.

A presencade coliformestermotolerantesfoi confirmada
pela producdo de indol no Caldo Triptona, além da producéo
de gas nos tubos com CVBLB e com caldo EC, umavez que a
temperatura (44,5°C) e o periodo de incubacéo utilizados
impedem que outros microrgani smos fermentem alactose com
producdo de gés.

Mediante a consulta da tabela propria da ABNTY, foi
calculado o NUumero Mais Provavel de coliformes totais e
termotolerantes por mL de leite e por grama de sorvete para
cadaamostra.

Osresultados obtidosforam comparados com os padrdes
vigentes no pais para o leite e para o sorvete'.
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Andlise estatistica

Em vistados objetivos e do delineamento experimental
utilizado (casualizado em blocos), os testes utilizados foram:
testes para dados pareados e coeficientes de correl agao®.

Inicialmente os dados foram submetidos aos testes de
adequacao ao modelo linear etransformados por meio dafungdo
Log 10. Posteriormente, foram submetidos a andlise de dados
pareados, pelo PROC UNIVARIATE do programa estatistico
Statistical Analysis System (SAS)®.

Oscoeficientesde correlacio foram cal culados utilizando-
se o coeficiente de correlacdo de Spearman, objetivando a
comparagdo das médias das andlises do NMP para coliformes
termotol erantes com o emprego dos caldos CVBLB e EC.

RESULTADOSE DISCUSSAO

NaTabelal, estéo representados osNM P de coliformes
totais presentes no leite e no sorvete. Para cada coleta, foram
analisadas 2 amostrasdeleite, total de 24 amostrase 3 amostras
de sorvete, totalizando 36 amostras.

O leite pasteurizado tipo C beneficiado no Brasil, tem
sido considerado um produto de baixa qualidade devido ao
fato de normamente ser proveniente de uma matéria-prima
contaminada face as deficiéncias higiénico-sanitarias na
producédo. Porém, Barros et al.* a0 analisarem 38 amostras de
leite do tipo C provenientes de pequenas fazendas leiteiras,
observaram que apenas 6 (16%) apresentaram padrdes
microbiol 6gicosinaceitaveis.

Em recente pesquisa, Freitas et a.*® ao analisarem 51
amostras de leite do tipo C, verificaram que 32,2% estiveram
em desacordo com os padrdes determinados pelo RIISPOA?S,
guanto ao NMP de coliformes totais. Semelhantes resultados
foram encontrados por Tessari & Cardoso'” em 50 amostras,
das quais 36% estavam em desacordo com o padréo
estabelecido?®.

Toda a matéria-prima animal “in natura” utilizada
para a fabricacdo de outros produtos alimenticios possue
um certo nimero de microrgani smos contaminantes. Assim,
Haléasz et al.*® afirmam que dependendo das condicbes em
gue a matéria-prima (leite) for tratada, o nimero de
microrgani smos poderd aumentar durante o armazenamento
e/ou processamento, tornando seus subprodutos inadequados
para o consumo.

De acordo com Guadagnoli'®, a matéria-prima é um
item importante a ser controlado para prevenir ou eliminar
apossibilidade dos ingredientes virem a se tornar veicul os
de organismos ou residuos potencialmente danosos;
portanto, vigilancia constante deve ser mantida sobre os
mesmos. Paraisso, € necessario ser rigido e seletivo quanto
os fornecedores de matérias-primas, garantindo uma
gualidade constante.

A Tabela 2 apresenta os valores de NM P de coliformes
termotol erantes encontrados nas amostras de | eite analisadas,
em caldo EC eem CVBLB. Paracadacoleta, 2 amostrasforam
analisadas utilizando-se 0 CVBLB e 2 amostras utilizando-se
o caldo EC, o total de amostras de leite analisadas para
coliformes termotolerantes foi de 48.

Tabela 1. Nimero mais provavel (NMP) de coliformes totais por mL de leite e por grama de sorvete.

Andlise Leite (NMP/mL) Sorvete (NMP/g)
1 2 Média 1 2 3 Média

1a* 15x 10? 12x 10? 14x 10? 1,6 x 10? 15x 10? 2,1x10? 1,7x 107
2a* 1,2x10? 1,1x10? 1,2x10? 1,5 x 10 2,4x 10? 1,2x10? 1,7 x 10
R+ 4,6 x 10 29x 10? 3,8x 102 2,4 x 10? 2,1x 10? 2,1x10? 2,2 x 10?
4a* 1,6 x 10? 2,1x10? 1,9x 10? 12x10? 15x 10? 12 x 10? 1,3x 107
5ax 1,2x10° 15x10° 1,4x10° 9,3x 107 1,2x10° 1,6x 10° 1,2 x 10°
62* 11x10? 11x10? 11x10? 9,3x 10 11x 10? 9,5x 10 9,9x 10
Tax*x 1,1x 104 2,1x 104 1,6 x 104 1,1x10° 11x10® 4,6 x 10 8,9 x 10?
gax* 15x 10° 2,3x10? 8,7 x 10? 1,1x10* 9,3x 10° 15x10° 7,3x10°
gax* 1,1x 10® 9,3x 10® 52 x 10° 1,1x10° 2,1x 10® 3,9x 10° 2,4 x 10°
102** 1,1x 104 2,4x 104 1,8 x 104 4,3 x 10 4,3 x 10 4,3 x 10? 4,3 x 10
11a** 2,9x 104 2,4x 104 2,7x 104 4,6 x 10° 1,1x10* 2,4x 10° 6,0 x 10°
12a%* 1,1x 104 2,1x 104 1,6 x 104 1,1x 10 9,3x 10® 7,5x 10° 9,3x 10°
Média 5,6 x 10° 8,5x 10° 7,1x 10° 2,6 x 10° 29x 10® 15x 10® 2,4 x 10°

* sorvete sabor creme
** sorvete sabor chocolate
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Tabela 2. NMP de coliformes termotolerantes por mL de leite, em caldo CVBLB e em EC, incubados a 44,5°C/24-48h.

Andlise CadoVBLB Caldo EC
Leitel Leite2 Média Leitel Leite2 Média

12 0,36 0,36 0,36 4,3 2 3,2

22 <0,3 <0,3 <0,3 0,36 <0,3 0,3

3? <0,3 <0,3 <03 2,3 <0,3 2,3

42 <0,3 <0,3 <0,3 <0,3 2 1,1

52 2,3 0,36 1,3 1,1x 10? 4,6x 10 7,8x 10
62 1,1x 107 2,1x10 6,5x 10 4,2 53 4.8

72 4,6 x 10? 2,0x10 2,4 x 10? 1,1x 10° 9,3x 10? 10x 10°
8 3,6x10 9,1x10 6,3x 10 9,1x10 1,1x 107 1,0x 107
92 2,3x10 29x10 2,6x10 2,3x10 3,9x 10 3,1x10
102 3,6 x 10 1,6 x 10 2,6x10 3,6x10 1,2x 10 2,4x10
112 9,1x10 2,0x 107 1,4 x 10? 9,3x 10? 4,6 x 10? 6,9 x 10?
122 2,4x10 2,1x10 2,2x10 44 x 107 9,1x10 2,6 x 10?
Média 6,5x 10 3,3x10 49x10 2,3 x 107 14 x 10? 1,8 x 107

O padréo microbioldgico estabelecido pela atual
legislagdo™ paratolerénciade coliformes a45°C é de 4 NMP/
mL em |eite pasteurizado.

NaTabela 2, observa-se que a partir da 62 coleta parao
CVBLB e da 5?2 coleta para o caldo EC, todas as amostras de

leite analisadas, apresentaram valores de coliformes a 45°C
superiores aos tolerados pela legislagéo™.

NaFigura 1 observam-se val ores médios de coliformes
termotolerantes — Log 10 do NMP/mL de leite, tanto no caldo
EC como no CVBLB, incubados a 44,5°C/24-48h.

3,50

3,00

2,50

2,00

1,50

Logl10 do NMP/mL

1,00

Analises

ECVBLB B caldo EC

Figura 1. Valoresmédios (NMP/mL) de coliformes termotol erantes no |l eite pasteurizado tipo C, quando utilizado caldo EC eo

CVBLB.
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Das 24 amostras de leite analisadas, 14 (58,3%)
apresentaram valores de coliformes a 45°C superiores aos
tolerados pelo referido padréo, quando o teste foi conduzido
utilizando o CVBLB (Figura 2) e 17 (70,8%) apresentaram
também val ores de coliformes a 45°C superiores aos referidos
como limite maximo pelalegislacao'®, quando o caldo utilizado
parao teste foi o caldo EC (Figura 3).

Quanto a variacdo nas estimativas do NMP de
coliformes a 45°C/mL de leite, os valores da Tabela 2, bem
como pelarepresentacdo graficanas Figuras 1, 2 e 3, que 0s
valores encontrados quando o caldo utilizado foi o caldo
EC foram normalmente superiores aos valores quando se
utilizou o CVBLB. EmboraaABNT sugiraautilizagéo do
CVBLB paraa confirmagéo de coliformes termotol erantes,
o que facilitamuito o trabalho, ja que um sé caldo pode ser
utilizado tanto para o teste confirmativo de coliformestotais
quanto para coliformes a45°C (termotolerantes), pelos dados
obtidos na presente pesquisa, seria mais recomendavel a
utilizacdo do caldo EC para coliformes a 45°C. Tal
recomendacdo se justifica pelo fato de ter ocorrido
estatisticamente diferencga significativa (p<0,05) entre os
caldos utilizados.

41,7%

58,3%

B Em desacordo com os padrdes B De acordo com os padrdes

Figura 2. Porcentagem de amostras de leite pasteurizado tipo
C de acordo e em desacordo com os padrdes legais vigentes,
quando utilizado o CVBLB.

29,2%

70,8%
B Em desacordo com os padroes B De acordo com os padroes

Figura 3. Porcentagem de amostras de | eite pasteurizado tipo
C de acordo e em desacordo com os padrdes legais vigentes
guando utilizado o caldo EC.

Uma segunda linha de andlise dos dados foi conduzida
através dos célculos dos coeficientes de correlagdo entre os
caldos utilizados. Segundo Hatcher & Stepansky'? para dados
normalmente distribuidos deve-se calcular o coeficiente de
correlacdo de Pearson. Se a suposicao de normalidade néo é
razoédvel deve-se preferir o coeficiente de correlagdo de
Spearman.

O coeficiente de correlacdo de Spearman entre oscaldos
EC e CVBLB foi de 0,75. Portanto, mesmo apresentado
diferencaestatisticasignificativa (p<0,05) entre osmeios, houve
correlacdo de 75% nas amostras de leite na recuperacéo dos
coliformestermotol erantes.

Quando analisadas as amostras caso acaso, nota-se que
trés (12,5%) foram de acordo com o padréo da ANVISAY,
guando se utilizou o0 CVBLB, estiveram em desacordo com o
referido padr&o, quando o caldo utilizado foi o caldo EC. O
inverso ndo foi observado pois a recuperacdo de coliformes
termotolerantes em caldo EC foi superior ao CVBLB.

A Tabela 3 apresenta as estimativas do NMP de
coliformestermotol erantes /g de sorvete. Para cada coletatrés
amostras de sorvete foram analisadas para coliformes
termotolerantes utilizando-se o CVBLB e 3 utilizando-se 0
caldo EC, num total de 72 amostras.

Tabela 3. NUmero mais provavel (NMP) de coliformes termotolerantes/g de sorvete, parao CVBLB eem caldo E.C.

Andlise CVBLB Caldo EC

1 2 3 Média 1 2 3 Média
1a* <03 <03 <03 <03 2,1 15 15 1,7
28* <03 <03 <03 <03 <03 <03 <03 <03
3+ <0,3 <03 0,36 0,31 0,36 <0,3 <03 0,31
4a* <03 <03 0,36 0,31 2 11 1,2 1,43
5a* <03 <03 <03 <03 2,1x 10 29x 10 4,6x 10 3,2x 10
62* 11x 10 53 34 39x10 35 34 2,7 3,2
7ax* 3,0x10 30x 10 23x10 28x10 2,1x 10? 4,3x 10 4,6x 10 9,9x 10
gax* 29x10 24x10 21x10 25x10 4,3 x 10? 3,0x10 11x 10 19x 10
gaxx 3,0x 10? 2,1x10° 16x102 22x10? 3,0x 10? 2,3x 107 11x 10 2,1x10°
108 ** 29x10 2,1x10 24x10 25x10 29x 10 2,3x 10 36x10 29x10
118** 7,3x 10 9,1x 10 30x10 65x10 4,3 x 10 15x10? 36x10 2,0x 10?
12a** 29x10 30x 10 93x 10> 33x10° 2,9 x 10? 7,3x 10 2,8x 10° 2,1x10°
Média 5,0x 10 34x10 99x10 61x10 14x10? 4,9x 10 56x 10 8,3x 10

* sorvete sabor creme
** sorvete sabor chocolate
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O padrdo micrabioldgico para gelados comestiveis,
estabel ecidos pela atual 1egislagdo™ para coliformes a 45°C é
de 5,0 x 10 NMP/g.

Os vaores que constam na Tabela 3 para o sorvete de
creme (12 a 62 andlises) estédo de acordo com os padrdes
estabel ecidos pela legislacdo™ utilizando-se ambos os caldos,
CVBLB e EC, tendo apenas uma das amostras em CVBLB
ultrapassado esse limite.

Parao sorvete de chocolate (72a 122 andlises), osvalores
encontrados excederam o padréo estabel ecido nalegislacdo em
6 amostras (33,3%) em CVBLB eem 11 amostras (61,1%) em
caldo EC, sendo esperados estes valores devido a alta
contaminagéo da principal matéria-prima utilizada (o leite) ja
analisada anteriormente. Como constatado nas analises das
amostras de leite, os NMP de coliformes termotol erantes/g de
sorvete quando se utilizou o caldo EC foram superiores quando
se utilizou 0 CVBLB.

A Figura 4 apresenta os valores médios encontrados
como NMP de coliformes termotol erantes/g de sorvete.

Na Figura 4 observa-se valores elevados para
coliformes termotolerantes nas amostras de sorvete de
chocolate (73 a 122 andlises) quando comparados aos val ores
destas bactérias nas amostras de sorvete de creme (12 a 62
andlises). Como s6 amatéria-prima (leite) e o produto final
(sorvete) foram analisados, ndo € possivel afirmar que o p6
sabor chocolate seja o Unico responsavel pela maior

contaminag&o encontrada, devido aos resultados obtidos na
matéria-prima (leite) nos meses de coletas de sorvetes sabor
chocolate, apresentou contagens de NMP de coliformes
termotol erantes mais elevados.

Provavelmente, nos ultimos meses de coleta
(dezembro, janeiro e fevereiro) o aumento da temperatura
ambiental, médiade 36°C, podeter colaborado com o aumento
da contagem microbianado leite (Tabelas 1 e 2) erefletido na
qualidade microbiol 6gicado sorvete (Tabela3) processado com
essa matéria-prima (leite) de qualidade inferior.

NaTabela 3 observa-se quetodas as amostras de sorvete
sabor chocolate estiveram em desacordo com os padrfest”
guando utilizado o CVBLB, o0 mesmo ocorrendo com o caldo
EC. No entanto, 5 amostras em acordo com os padr8es para
coliformes termotolerantes, quando utilizado o CVBLB,
estiveram em desacordo com os referidos padrées quando
utilizado o caldo EC.

AsFiguras5 e6ilustram as diferencas ha determinacéo
do NMP de coliformes termotol erantes em sorvete, utilizando
os caldos EC e CVBLB.

A recuperac&o de coliformes termotol erantes em caldo
EC é superior ao do CVBLB, com diferenca estatistica
significativa (p<0,05) entre ambos. O coeficiente de correlacdo
de Spearman entre os caldos CVBLB e EC foi de 0,78, paraas
amostras de sorvete, indicando uma forte associagdo entre os
dois caldos (p<0,0001).

3,50
3,00
2,50
2,00

1,50

Logl0 do NMP/g

1,00

0,50

8_8_

1 a 23 33 46

0,00

Analises

B CVBLB ® caldo EC

Figura 4. Valores médios (NMP/mL) de coliformes termotol erantes no sorvete utilizados caldo CVBLB e EC.
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80,6%

B Em desacordo com os padrdes
B De acordo com os padrdes

Figura5. Porcentagem de amostras de sorvete de acordo e em
desacordo com os padrdes legais vigentes quando utilizado o
CVBLB.

30,6%

69.4%
B Em desacordo com os padrdes B De acordo com os padroes

Figura 6. Porcentagem de amostras de sorvete de acordo e em
desacordo com os padrdes legais vigentes quando utilizado o
caldo EC.

A comparagdo de médias em dados pareados indicou a
existéncia de diferencas entre as médias verdadeiras de EC e
CVBLB (p<0,05). A maior médiaé observadano EC indicando
uma maior recuperagdo dos coliformes termotol erantes neste
caldo. Apesar destadiferenca, os coeficientes de correlacdo de
75% e 78%, respectivamente observados em leite e sorvete
indicam que as medidas s80 associadas.

Mesmo ndo tendo sido encontrada literatura sobre
trabal hos que comparem os caldos CVBLB e EC para leite e
derivados na deteccdo de coliformes termotol erantes,
Hajdenwurcel & Souza®, Cakir et a.? e Silva & Gallo*
compararam em seus trabalhos a eficiéncia de diferentes
metodologias na estimativa do NMP de coliformes
termotolerantes em leite e derivados, porém com meios de
cultivo diferentes dos utilizados neste trabal ho. Sant’ ana et al%
fizeram a comparagdo entre métodos rapidos para a deteccdo
de microrganismos em sorvete.

Embora a norma da ABNT, preconize a utilizagdo do
CVBLB para a detecgdo de coliformes termotolerantes, foi
detectado, no presente trabalho que o caldo EC apresentou
mel hores resultados quando comparado ao CVBLB.

Ao analisarem leite cru e sorvete, Bryan et al.?*
detectaram mais de 10° NMP de coliformes fecais tanto em
leite cru quanto em sorvete, sendo que o leite ja havia sido
submetido ao tratamento térmico.
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Rothwell%, salienta que a presenca de organismos de
origem fecal no sorvete, é invariavelmente devida a
contaminagdo pelo equipamento, o qual ndo deveria estar
devidamente limpo e sanitizado, ocasionando a contaminagéo.

O mesmo autor aindaressalta que, apresencade certos
organismostais como os coliformes, em produtostratados pelo
calor, também pode indicar um tratamento térmico ineficiente.

Embora o risco da veiculacdo de doencas transmitidas
por alimentos (DTA'S) seja extremamente baixo, em sorvetes,
um ndmero mesmo que pegueno de microrganismos encontrado
apos a pasteurizagdo deve alertar o fabricante de que o risco
existe (Marshall & Arbuckle)®.

CONCLUSOES

Das 24 amostras de leite pasteurizado tipo C
analisadas, 14 (58,3%) apresentaram contagens de coliformes
a45°C (termotol erantes) em desacordo com os padrdeslegais
vigentes, quando utilizado o CVBLB e 17 (70,8%) quando
utilizado o caldo EC, sendo tais amostras consideradas
produtos em condi¢des higiénico-sanitériasinsatisfatorias para
0 consumo humano.

Das 36 amostras de sorvetes analisadas, 7 (19,4%)
apresentaram contagens de coliformes a 45°C em desacordo
com os padrdes|egaisvigentes, quando se utilizouo CVBLB e
11 (30,6%) quando utilizados o caldo EC, indicando que estes
produtos apresentam condic¢des higiénico-sanitarias
insatisfatorias para 0 consumo humano.

A recuperacdo de coliformestermotol erantesfoi superior
guando utilizado o caldo EC em comparacdo ao CVBLB
incubado a 45°C. Assim, embora a ABNT sugira o uso do
CVBLB paraadeterminagéo de coliformesa45°C, recomenda-
se 0 uso do caldo EC, como acontece para outros aimentos,
por apresentar melhor eficiéncia na recuperacdo destes. Esta
recomendacdo € justificada pela obtencdo de uma diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) entre os caldos
utilizados, na presente pesquisa.

A correlac8o de Spearman entre os caldosEC e CVBLB
foi de 0,75 de 0,78 para o leite e 0 sorvete, respectivamente.

REFERENCIAS

1. Warke R, Kamat A, Kamat M. Incidence of pathogenic
psychrotrophsin ice creams sold in someretail outletsin
Mumbai, india. Food Control 2000; 11: 77-83.

2. Carvaho EP, Abreu LR, Carvalho MC. Estudo de alguns
aspectos microbiol dgicos em sorvetes nédo pasteurizados.
Rev Inst Latic Candido Tostes 1995; 50 (291): 43-9.

3. Pinto MF, Ponsano EHG, Delbem ACB, et al. Condicdo
higiénico-sanitéaria de sorvetes fabricados por indistrias
artesanais no municipio de Aragatuba— S.P. Hig Aliment
2000; 14 (72): 50-2.



Rizzo-Benato RT, Gallo CR Comparagdo da eficiéncia dos caldos Escherichia coli e caldo verde brilhante lactose bile na enumeragéo de
coliformes termotolerantes em leite e sorvete de massa. Rev Inst Adolfo Lutz, 66(1): 18-25, 2007.

4.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Hoffmann FL, Penna ALB, Coelho AR. Qualidade
hi gi énico-sanitéaria de sorvetes comercializados na cidade
de Sdo José do Rio Preto-SP-Brasil. Hig Aliment 2000;
11 (76): 62-8.

Tamsut LS, Garcia CE. Calidad microbiol6gica de los
helados de cremaelaborados en Caracas, Venezuela. Arch
Latinoam Nutr 1989; 39 (1): 47-56.

Franco BDGM, Landgraf M. Microbiol ogiados alimentos.
2"ed. Sdo Paulo: Ed Atheneu; 1996. 182p.

Frazier WC, Westhoff DC. Microbiologiadelosalimentos.
4" ed. Acribia: Ed Zaragoza; 1993. 681p.

Silva N, Neto RC, Junqueira VCA, et al. Manual de
meétodos de andlise microbioldgica da agua. Campinas:
ITAL 2000. 99p.

Jakabi M, Franco BDGM. Frequéncia de isolamento de
cepasdeE. coli patogénicaem aimentosde origem animal.
Ci Tecnol Aliment 1991, 11(2): 170-81.

Brasil. Resolugdo — RDC n° 12, de 02 de jan. de 2001.
Ministério da Saide. Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria[ANVISA]: regulamento técnico sobre padrfes
microbiol 6gicos em alimentos. Disponivel no site http://
www.anvisa.gov.br/legis/resol/12_01rdc.htm (21 fev.
2002).

Associagdo Brasileira de Normas Técnicas. MB-3463,
de 1991. Bactérias coliformes totais, coliformes
termotolerantes e Escherichia coli em alimentos -
determinacdo do nimero mais provavel. Rio de Janeiro;
1991. 7p.

Hatcher L, Stepansky EJ. A step-by-step approachto using
the SAS system for univariate and multivariate statistics.
Cary: SASIngtitute, 1994. 576p.

Statistical Analysis System Institute. The SAS system
(software). Release 8.2. Cary, 2001.

Barros VRM, Jardim FSF, Machado PF, et al. Quebrado
paradigma da qualidade do leite C, recebido em usina de
beneficiamento sob inspegdo federal, em Catanduva— SP.
Hig Aliment 1999; 13 (65): 6-9.

Freitas JA, Oliveira JP, Sumbo FD, et al. Caracteristicas
fisico-quimicas e microbiol dgicas do leite fluido exposto

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

ao consumo nacidade de Belém, Pard. Hig Aliment 2002;
16 (100): 89-96.

Brasil. Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento. Regulamento da inspec&o industrial e
sanitaria de produtos de origem animal. [RI1SPOA]
Aprovado pelo decreto 30691 de 29/03/52, alterado pelo
decreto 1255 de 25/06/62 Brasilia, 1980. 174p.

Tessari ENC, Cardoso ALSP. Qualidade microbioldgica
do leitetipo “A” pasteurizado, comercializado na cidade
de Descalvado, SP. Hig Aliment 2002; 16 (96): 65-8.
Halasz L. [Coord.], Pinheiro CP, Araljjo Filho EM, Sato
GT, et al. Refrigeracéo. Sao Paulo: Ind Com Cien Tec 1982;
220p.

Guadagnoli CA. Controle da qualidade na indUstria de
sorvetes. Leite & Deriv, 1992; 1 (6): 33-4.
Hajdenwurcel JR, Souza HM. Avaliagdo do Método
Simplate para contagem de coliformestotais e E. coli em
leite fluido. Indust Latic, 1998; 3 (17): 71-7.

Cakir 1, Dogan HB, Halkman AK, Worobo RW. An
alternative approach for enumeration of Escherichia coli
in foods. Int J Food Micrabiol 2001; 68: 217-223.

Silva MC, Gallo CR. Avaliacdo da qualidade
microbioldgica de alimentos com a utilizagdo de
metodol ogias convencionais e do sistema simplate. Hig
Aliment 2003; 17 (107): 75-85.

Sant’ana AS, Conceicéo C, Azeredo DRP. Comparagdo
entre os métodos rapidos SimplateR TPC- Cl e PetrifilmR
AC e os métodos convencionais de contagem em placas
para a enumeracdo de aerdbios mesofilos em sorvetes. Ci
Tecnol Aliment 2002; 22 (1): 60-4.

Bryan FL, Teufel P, Riaz S, et al. Hazards and critical
control points of street-vending operationsin amountain
resort town in Pakistan. J Food Prot 1992; 55 (9): 701-7.
Rothwell J. Microbiology of ice cream and related
products. In: Robinson R.K., editor. Dairy microbiology:
the microbiology of milk products. 2™ ed. London: Ed
Elsevier; 1990; 2, p.1-40.

Marshall RT, Arbuckle WS. Ice cream. 5"ed. Maryland:
Ed Aspen Publishers; 2000. 349p.

25



ARTIGO DE ORIGINAL/ORIGINAL ARTICLE

Analises microbioldgicas de alimentos processados na Baixada
Santista, envolvidos em doencas transmitidas por alimentos, no
periodo de 2000 — 2006.

Evauation of themicrobiologica anaysesinfoodsfrom the BaixadaSantista
involved in foodborne diseases, Sao Paulo, Brazil, during 2000 — 2006.

RIALA6/1098

Jussara da Silva FAUSTINO?, Estevéo de Camargo PASSOSY, Ana Ruth Pereirade MELL O, André
Luis Monteiro ARAUJO?, Cicero Vagner de SOUZA?, Luziallza Ferreira JORGE?, LilianaAparecida
ZAMARIOLI?

*Enderego para correspondéncia: Rua Silva Jardim, 90, Vila Nova, CEP 11015-020 — Santos/SP.
1 Instituto Adolfo Lutz — Laboratério Regional de Santos
Recebido: 01/11/2006 — Aceito para publicaggo: 30/04/2007

RESUMO

O Instituto Adolfo Lutz - Laboratério Regional de Santos analisou amostras de alimentos coletadas
pelas Vigilancias Sanitérias M unicipai s da Bai xada Santista, envolvidos em casos de doencastransmitidas
por alimentos (DTAS), no periodo de janeiro de 2000 a junho de 2006. Foram analisados diferentes
tipos de alimentos na forma de pratos prontos para consumo: coxinha de frango, arroz cozido, feijéo
cozido, frango, puré de batata, améndega ao molho, recheios (calabresa, frango, palmito); embutidos
(salsicha, linglica defumada); salgado cru; doces (bolo, mousse, mistura para bolos); bebidas (I&ctea,
leite UHT, xaropinho, suco). A preparacéo das amostras para andise e as determinacfes analiticas
foram realizadas segundo 0 “ Compendium of Methodsfor Microbiological Examination of Foods (APHA,
1992)” eaRDC n° 12 de 2001 ANV ISA, respectivamente. Das 26 amostras de alimentos analisadas, 18
(69,2%) estavam de acordo com alegislacéo vigente e 8 (30,7%) foram condenadas devido a presenca
de Salmonella sp isolada de mousse de clara de ovos e de bolo de chocolate; Saphylococcus aureus
isolado de coxinhas de frango frita e crua; coliformes fecais isolados de recheios de frango e palmito,
frango cru e frango ensopado.

Palavras-chave. doengas transmitidas por alimentos, Salmonella sp, Saphylococcus aureus.

ABSTRACT

The Instituto Adolfo Lutz - Laboratory Regional of Santos analyzed food samples sent by the municipal
health surveillance services of counties belong to the Baixada Santista area, with suspect of foodborne
diseasesfrom January of 2000 to June of 2006. Different types of foods were analyzed such as chicken and
pork preparations, rice, beans, chicken, mashed potatoes, heart of palm preparations, raw sausage and
pork leg, raw salted pie, candies (cake, mousse, mixesfor cakes); fermented milks, pasteurized milk UHT,
juices. Conventional methodswere used, asrecommended by Compendium of Methodsfor Microbiol ogical
Examination of Foods APHA, 1992 and by the Brazilian Ministry of Health legidation ANVISA RDC #
12, 2001. Of the 26 analyzed food samples, 18 (69,2%) were in accordance with the sanitary legisation
and 8 (30,7%) were condened because of the presence of Salmonella sp isolated from a “mousse” with
cream and chocolate cake; Saphylococcus aureusisolated from raw and cooked chicken products; faecal
coliforms were isolated from chicken and heart of palm preparations, raw chicken and soggy chicken.

K ey wor ds. foodborne diseases, Salmonella sp, Saphylococcus aureus.
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INTRODUCAO

Os alimentos, independentemente de sua origem,
apresentam uma microbiota natural extremamente variavel,
concentrada principalmente na regido superficial, embora
regides internas e profundas dos alimentos possam
eventualmente apresentar formas microbianas viaveist. Nas
diversas etapas que levam a obtencdo de produtos
processados, os alimentos estardo sujeitos a contaminagdo por
diferentes microrganismos, provenientes de manipulacéo
inadequada, contato com equipamentos, superficies e
utensilios ndo corretamente sanificados, ou mesmo
procedentes do ambientet.

Asdoengastransmitidas por alimentos (DTAS) séo objeto
de interesse da Vigilancia Sanitaria por diversos motivos, entre
eles diferentes microrganismos envolvidos e toxinas pré-
formadas, diversidade de produtos que podem veicul&las,
periodosdeincubacdo varidveis, quadros clinicosdiferenciados,
conseqliéncias e seqliel as as vezes graves, podendo até mesmo
levar a 6bitos os pacientes acometidos, etc?.

A Vigilancia Sanitériadeve ser acionada pararealizar a
investigag&o de um surto de DTA com os objetivos de identificar
o alimento responsavel, o agente etioldgico envolvido, os
fatores que determinaram o aparecimento do surto e o quadro
clinico predominante®. Estima-se que aincidéncia de doengas
microbianas de origem alimentar seja elevada, todaviacomo a
notificacdo ndo é obrigatéria, ha comprometimento das
estatisticas dos Servicos de Salude?*.

Nos Estados Unidos, Chittick et al.5 analisaram 6633
surtos de DTA no periodo de 1973 a 2001 e constataram que
Salmonella Heidelberg foi responsavel por 184 surtos, sendo
que destes 53 foram provocados pelo consumo e ingestéo de
carne de aves, bem como ovos e alimentos elaborados a partir
de aves e ovos. Rangel et al.® observaram que no periodo de
1982 a 2002, 350 surtos de infec¢go foram provocados pela
Escherichia coli O157:H7. Destes, 183 (52%) eram de DTA,
74 (21%) origem desconhecida, 50 (14%) pessoa-pessoa, 31
(9%) hidrica, 11 (3%) contato com animal e 1 (0,3%)
laboratorial. O principal aimento envolvido foi carne moida
com 75 (41%) dos casos.

NaAustrdia, Dalton et al.” revisaram no periodo de 1995
a2000, 293 surtosde DTA e concluiram que Salmonella esteve
incriminada.com maior frequéncia, sendo responsavel por 40%
dos Obitos ocorridos no periodo. A carne de frango foi
responsavel por 27 surtos. Outras carnes, peixes, frutosdo mar,
salada, sanduiches e ovos também estiveram envolvidos na
transmissdo da Samonella.

No continente africano, Ombui et al.* realizaram no
Quénia, um estudo dos surtos de DTA ocorridos no periodo de
1970 a 1993, e observaram a notificaco de apenas 13 surtos
onde houve confirmacdo dos agentes eti ol 6gicos. Osalimentos
envolvidosforam leite e derivados, carnes e derivados, farinha
demilho, bolinho de aveia e derivados detrigo, p&o, vegetaise
torta de limé&o.

Na Inglaterra, Cornell e Neal® relataram um surto de
DTA ocorrido em 1995 ap0s ingestéo de tripas de porco
contendo Salmonella Typhimurium.

Na América Latina, Jiménez et al.® no Chile,
verificaram que, nos anos de 1999 e 2000, as bactériasmais
frequentes em casos de DTA foram Salmonella spp, S.
aureus e Shigella. Os alimentos de maior risco foram:
pratos quentes preparados e as preparacdes caseiras de
queijo e de carne de cabra. No México, Shane et al.%*®
relataram um surto de DTA entre os conferencistas
participantes de um congresso internacional em Puerto
Vallarta e constataram que o alimento envolvido foi 0 “ chili
relenos” que continha ovos descascados e queijo.
Salmonella foi isolada em sobras de queijo.

Em relagéo ao Brasil, as DTAs néo diferem muito das
observadas em outros paises. O género Salmonella tem sido
descrito em alimentostais como carnes cruas de bovinos, suinos
e aves; salsicha de porco; ovos e seus derivados quando
consumidos crus ou mal cozidos; vegetai st12 13 14.15.16,

Coliformes termotolerantes sdo indicadores de més
condi¢Bes higiénico-sanitérias dos alimentos, dos locais de
preparacdo e ou armazenamento e sdo problemas freqlientes
na manipulacdo de alimentos preparados. Tém sido isolados
em derivados de leite, carnes e derivados, verduras!’ 1810,

A presenca de Saphylococcus aureus esta rel acionado
aprodutosde confeitariatais como: doces e salgados, derivados
de leite, sanduiche de galinha, bem como carnes de suinos
14202122 Esta € uma bactéria freglientemente isolada de
mani puladores de alimentos e deindividuos sdos*2 que podem
contaminar acidentalmente alimentos processados.

Bacillus cereus também esta envolvido em surtos
de DTA, principalmente em alimentos preparados em
servicos de alimentac&o conforme levantamento realizado
por Passos e Kuaye? na cidade de Campinas, no periodo
1987 a 1993, sendo responsavel por 68,4% dos surtos. As
bancadas dos servicos de alimentacdo também podem
representar fontes de contaminagéo de alimentos!. Ja foi
descrito o isolamento deste agente em vegetai s no setor de
pré-preparo?.

Os casos suspeitos de botulismo envolvem exames
de amostras biolégicas e de alimentos para verificar a
presenca de toxina botulinica ou do agente etiol6gico.
L evantamento de dados realizado em 2002 por Gelli et al.%,
abrangendo o periodo de 1982-2001, revelou 17% de
positividade nas amostras. Na Bahia, em 2006, foram
observados 2 casos de botulismo, sendo 1 diagnosticado
|aboratorial mente e o outro apenas clinicamente; aingestéo
de embutido tipo chourico foi comum aos dois casos. N&o
foram encontrados dados mai s recentes que possibilitassem
acompanhar a ocorréncia da doenga?.

O objetivo deste trabalho é relatar os resultados das
analises microbioldgicas de alimentos envolvidos em surtos
de doencas transmitidas por alimentos ocorridos na Baixada
Santista, no periodo de janeiro de 2000 a junho de 2006.
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MATERIAL E METODOS

No periodo de janeiro de 2000 a junho de 2006 foram
encaminhadas ao I nstituto Adolfo L utz - Laboratério Regiona de
Santos amostras de alimentos com suspeitade DTA, procedentes
das Vigilancias Sanitérias Municipais da Baixada Santista

Foram analisados diferentes tipos de alimentos:

. coxinha de frango, arroz cozido, feij&o cozido, frango
ensopado, puré de batata, almdndegaao molho, recheios
(calabresa, frango, palmito);

. embutidos (salsicha e lingtica defumada);
salgado cru;
doces (bolo, mousse de clara de ovos, mistura para
bolos);

o bebidas (lactea, leite UHT, xaropinho, suco).

A preparagdo das amostras para andlise e as
determinacdes analiticas foram realizadas segundo o
“Compendium of Methods for Microbiological Examination
of Foods” (APHA, 1992)%,

RESULTADOS

Na Tabela 1 encontram-se os resultados das andlises
efetuadas nas amostras de alimentos com suspeita de causar
DTA, recebidas e registradas no Laboratorio Regional de
Santos do Instituto Adolfo Lutz, no periodo de 20 de janeiro
de 2000 a junho de 2006. Num total de 26 amostras de
alimentos analisadas, 18 (69,2%) estavam de acordo com a
legislagdo vigente no pais (RDC n° 12 de 2 dejaneiro de 2001
daANVISA)® e 8 (30,7%) apresentaram contaminagdo pelos
seguintes agentes. (2/8) Salmonella sp isolada de mousse de
clara de ovos e de bolo de chocolate; (2/8) Saphylococcus
aureus isolada de coxinhas de frango fritas e cruas; (4/8)
coliformes fecais isolados de recheios de frango e pamito,
frango cru e frango ensopado. Os resultados microbiol 6gicos
mostraram que afreqiiéncia de 50% de amostras contaminadas
pelas bactérias estudadas eram do grupo dos coliformes de
origem fecal.

Tabela 1. Resultados das 26 analises efetuadas nas amostras de alimentos incriminados em DTA, recebidas e registradas no
Laboratdrio Regional de Santos do Instituto Adolfo Lutz, no periodo de 20 de janeiro de 2000 a junho de 2006.

Tipo de alimento/Registro/Ano

Escherichia coli

Salmonellasp  Saphylococcus aureus

Coxinhafrita/ Fl 578 / 2000 -
Frango desfiado / FI 577 / 2000 -
Lingtica de paio defumada/ FI 1150 / 2000 -
Mistura de bolo sabor chocolate / OR 408 / 2000 -
Pedaco de torta doce de ameixa/ OR 932 / 2000 -
Bolo de chocolate / OR 407 / 2000 -
Mousse de clara de ovos/ OR 406 / 2000 -
Salgado cru coxinha/ OR 1450/ 2002 -
Salsichaagranel / FI 1133/ 2002 -
Coxinha de frango frita/ OR 1029 / 2002 -
Recheio para pastel calabreza/ OR 60/ 2002 -
Recheio para pastel frango / OR 58 / 2002
Rrecheio para pastel paimito/ OR 59/ 2002
Xaropinho Frut Fort / OR 1146 / 2002 -
Leitelongavida/ OR 260/ 2004 -
Leitelongavida/ OR 261/ 2004 -
Leitelongavida/ OR 262/ 2004 -
Frango cru/ OR 1196 / 2005
Frango ensopado / OR 1195 / 2005
Bebida Léctea/ OR 837 / 2006 -
Biscoito doce/ OR 838 / 2006 -
Almdndega ao molho / OR 834 / 2006 -
Arroz cozido / OR 832 / 2006 -
Feijéo cozido / OR 833/ 2006 -
Puré de batata/ OR 835/ 2006 -
Suco de morango / OR 836 / 2006 -

Presenca/25g -
Presenca/25g -
- 1,2x 10%g
- 2,1x 10%g

NMP1,5x10%/g - -
NMP3,6x10%g - -

NMP2,4x 10°%g - -
NMP2,4x 10%g - -

UFC: unidade formadora de col6nia
NMP: nimero mais provével
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

A presencga de Salmonella spp. em alimentos torna-
0S improprios para 0 coNsumMo, Uma vez que esse agente é
reconhecidamente um microrganismo implicado em surtos
de DTA%,

Os resultados obtidos com o isolamento da Salmonella
sp em doces (mousse e bol o de chocol ate) el aborados com ovos
estao de acordo com os de Peresi et al.”> e Almeidaet al.* que
isolaram cepas de Salmonella sp associadas ao consumo de
alimentos a base de ovos crus ou a cocgao insuficiente de ovos
inteiros envolvidos em surtos de DTA. Ressalte-se que 0s
vegetais e outros alimentos também podem ser veiculadores
destes agentes como foi descrito por Simdes et al.* na cidade
de Campinas/SP.

Emrelacdo aos S. aureusisolados de coxinhas defrango
fritas e coxinhas de frango cruas, os resultados também
concordam com os obtidos por Peresi et a.* que relataram a
presenca deste agente em produtos de confeitaria, tanto doces
como salgados, tais como pastel frito com recheio a base de
frango, queijo catupiri e palmito, bolo confeitado, bolo recheado
e confeitado e coxinha frita. Estes autores observaram que o
processo de fritura utilizado ndo foi suficiente paraeliminar a
bactéria presente tanto nos recheios de frango do pastel e da
coxinha, como na massa da coxinha. A ingestdo de sanduiche
de galinha também provocou um surto de intoxicagdo
estafilococica®?.

No presente trabalho foram isolados E. coli a partir de
recheios de frango e palmito, frango cru e frango ensopado.
Sabe-se que a presenca de coliformes esta associada a ma
higiene, sgja durante o processamento das matérias primas e
os diferentes produtos alimenticios de origem animal e vegetal,
sejadaaguade lavagem empregada, sejadadguadeirrigacao,
etcle17181981 E  coli apresenta um grande nimero de tipos
antigénicos porém uma minoria como as E. coli
enteropatogénica, enterotoxigénica, enteroinvasiva e
enterohemorragica sdo responsaveis por quadros de
gastroenterite no homem acometendo todas as idades®. No
presente estudo ndo foram detectados isolados pertencentes a
€SSes grupos patogénicos.

Foram condenadas oito amostras de alimentos, o que
equivale a 30,7% das 26 amostras analisadas no periodo de
2000 a 2006. Ressalte-se que nos anos de 2001 e 2003 nédo
foram encaminhados ao Laboratério Regional de Santos
amostras de alimentos com suspeita de DTA.

E importante salientar que os servigos de Vigilancia
Sanitaria sdo acionados apds a denlncia realizada pelos
consumidores ou quando esses servicos participam de
programas especificos que tém o objetivo de prevencdo e
correcéo das falhas que favorecem e determinam os surtos
alimentares nas unidades produtoras de alimentos.

E de fundamental importancia que o Laboratério de
Saude Publicaatue em conjunto com aVigilancia Sanitariados
municipios para ajudar na investigagdo e na elucidacéo dos

possiveis agentes causadores de toxinfeccdo alimentar. O
Instituto Adolfo Lutz também se preocupa com o estudo de
outros possiveis agentes, baseado nasinformacfesdossinaise
sintomas dos paci entes contaminados.
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RESUMO

Salmonella Enteritidistem sido o principal sorotipo causador de salmonel ose. O uso de antimicrobianos
na prevencdo e no tratamento dessa infeccéo, assim como a utilizagdo destes como promotores de
crescimento, tem provocado o aparecimento de cepas resistentes. O trabal ho teve por objetivo investigar
a presenca de Salmonella em produtos de frango e verificar aresisténcia dos isolados frente a agentes
antimicrobianos. Foram analisadas 120 amostras de produtos de frango, segundo metodol ogia preconi zada
pela Food and Drug Administration. Salmonella foi isolada de sete (15,83%) amostras e foram
identificados quatro sorotipos, Enteritidis, Newport, Derby e Agona. Enteritidisfoi o sorotipo de maior
prevaléncia(71,4%). Trintae seis(94,7%), 34 (89,5%), 32 (84,2%) e 32 (84,2%) isoladosforam sensiveis
aos antimicrobianos cloranfenicol, norfloxacina, ciprofloxacinae ampicilina, respectivamente. Trintae
trés (86,8%) isolados foram resistentes ao acido nalidixico. Todos os isolados (100%) foram sensiveis
aceftriaxona. Vinte e cinco isolados (65,8%) foram resistentes atetraciclina. Foram encontrados cinco
(13,2%) isolados multirresistentes. A fiscalizac&o dos produtos de frango deve ser maisrigorosa, quanto
a possivel presenca de Salmonella. O aparecimento de cepas de Salmonella resistentes a agentes
antimicrobianos é indicativo da necessidade de maior controle no uso desses farmacos.
Palavras-chave. Salmonella Enteritidis, sensibilidade a antimicrobianos.

ABSTRACT

Salmonella Enteritidis is the main cause of salmonellosis. The use of antimicrobials to prevent and to
treat this infection, as well their use like growth promoters, has induced the emergency of resistant
strains. The aim of this work was to search the presence of Salmonella in poultry products and to
investigate the isolates resistance to antimicrobia agents. One hundred and twenty samples of poultry
products were analyzed, according to the Food and Drug Administration. Salmonella wasisolated from
seven (15.83%) samples and four serotypes were identified, Enteritidis, Newport, Derby and Agona.
Enteritidis was the most prevalent serotype (71.4%). Thirty-six (94.7%), 34 (89.5%), 32 (84.2%) and
32 (84.2%) isolates were susceptible to chloramphenicol, norfloxacin, ciprofloxacin and ampicillin,
respectively. Thirty-three (86.8%) isolates were resistant to nalidixic acid. All isolates (100%) were
susceptible to ceftriaxone. Twenty-five isolates (65.8%) were resistant to tetracycline. Five isolates
(13.2%) multiresistant were found. Theinspection of poultry products must be more rigorous, regarding
to the possible presence of Salmonella. The occurrence of Salmonella strains resistant to antimicrobial
agentsisindicative of more control necessity in use of these drugs.

Key words. Salmonella Enteritidis, antimicrobial susceptibility.
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INTRODUCAO

Bactérias do género Salmonella estdo entre as
principais causas de enfermidades veiculadas por
alimentost. A transmiss&o desta bactériaa humanos ocorre
pela ingestdo de carnes mal cozidas, leite, ovos e outros
alimentos, como vegetais que sao ingeridos crus apés
sofrerem contaminacgdo cruzada. Produtos e alimentos de
origem animal sdo os principais responsaveis pela
distribui¢do mundial de salmonelose?. Dentre as fontes de
contaminagdo de Salmonella, as carnes so predominantes,
tendo a de frango servido como veiculo em numerosos
casos de infecgBes humanas®*.

Geralmente, a salmonelose é uma infeccao
autolimitante e ndo exige tratamento. No entanto, infeccBes
invasivas, incluindo septicemia e meningite, ocorrem em
5 a 10% dos casos confirmados, principalmente entre
criancas, idosos e pacientes com o sistema imune
comprometido®. O uso de antimicrobianos na prevencédo e
no tratamento dessas infec¢des, assim como sua utilizag&o
como promotores de crescimento, tem provocado o
aparecimento de cepas resistentes®’. Typhimurium e
Newport s8o sorotipos de Salmonella que tém apresentado
cepas multirresistentes®®.

O trabalho teve como objetivo investigar apresencade
Salmonella em produtos de frango e verificar aresisténciados
i solados frente a agentes antimicrobianos.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram analisadas 120 amostras de produtos de frango
(sobrecoxa, coxa e sobrecoxa, coxinha da asa, carne moida,
salsichédo e figado), conforme Tabela 1, adquiridas em
supermercados da cidade de Pelotas, Rio Grandedo Sul, Brasil,
e encaminhadas ao laboratério, sob refrigeracdo, onde foram
analisadas até duas horas apds o recebimento.

I solamento eidentificacéo

A pesquisade Salmonellafoi realizada de acordo com
a metodologia preconizada pela Food and Drug
Administration®. Nas amostras de sobrecoxa e coxinha da
asa, o contetdo total da embalagem foi lavado em saco
plastico estéril com 300 mL de caldo lactosado (CL, Merck,
Darmstadt, Germany), deixado em repouso por 30 min a
temperatura ambiente e incubado por 24 h a 37°C. Nas
demais amostras, foi utilizado pré-enriquecimento com 25g
da amostra em caldo lactosado por 24 h a 37°C. Foram
analisadas trés acinco col 6nias de cadaamostra. Osisolados
foram enviados ao Departamento de Bacteriologia do
L aboratorio de Enterobactérias da Fundagdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz, Manguinhos, Rio de Janeiro) para identificacéo
dos sorotipos.
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Teste de sensibilidade a antimicrobianos

O teste de sensibilidade a antimicrobianosfoi realizado
pel o Método de Difusdo em Disco, usando agar Mueller-Hinton
(Acumedia, USA) e incubac&o a 37°C por 18-24 h, de acordo
com o NCCLS. Os antimicrobianos utilizados foram
ampicilina (10mcg), cloranfenicol (30mcg), norfloxacina
(10mcg), tetraciclina (30mcg), acido nalidixico (30mcg),
ceftriaxona (30mcg) e ciprofloxacina (5mcg) (Sensidisc, DME,
S8o Paulo). Foram realizados antibiogramas nos isolados
obtidos das amostras analisadas neste experimento e em 26
isolados de Salmonella, obtidos de sete amostras de carne moida
de frango, previamente analisadas®.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os resultados da pesquisa de Salmonella nos produtos
defrango estdo demonstradosnaTabela 1. Salmonellafoi isolada
de 7 (5,83%) amostras e foram identificados quatro sorotipos,
Enteritidis, Newport, Derby e Agona. Enteritidis foi o sorotipo
de maior prevaléncia (71,4%) dentre os produtos de frango
analisados, 0 que também tem sido observado por outros autores,
gue tém relatado prevaléncia de Salmonella mais elevada do
que aencontradano presente estudo. Bali et al.»® analisaram 124
amostras de produtos de frango obtidas em supermercados e
acougues de Pelotas, Rio Grande do Sul, eisolaram Salmonella
de 10,48% das amostras, sendo o sorotipo Enteritidis
predominante (77%) entre osisolados. Matheuset a .“*anaisaram
102 amostras de carcagas de frango resfriadas, comercializadas
no municipio de Bauru, S8o Paulo e isolaram Salmonella de 6
amostras (5,9%), sendo o sorotipo Enteritidis (66,7%) 0 mais
isolado. Mayrhofer et a.*® identificaram Salmonella em 16,4%
de 281 amostras de carnedefrango analisadasnaAustria. Antunes
et al.’® isolaram Salmonella de 36 (60%) amostras de produtos
defrango deumtotal de 60 coletadas nacidade de Porto, Portugal.
Dez sorotipos foram identificados, sendo Enteritidis o
predominante, isolado de 16 amostras.

Tabela 1. Resultados da pesquisa de Salmonella em 120
amostras de produtos de frango.

Produtos de Amostras

frango positivas/amostras Sorotipos
analisadas

Sobrecoxa 0/20

Coxinhadaasa 0/20

Coxae 2/12 Enteritidis(1) Newport(1)

sobrecoxa Enteritidis(3)

Carne moida 321

Salsichdo 2/27 Enteritidis, Agona(2)

Derby(1)
Figado 0/20
Total 7/120 8
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A presenca de dois sorotipos em uma mesma amostra
foi observada no presente trabalho. Salmonella Enteritidis e
Salmonella Agona foram identificadas em uma amostra de
salsich@o de frango. A presenca de mais de um sorotipo de
Salmonella em umamesmaamostratambém foi observada por
Mayrhofer et a.%s, que identificaram Salmonella Enteritidis e
Salmonella Heidelberg em uma amostra de carne de frango.
Este fato salienta a importancia de serem enviados aos
|aboratérios dereferénciamaisde umisolado parasorotipagem,
umavez gque a presencade mais de um sorotipo em umamesma
amostra pode fornecer informacgdes importantes quanto a
epidemiol ogia da salmonel ose.

Suscetibilidade a ampicilina, a ciprofloxacina, a
norfloxacina, a tetraciclina, a ceftriaxona, ao cloranfenicol e
ao &cido nalidixico foi investigada em todos os isolados. Os
resultados dos antibiogramas encontram-se demonstrados na
Figural. Foram analisados 34 isolados, sendo oito identificados
neste experimento. Trinta e dois (94,1%), 30 (88,2%), 28
(82,4%) e 28 (82,4%) isolados foram sensiveis aos
antimicrobianos cloranfenicol, norfloxacina, ciprofloxacina e
ampicilina, respectivamente. Esses resultados foram similares
aos encontrados por outros pesguisadores'®718, Delicato et al %,
investigando o perfil de resisténciade 21 cepas de Salmonella
isoladas de infecgbes humanas, verificaram que 50% dos
isolados de Salmonella Enteritidis apresentaram resisténcia a
antimicrobianos, sendo o maior percentual de resisténcia
observado em relacdo a ampicilina (85,7%).

Trintaeum (91,2%) isolados foram resi stentes ao &cido
nalidixico. Resisténciaaesse antimicrobiano tem sido observada

por outros autores®1%2°, No entanto, Carraminadna et al.?,
Fernandes et al.*® e Oliveira et a.2 verificaram mais de 90%
de sensibilidade de Salmonella ao &cido nalidixico.

Todos osisolados (100%) foram sensiveis aceftriaxona.
Esses resultados sdo similares aos observados por Ball et al.%3,
Delicato et al.’® e Stephen et al.?2. Pickering® analisou a
sensibilidade de 1.419 isolados de Salmonella e 2% foram
resistentes a ceftriaxona. Cefal osporinas de terceira geragéo,
como aceftriaxona, sdo comumente empregadas no tratamento
de salmoneloses invasivas em criangas devido as suas
propriedades farmacodinémicas e a baixa prevaléncia de
resisténcia encontrada frente a esses antimicrobianos’.

A tetraciclina tem sido um dos antimicrobianos mais
utilizados em animais de producgéo'®?, porém, em medicina
humana, é considerada uma droga de segunda escolha'®. Vinte
ecinco isolados (65,8%) foram resistentes atetraciclina, sendo
que 19 apresentaram apenas resisténcia parcial. Fernandes et
al.’8, Oliveira et al. e Pickering® identificaram 23%, 20% e
15,4%, respectivamente, de Salmonella resistentes a
tetraciclina.

Neste trabalho, um isolado foi considerado
multirresistente quando apresentou resisténciaatrésou mais
antimicrobianos. Foram encontrados cinco (13,2%) isolados
multirresistentes, sendo que um (2,6%) foi resistente acinco
antimicrobianos, ampicilina, norfloxacina, tetraciclina,
acido nalidixico e ciprofloxacina, e dois (5,3%) foram
resistentes a sei s dos antimicrobianos testados, ampicilina,
cloranfenicol, norfloxacina, tetraciclina, acido nalidixico
e ciprofloxacina.
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CONCLUSOES

A fiscalizac8o dos produtos de frango oferecidos ao

consumo humano deve ser mais rigorosa, quanto a possivel
presenca de Salmonella. A ocorréncia de Salmonella
multirresistentes a antimicrobianos em produtos de frango
potencializa o perigo representado pela presenca desse
patégeno em alimentos. O aparecimento de cepas de Salmonella
resistentes a agentes antimicrobianos é indicativo da
necessidade de maior controle no uso desses farmacos.
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RESUMO

Estudou-se a eficacia dos meios agar M-PA-C e &gar Cetrimide no isolamento de Pseudomonas
aeruginosa, em diferentes temperaturas de incubag@o. Foram comparadas as taxas de recuperacéo de P.
aeruginosa e a seletividade dos dois meios. Utilizou-se 0 modelo Bayesiano de efeitos aleatérios para
dados binarios na andlise estatistica e 0 modelo Bayesiano de Poisson na comparagdo da seletividade
dos meios e quanto arecuperacdo de P. aeruginosa. Osresultados obtidosrevelaram diferencasignificativa
naseletividade dos meios, em que o meio agar M-PA-C apresentou maiores val ores médios de contagem.
Para a recuperacéo de células de P.aeruginosa, os resultados foram equivalentes. As médias nas trés
contagens realizadas em agar M-PA-C a42°C foi de 208 UFC e em Cetrimide a 35°C de 231 UFC na
diluicdo de 10°%. Com relagdo as amostras de agua mineral, ndo houve evidéncia de diferentes taxas de
freqiiéncia de P. aeruginosa entre os cultivos nos dois meios seletivos em diferentes temperaturas.

Palavr as-chave. Pseudomonas aeruginosa, agua mineral, agar M-PA-C e &gar Cetrimide.

ABSTRACT

Thisstudy evaluated the efficacy of two selective media, M-PA-C agar and Cetrimide agar, for isolating
P. aeruginosa cells at different incubation temperatures. P. aeruginosa recovery rates, as well as the
selectivity of both mediawere compared. A random effects Bayesian model for binary datawas used for
performing statistical analysis, and a Poisson Bayesian model was applied to compare the potential of
both media selectivity and P. aeruginosa recovery. A discernible difference on the media selectivity
was evidenced, and M-PA-C medium presented a higher mean counting rate. P. aeruginosa recovery
was similar in both media, and no significant difference was noted in three countson M-PA-C at 42°C
(208 CFU) , and on Cetrimide Agar at 35°C (231 CFU), at 10° dilution. With regards to analyzed
mineral water samples, no evidence of distinct occurrence rates of P. aeruginosa on either media, at
different temperatures, was noted.

K ey wor ds. Pseudomonas aeruginosa, mineral water, M-PA-C agar and Cetrimide agar.
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INTRODUCAO

Os microrganismos do género Pseudomonas est&o
amplamente distribuido na natureza (solo, agua, esgotos,
intestino de mamiferose plantas)®. Estudosrevelaram apresenca
de P. aeruginosa em agua mineral, no Brasil, Canada, Franca,
Alemanha, Espanhae Estados Unidos, entre outros paises®. Esta
bactéria pode estar presente também em aguas tratadas
destinadas a diferentes utilizagcbes como didlise, preparacéo
de medicamentos e reagentes®*°.

Além de serem patégenos oportunistas, espécies de
Pseudomonas adquirem resisténcia a antibioticos, alteram
aromas e aparéncia de aguas’.

A eficiéncia dos meios de cultura, seletivos ou ndo,
depende de fatores intrinsecos (composicéo dos nutrientes,
potencial de oOxi - reducdo, pH, atividade de agua, tipo e
atividade dos impedientes), fatores extrinsecos (condigdes
de incubacdo) e fatores implicitos (exigéncia nutricional
do microrganismo, antagbnismo e sinérgismo da microbiota
da agua)’.

A Resolugdo RDC n° 275 de 2005, da ANVISA/MS,
dispde sobre o regulamento técnico paraafixacdo deidentidade
e qualidade de dgua mineral natural e &gua natural. Dentre os
microrganismos a serem pesqguisados, de acordo com esta
resolucéo, estd a P. aeruginosa®.

A American Public Health Association® (APHA)
recomenda, na pesquisa de Pseudomonas aer uginosa em agua
pelatécnicadefiltragdo por membranao uso do Agar M-PA-C
com incubagdo a 42°C, enquanto que os laboratérios da rede
Estadual de Satide Publicade S&o Paulo, entre outros, utilizam
0 Agar Cetrimide, também seletivo para a pesquisa de
Pseudomonas aer uginosa em agua, incubado a 35°C. Entre os
impedientes que compde estes meios de cultura, inclui-se
canamicina e &cido nalidixico no Agar M-PA-C e brometo
cetiltrimetilaméniano Agar Cetrimide'® 1,

Legnani et al.* avaliaram a presenca de P. aeruginosa
em agua mineral envasada por inoculagdo direta da amostra
em Agar Cetrimide e por inoculagdo em Agar Cetrimide ap0s
pré-incubacdo por 1 hora em Agar tripticaseina de soja; 0s
autores ndo observaram diferencas significativas naenumeracdo
microbiana entre os procedimentos, demonstrando que o Agar
Cetrimide pode ser empregado para andlise de agua.

Prandi et al.*? utilizaram Agar Cetrimide naandlise de
894 amostras de agua mineral e verificaram a presenca de
P. aeruginosa em 77 amostras (8,61%) enquanto que em Agar
M-PA-C detectaram a presenca deste microrganismo em 40
(5,56%) das 719 amostras avaliadas. A diferencade 3% entre
os resultados foi significativa (p<0,05), motivando a
realizag8o deste estudo.

Estetrabalho teve o objetivo de comparar asel etividade
e 0 desempenho dos meios M-PA-C (indicado pela APHA)
e Cetrimide na recuperagdo de P. aeruginosa, incubados a
42°C/72 horas e 35°C e 42 °C/48 horas, respectivamente.
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Microrganismos

Al-Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, A2-
Proteusmirabilis CDC 305, A3- Escherichiacoli ATCC 25922,
A4- Aeromonas hydrophila IAL 570 e A5- Enterobacter
cloacae ATCC 13047.

Cultivo dos microrganismos

Os microrganismos foram cedidos pela Secdo de
Colegdo de Culturas Bacterianas do Instituto Adolfo Lutz.

A cepa de P. aeruginosa foi reativada em 5mL de
caldo infusao de cérebro e coragdo, BHI (Brain Heart
Infusion Broth), e incubada a 35°C/18 horas. Aliquota de
1,0mL foi transferida para 9mL de solugo salinaa0,85% e
submetida a diluicdo decimal até 108, Posteriormente,
transferiu-se 1 mL de cada dilui¢cdo para a contagem de
unidades formadoras de col6nias (UFC) pelo método de
plagueamento em profundidade, utilizando-se o meio “ Plate
Count agar” — Difco (PCA) incubado a 35°C por 24h.
Utilizou-se o0 mesmo procedimento para a reativacdo dos
demais microrganismos.

A) Preparacdo da suspensdo da mistura dos
microrganismos

Das5 culturas, em caldo BHI nafase estacionaria, foram
retiradas aliquotas de 0,2mL de cada uma, e transferidas
para 9 mL de solucdo salinaa0,85%. A partir desta suspenséo
10 foram realizadas as diluigdes decimais até 108, sendo que
cadadiluicéo foi submetidaa contagem de UFC, pelo método
de plagueamento em profundidade, em meio PCA (35°C/24h),
M-PA-C (42°C/72h) e Cetrimide (35°C e 42%48h).

B) Preparacdo da suspensao de uma espécie bacteriana

A cultura de cada espécie foi diluida a 10! e
determinaram-se as respectivas UFC em cada meio de cultura
conforme descrito anteriormente. Esta avaliag8o foi realizada
trés vezes.

Analise microbiolégica das amostras de agua miner al

Foram analisadas 15 amostras de agua mineral
envasadas utilizando-se o método de filtragdo por
membrana, recomendado pelaAPHA, para a pesquisa de P.
aeruginosa’®. As condicdes de cultivo empregadas foram M-
PA-C, com incubagdo a 42°C/72h, e Cetrimide, com
incubacdo a 35°C e 42°C/48h. Estas andlises foram realizadas
em duplicata.

Analise estatistica

A analise estatistica utilizou model os Bayesianos de
regressao’®. Dado que as contagens de UFC para a mistura
de microrganismos nos meios de cultura constituem uma
varidvel de natureza discreta, estes dados foram modelados
segundo umadistribui¢do de Poisson com média dependente
do meio, datemperatura e dadilui¢cdo. Este modelo permitiu
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comparagdes da seletividade dos meios e da recuperacéo de
P. aeruginosa.  Um modelo Bayesiano de efeitos aleatérios para
dados binérios correl acionados(rel aivos asduplicatas) foi utilizado
naandlise estatistica das 15 amostras de &gua mineral envasada.
Dentro de umaabordagem Bayesiana, medidasdeinteresse
foram estimadas por métodosMCM C (Monte Carlo em cadeiade
Markov), utilizando o agoritmo de estimadores de Gibbs*. Foi
utilizado com este propésito o programacomputaciona W nBugs'™.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra os resultados obtidos ha enumeracdo
microbiana(UFC/mL) naavaliacdo da seletividade dosmeios M-
PA-C, incubado a42°C, e Cetrimide incubado a 35°C e 42°C.

A Tabela2 mostraosresultados obtidos com arecuperacdo
de Pseudomonas aeruginosa obtida com 0s mesmos meios e
condigdes de incubacdo. As médias das contagens de UFC/mL,
apresentadas nas Tabelas 1 e 2, com seus respectivosinterval os
deconfianca, foram estimadas pel o model o Bayesiano de Poisson
utilizando distribuigdes apriori ndoinformativas. O intervalo de
confianca, utilizado nos model os Bayesianos, € analogo ao usual

interval o de confiancautilizado pel os métodos frequentistas, com
umainterpretacdo diferente. Por exemplo, daTabelal, inferimos
gue, ao generalizarmos 0s nossos resultados a uma popul agéo
demicrorganismos maisampla, aprobabilidade de encontrarmos
uma contagem médiade UFC/mL entre 43,82 e 60,13UFC/mL
com amistura de microrganismos no meio Cetrimide incubado
a42°C é de 95%.

A Tabela 3 apresenta comparagdes entre as contagens
médias de UFC/mL apresentadas nas Tabela 1 e 2. Quando
comparadas, por exemplo, as contagens médias de
UFC/mL entre os meio de cultura Cetrimide incubado a42°C
e a35°C com a mistura de microrganismos e na dilui¢&o
10° a diferenca entre as médias é estimada em 22,33
UFC/mL. O respectivo intervalo de credibilidade informa
que, quando projetados estes resultados a uma populacéo
de microrganismos mais ampla, existe a chance de 95% de
gue esta diferenca das médias encontre-se entre 12,23 e
32,60 UFC/mL. Dado que este interval o ndo contém o valor
zero, que evidenciariaapossibilidade de ndo haver diferenca
entre os dois grupos, conclui-se que ha uma significativa
diferencaentre as médias de contagens quando contemplada
esta comparagao.

Tabela 1. Contagens de UFC de P. aeruginosa nas dilui¢es 10® e 107, nos meios Cetrimide e M-PA-C, para a mistura de

microrganismos, nas temperaturas de 35°C e 42°C.

M édia estimadas Intervalo de
Meio de Cultura Diluigo Contagens UFC/ml contagens® UFC/mL  credibilidade 95%
Misturade Cetrimide 42°C 10° 120 4 31 51,66 (43,82 60,13)
Microrganismos 107 0 0 3 0,9998 (0,208 24)
Cetrimide 35°C 10° 23 24 41 29,32 (23,52 35,78)
107 0 1 3 1,333 (0,364 2,912)
MPAC 42°C 10° 152 121 91 121,30 (109,20 134,1)
107 28 18 17 21,0 (16,14 26,49)

(a) estimativas obtidas pelo Modelo Bayesiano de Poisson.

Tabela 2. Contagens de UFC da cepa P. aeruginosa, ATCC 10145, obtidas das dilui¢des 10° e 107, a35°C e 42°C.

' o M édia estimadas Intervalo de

Meio deCultura Diluicéo Contagens UFC/m contagens® UFC/mL credibilidade 95%

P aiig'gosa Cetrimide 42°C 10° 300 120 118 179.3 (1644 194,7)

o 107 52 9 4 21,65 (16,71  27,2)

Cetrimide 35°C 10° 300 206 188 231,3 (214,4 248.8)

107 64 24 4 30,66 (24,71 37,21)

MPAC 42°C 10 300 115 208 207,7 (191,7 224,3)

107 27 58 47 43,97 (36,83 51,78)

(a) estimativas obtidas pelo Modelo Bayesiano de Poisson.
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Tabela 3. Médias das contagens de UFC obtidas nos meios Cetrimide e M-PA-C na mistura de microrganismos e na culturade

P. aeruginosa, ATCC 10145, a 35°C e 42°C.

Diluicdo Meio de Cultura Diferenca estimadaentre Intervalo de

asmédias® UFC credibilidade 95% ()

Mistura 10° Cetrimide 42°C versus 35°C 22,33 (12,23 32,60) *

de MPAC 42°C versus Cetrimide 42°C 69,66 (54,90 84,66) *

Microrganismos MPAC 42°C versus Cetrimide 35°C 91,99 (78,31 106,0) *
107 Cetrimide 42°C versus 35°C -0,33 (-2,15 1,40) ns

MPAC 42°C versus Cetrimide 42°C 19,99 (19,89 25,58) *

MPAC 42°C versus Cetrimide 35°C 19,66 (14,60 25,28) *

P. aeruginosa 108 Cetrimide 42°C versus 35°C -51,96 (-75,03 -29,13) *
MPAC 42°C versus Cetrimide 35°C -23,61 (-47,3 0,09) ns

MPAC 42°C versus Cetrimide 42°C 28,35 (5,98 50,64) *

107 Cetrimide 42°C versus 35°C -9,01 (-17,25 -0,85) *

MPAC 42°C versus Cetrimide 35°C 13,32 (363 2317) *

MPAC 42°C versus Cetrimide 42°C 22,23 (13,26 31,57) *

(a) estimativas obtidas pelo Modelo Bayesiano de Poisson; (b) interferéncia estatistica a 95% de confianca.

*= diferencas significativas entre as médias das contagens.
ns= diferencas ndo significativas entre as médias das contagens.

De acordo com a Tabela 3 os resultados comparativos
das médias obtidas evidenciam que, parao teste de seletividade
com a mistura de microrganismos, ha diferenca significativa
entre 0os meios M-PA-C e Cetrimide nas duas diluic¢des
utilizadas, sendo o meio M-PA-C aquel e que apresentou maiores
valores paraamédia.

Os resultados para a recuperacdo de células de
P. aeruginosa, foram semelhantes, ndo havendo diferenca
significativaentre M-PAC e Cetrimide a35°C nadilui¢éo 10°.

A Tabela 4 mostra a pesquisa de P. aeruginosa nas 15
amostras de agua mineral, realizada em duplicata (1° e 2°
testes), utilizando-se os meios Cetrimide e M-PA-C. Estes
resultados foram delineados por um modelo Bayesiano de
efeitos aleatérios para dados binarios correlacionados,
utilizando-se distribui¢Ges apriori ndo informativas. Com base
neste modelo, verificou-se que ndo ha evidéncias de que a
freqiéncia de P. aeruginosa seja diferente entre os dois meios
nas diferentes temperaturas.

Tabela 4. | solamento de P. aeruginosa realizadaem duplicata de 15 amostras de aguamineral, utilizando-se os meios Cetrimide

eM-PA-Ca35°Ce42°C.

Meio de cultura

Amostrade AguaMineral Cetrimide 35°C Cetrimide 42°C M-PA-C 42°C
1°Teste 2°Teste 1°Teste  2°Teste 1°Teste  2°Teste

1 + + + + + +
2 + + + + + +
3 + — + + + -
4 + + + + + +
5 + + + + + +
6 + + + + + +
7 + + + + + +
8 — — — — — —
9 - - + + + +
10 - - - - —
11 + + + + - -
12 - - - - - -
13 - - - - - -
14 - — — — — —
15

38



Pisani B Eficacia do Agar M-PA-C e Agar Cetrimide no isolamento de Pseudomonas aeruginosa em amostras de agua mineral. Rev Inst

Adolfo Lutz, 66(1): 35-39, 2007.

Observou-se que a recuperagdo de microrganismos
testados namistura, no meio PCA a35°C por 24 horas, ocorreu
até a diluicdo 107 (o que significou que a quantidade de
microrganismos utilizada como interferentes foi semelhante).
Quanto a analise da sel etividade dos dois meios, utilizando-se
adiluicdo 10 de cada microrganismo interferente, verificou-
se que somente o Proteus mirabilis cresceu no meio Cetrimide
(>300 UFC nos trés testes).

Durante a contagem de P. aeruginosa observou-se que
algumas espécies infiltraram-se nas malhas das membranas
de 0,45um de porosidade, prejudicando o crescimento de
coldnias isoladas e adeterminagdo de UFC. Hasegawa et al. ',
recomendam para a pesquisa de P. aeruginosa a utilizacéo de
membranas com porosidade de 0,22um devido a capacidade
do microrganismo transpor as mal has damembranade 0,45um.

CONCLUSOES

OsmeiosAgar M-PA-C eAgar Cetrimide apresentaram
desempenho semel hante narecuperacéo daP. aeruginosa, tanto
nostestes paraa cepaATCC quanto paraamistura com outros
microrganismos.

O meioAgar M-PA-C demonstrou ser mais seletivo do
que o Agar Cetrimide.

O presente estudo confirmaque osmeiosAgar Cetrimide
eAgar M-PA-C sdo adequados e equival entes para a pesguisa
de P. aeruginosa em amostras de dgua mineral.
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RESUMO

Os dleos e as gorduras sdo comumente utilizados na fritura de alimentos. Durante o aguecimento
prolongado, os 6leos e gorduras sofrem uma série compl exa de reagGes com a produgdo de compostos
de degradacao, que maodificam a suaqualidade e os produtos resultantes podem causar danos asalde do
consumidor. O abjetivo deste trabalho foi o de avaliar a qualidade de 6leos e gorduras utilizados para
fritura de alimentos no comércio da Regido Metropolitana da Baixada Santista, estado de Séo Paulo.
Um total de 100 amostras, 50 coletadas antes da fritura e 50 durante o referido processamento foram
analisadas, quanto ao indice derefracao a40°C, acidez, teor de &cido linol énico, temperatura, compostos
polares (método “ Fri-Check”) e “ Qil Test”. Dentre as amostras col etadas antes dafritura, todas aquelas
referentes a 6leo de soja apresentaram contelido de acido linol énico superior ao limite maximo de 2%
recomendado pelo Ministério da Salde e pela legislagéo internacional. Todas as amostras col etadas
durante a fritura exibiram pelo menos uma das caracteristicas fisico-quimicas - com resultados
insatisfatorios, e 41 (82%) das amostras apresentaram temperatura acima dos 180°C, valor maximo
estabel ecido pela Resolugdo RDC n° 216/2004 da ANVISA/MS. Sugere-se que haja estabel ecimento
urgente de a¢Oes para garantir maior controle da qualidade dos 6leos e gorduras utilizados em frituras,
além derigorosa fiscalizagéo por parte dos 6rgéos competentes.

Palavras-chave. dleos e gorduras, frituras, temperatura, compostos polares, legislagdo, salde publica

ABSTRACT

Oils and fats are largely used for frying foods in Brazil. A prolonged oils and fats heating induces
several complex chemical reactions, and produces their compounds degradation, which modify their
quality and might cause health hazard to consumers. The purpose of this study wasto assessthe quality
of oils and fats employed for frying foods in Santos metropolitan area, S&o Paulo state. One hundred
sampleswere analyzed, being 50 of them collected before being used, and 50 during the frying process.
Therefractiveindex at 40°C, acidity, linolenic acid contents, temperature, polar compounds (“ Fri-Check”
method), and “ Oil Test” wereinvestigated. Among samples collected before frying procedure, all of the
soybean oils showed linoleni ¢ acid contents above the maximum limit (2%) recommended by the Brazilian
Ministry of Health and international legislation. All of the samples collected during frying procedure
showed at least one of the physics-chemical characteristics determination with an inappropriate result,
asfor 41 (82%) of them registered temperatures above the limit of 180°C established by the Brazilian
Ministry of Health Resolution RDC n° 216/04. Anintensive plan to guarantee the quality control of oils
and fatsemployed for frying foods, and aclose surveillance by the related public departments should be
established and bring it into action.

Key words. oils and fats, frying, temperature, total polar compounds, legislation, public health.
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INTRODUCAO

A utilizac8o de 6leos e gorduras comestiveis em fritura
€um dos métodos mais empregados na preparacéo de alimentos,
pois eles atuam como transferidores de calor e como
importantes ingredientes do produto final2.

O repetido aquecimento dos 6leos e gorduras,
principalmente os poliinsaturados, como o de soja, resulta
em acumul o de produtos de decomposi ¢éo, que ndo so afetam
a qualidade dos alimentos submetidos a fritura,
especialmente os atributos sensoriais (aparéncia, odor e
sabor) como a salide humana??®.

Baseados no exposto, vérios paises vieram a estabel ecer
regulamentos técnicos para o controle da qualidade dos 6leos
egorduras utilizados parafritura, fixando limites maximos para
os compostos polares (de 24 a27%) e, em alguns deles, também
para acidez (de 1,0 a 4,5%, expressa em acido oléico)?*®. No
Brasil, a legislagdo estabelece apenas a temperatura maxima
de 180°C durante afriturat, enquanto que aacidez (maximo de
0,9%) e os compostos polares (maximo de 25%) constam de
Informe Técnica®.

Além dos parametros acima citados, tém sido
desenvolvidos procedimentos rapidos paratal controle, como
por exemplo o kit conhecido como “Qil Test"”.

Preocupados com os possiveis danos a salde dos
consumidores pelaingesto de alimentosfritose o consumo cada
vez maior dosmesmos, diversostrabal hostém sido desenvolvidos
e publicados em todo 0 mundo sobre 0 tema?2®891°,

Algumasregibesbrasileirasndo tém, dentro daliteratura
consultada, qualquer estudo publicado nesse sentido. Umadelas
€ a Regido Metropolitana da Baixada Santista, integrada por
nove municipios (Bertioga, Cubatdo, Guaruja, Itanhaém,
Mongagua, Peruibe, Praia Grande, Santos e Sao Vicente), com
cerca de 1.650.000 habitantes™.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
gualidade de 6leos e gorduras utilizados para fritura de
alimentos no comércio da mencionada regi&o.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 100 amostras (76 de 6leo de soja
refinado e 24 de gordura vegetal hidrogenada). Destas, 50
foram coletadas antes e 50 no momento da fritura dos
alimentos, principalmente pastéis, em lanchonetes,
pastelarias e vendedores ambulantes, localizados em
diversos bairros dos nove municipios da regiao
metropolitana da Baixada Santista. A coletafoi feitapor dois
dos autores, acompanhados por agentes da Vigilancia
Sanitéria dagueles municipios, entre os meses de marco e
outubro de 2005.

A primeiracoletade amostrasfoi realizadano municipio
de Santos. Por ser 0 municipio com maior niimero de habitantes
da regido, foram coletadas 20 amostras, sendo 10 antes e 10
durante a fritura. Nos demais municipios, a amostragem
correspondeu a metade daquela.

Cada amostra foi constituida de aproximadamente
100mL do éleo ou gordura, acondicionada em frasco plastico
opaco, com tampa, lacrado, numerado de 01 a 50, seguido
da letra A para as amostras obtidas antes da fritura e B
durante afritura.

Nas amostras coletadas antes da fritura, foram
determinados em laboratério, em duplicata, os seguintes
ensaios; valor de acidez, expresso em acido oléico, indice
de refragdo a +40°C, utilizando o refratbmetro de Abbe
digital, e o contetdo de &cido linolénico, de acordo com a
metodologia descrita nos “Métodos fisico-quimicos para
analise de alimentos” 2.

No caso das amostras submetidas a fritura, foram
feitas as seguintes determinagdes no momento da coleta:
leitura da temperatura na presen¢a dos alimentos, com
auxilio de termdmetro com escala interna de mercurio,
graduado de —10°C a +250°C e teste colorimétrico
empregando o kit “Oil Test”. Este consta de trés reativos e
uma escala de quatro cores, com a seguinte interpretacéo
apos o procedimento: azul (bom), azul-verde (regular), verde
(trocar) e verde-oliva (péssimo)’.

Em laboratorio, foram determinados em duplicataa
acidez em acido oléico; indice de refragdo a +40°C,
conforme os métodos anteriormente citados'?; compostos
polares, quantificados por leitura direta no aparelho
eletrénico conhecido como “Fri-Check”, de fabricacéo
belga, recentemente introduzido no Brasil, que se baseia
nas alteracdes da viscosidade, densidade e tenséo
superficial dos 6leos e gorduras usados em fritura®®. Foi
aplicado o fator 1,25 aos resultados obtidos com o0 emprego
do citado aparelho, a fim de que nédo diferenciassem
estatisticamente dos val ores que seriam verificados se fosse
utilizado o método oficial da American Oil Chemists’
Society Cd 20-91%.

Todos os ensaioslaboratoriaisforam realizados na Secéo
deBromatologiae Quimicado Laboratério | do Instituto Adolfo
Lutz, em Santos/SP, exceto o de acido linolénico, que foi
efetuado no Laboratério de Cromatografia da Divisao de
Bromatologia e Quimica do Instituto Adolfo Lutz, em Sao
Paul o/ SP.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os resultados referentes as amostras coletadas nos nove
muni cipios encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1. Resultados das andlises realizadas nas amostras de 6leos e gorduras, coletadas antes e durante a fritura de alimentos,
no comércio da regido metropolitana da Baixada Santista, estado de Sao Paulo, no ano de 2005.

DADOS GERAIS ANTES DA FRITURA (A) DURANTE A FRITURA (B)
] Acido . cp' o
Tipo de indice de Acidez em A Acidez . Indice de
Amostras 6leo ou Refragdoa c18:1 “ngll%r?'; 0 Temffé?m'a emC18:1 F’:'%ﬂigk Refragdo “Oil Test”
gordura 40°C (9/100g) (g/lobg) (9/1009) %) ad0°C
Santos
01 OSR** 1,4680 0,13 47 190 0,2 8 1,4684 Bom
02 GVH*** 1,4638 0,13 0,3 225 01 13 1,4636 Bom
03 OSR 1,4682 0,13 50 202 0.2 7 1,4687 Bom
04 GVH 1,4642 0,13 0,9 169 1,6 33 1,4630 Regular
05 OSR 1,4682 0,13 41 212 0.2 15 1,4693 Regular
06 OSR 1,4685 0,13 48 213 01 4 1,4685 Bom
07 OSR 1,4684 0,13 49 180 0,9 78 1,4705 Trocar
08 OSR 1,4679 0,13 38 207 0,7 40 1,4693 Trocar
09 OSR 1,4684 0,13 4,0 189 05 14 1,4686 Trocar
10 OSR 1,4685 0,13 4,0 230 03 43 1,4697 Trocar
Guaruja
1 GVH 1,4661 0,13 0.2 190 03 1 1,4659 Bom
12 GVH 1,4641 0,13 0,2 183 18 23 1,4646 Regular
13 OSR 1,4683 0,13 45 180 1,0 20 1,4667 Trocar
14 OSR 1,4685 0,13 42 202 0,7 64 1,4702 Trocar
15 OSR 1,4676 0,13 53 193 0.2 6 1,4686 Bom
Séo Vicente
16 OSR 1,4677 0,13 47 190 08 29 1,4691 Trocar
17 OSR 1,4677 0,13 4,6 180 04 19 1,4695 Regular
18 OSR 1,4678 0,13 42 192 08 23 1,4656 Regular
19 GVH 1,4641 0,13 0,9 167 0,7 26 1,4753 Bom
20 OSR 1,4682 0,13 58 195 03 35 1,4700 Trocar
Peruibe
21 OSR 1,4677 0,20 48 193 03 19 1,4686 Regular
22 OSR 1,4679 0,13 43 195 03 5 1,4675 Bom
23 OSR 1,4680 0,20 4,6 195 05 47 1,4701 Trocar
24 ORS 1,4677 0,20 4,6 230 04 20 1,4791 Regular
25 OSR 1,4680 0,13 6,1 220 04 35 1,4697 Trocar
Praia Grande
26 GVH 1,4651 0,13 11 190 04 9 1,4657 Bom
27 OSR 1,4683 0,13 4,0 185 11 78 1,4655 Trocar
28 OSR 1,4684 0,12 48 203 1,0 45 14721 Péssimo
29 GVH 1,4593 0,12 0.2 195 2,7 19 1,4628 Regular
30 GVH 1,4653 0,13 11 168 11,3 19 1,4656 Trocar
[tanhaém
31 OSR 1,4687 0,12 59 210 0,6 68 1,4708 Trocar
32 OSR 1,4687 0,12 59 210 0,7 20 1,4675 Bom
33 OSR 1,4683 0,12 3,6 210 0.2 8 1,4690 Bom
34 OSR 1,4686 0,12 49 210 03 6 1,4789 Bom
35 OSR 1,4686 0,12 55 197 0.2 35 1,4698 Regular
Bertioga
36 GVH 1,4653 0,12 28 198 08 46 1,4647 Bom
37 OSR 1,4678 0,12 2,6 182 13 37 1,4681 Trocar
38 GVH 1,4634 0,12 01 235 01 41 1,4626 Bom
39 GVH 1,4652 0,12 28 195 05 35 1,4645 Regular
40 GVH 1,4633 0,12 03 229 04 41 1,4640 Bom
Cubatdo
41 OSR 1,4681 0,12 43 192 01 6 1,4684 Bom
42 OSR 1,4680 0,12 44 200 03 6 1,4689 Regular
43 OSR 1,4683 0,12 5,6 170 8,0 16 1,4682 Trocar
44 OSR 1,4682 0,12 15 184 0,2 8 1,4691 Regular
45 OSR 1,4680 0,12 43 208 05 32 1,4697 Trocar
Mongagua
46 OSR 1,4679 0,12 3,6 235 0.2 9 1,4698 Regular
47 OSR 1,4681 0,12 59 204 0.2 3 1,4691 Bom
48 OSR 1,4682 0,12 48 210 0.2 5 1,4692 Regular
99 OSR 1,4680 0,12 39 168 03 6 1,4688 Regular
50 OSR 1,4680 0,12 37 175 0.2 3 1,4687 Bom

*Compostos Polares —"OSR= Oleo de Soja Refinado — **GVH= Gordura Vegetal Hidrogenada
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Pode-se observar que a temperatura no momento da
fritura foi 0 ensaio com maior nimero de resultados
insatisfatérios, ou seja, 41 (82%) amostras apresentaram
valores acima de 180°C. Cabe notar gque todas as amostras
coletadas nos municipios de Bertioga (nimeros 36 a 40),
Itanhaém (31 a 35) e Peruibe (21 a 25) estiveram em desacordo
quanto a este parémetro.

Ainda com respeito a temperatura, a mais ata dentre
todas foi de 235°C, verificada em Bertioga (amostra nimero
38) e em Mongagua (nimero 46).

Ressalte-se que entrou em vigor, no Brasil, em margo
de 2005 o regulamento técnico sobre Boas Préticas para
Servigos de Alimentacdo, estabelecendo em 180°C a
temperaturamaximaparafritural. Coincidentemente, oinicio
da parte experimental desta pesquisa ocorreu na mes-
ma ocasi 8o.

Durante as coletas, verificou-se que a maioria das
fritadeiras das pastelarias e dos vendedores ambulantes ndo
dispunhade qual quer controle detemperatura, como um simples
termémetro, ao contrério das grandes redes de lanchonetes, o
que contribuiu significativamente para o elevado percentual
de resultados condenatorios.

O segundo ensaio com maior nimero de resultadosem
desacordo com a legislagdo internacional*5® e o Informe
Técnico brasileiro® foi 0 dos compostos polares, considerada
a mais importante caracteristica de qualidade dos 6leos e
gorduras empregados em fritura. De um total de 50 amostras
analisadas, 20 (40%) superaram o limite maximo de 25%
recomendado em nosso paise afaixade 24 a27% estabel ecida
em outros*>%°. Pesquisa realizada no municipio de S0 José
do Rio Preto/SP, com 58 amostras, observou que 12 (20,7%)
superaram o limite de 25%¢.

A exemplo do ocorrido com atemperatura, atotalidade
das amostras do municipio de Bertioga ultrapassou o limiteea
faixa de valores supra-citados para os compostos polares
(nimeros 36 a 40). No entanto, o valor mais elevado (78) foi
obtido em Praia Grande (amostra nimero 27) e em Santos
(ndimero 07).

Deve ser destacado que o equipamento utilizado na
determinagdo dos compostos polares, conhecido como Fri-
Check, corroborou o referido naliteratura de que se trata de
uma alternativa rapida, eficiente e sem requerer reagentes
téxicos no monitoramento de 6leos e gorduras empregados
em frituras**3,

Quanto a acidez do éleo ou gordura durante afritura,
expressa em &cido ol éi co, também prevista nos regulamentos
técnicos internacionais**® (méximo 1,0%) e no referido
informe técnico nacional® (maximo 0,9%), verificou-se que,
de um total de 50 amostras coletadas, 9 (18%) apresentaram
resultado insatisfatorio, sendo quatro amostras coletadas em
Praia Grande (amostras nimeros 27 a 30), duas em Guaruja
(nimeros 12 e 13), umaamostra coletadaem Santos (ndmero
04), uma em Bertioga (nUmero 37) e mais uma em Cubat&o
(ndmero 43).

Os maiores valores encontrados para a acidez no
momento da fritura foram de 8,0g/100g, em Cubatéo,
utilizando-se 6leo de soja (amostra numero 43), e de
11,39/100g, em Praia Grande, com gordura vegetal
hidrogenada (GVH) (nimero 30).

Observe-se queaGVH que é mais utilizada por grandes
redes de lanchonetes, apresenta preco mais elevado se
comparado ao 6leo de sojae, segundo aliteratura, oferece maior
resisténcia a oxidagdo. No entanto, em termos de acidez ndo
houve diferenca pois 5 amostras com resultados insatisfatérios
sereferiam a 6leo de sojarefinado e 4 a GVH.

Aindacom relag8o aacidez, antesdafritura, todas as
amostras analisadas estiveram de acordo com o limite
maximo estabelecido pela legislagcdo brasileira e
internacional (méximo 0,3%)*54.

A mesma constatacdo se aplica ao indice de refragéo
antes da fritura, cuja faixa de valores varia de 1,4670 a
1,4690 (a+40°C) paraos 6leos de sojarefinados, ndo sendo
fixadosvalores paraas GVHs. Ressalte-se que, em setembro
de 2005, quase ao final da execucéo da parte experimental
deste estudo, entrou em vigor a nova legislagéo brasileira
excluindo este parametro.

No caso das amostras coletadas durante afriturando ha
regulamento técnico parao indice derefragéo vigente no Brasil
eno exterior. No entanto, constatou-se que, das 38 amostrasde
Oleo de soja, 31 (82%) exibiram aumento deste indice
relativamente ao 6leo antesdafritura. Em setratando de GVH,
metade das amostras analisadas revelou acréscimo do indice
derefracdo e aoutrametade umadiminuigdo. Essa constatacdo
permite deduzir que o indice de refracdo ndo € um bom
paréametro para controlar a qualidade dos 6leos e gorduras
empregados em fritura.

A prova de campo denominada “QOil Test”, mesmo
sendo considerada limitada e subjetiva, a exemplo de outros
testes rapidos ja testados®, serviu como indicativo da
qualidade do 6leo ou gordura coletado no momento da
fritura, além de ser de fécil execucdo, podendo ser aplicado
por pessoal ndo especializado’.

Das 50 amostras submetidas ao teste acima citado, 17
(34%) indicaram a pronta substitui¢céo do 6leo, em 16 casos, e
da gordura, num Unico caso. Houve correlagdo com 13 (65%)
dos 20 resultados condenat6rios para os compostos polares,
ou sgja, 13 das 17 amostras cujo teste indicou atroca do 6leo
ou gordura, ou que 0S mesmos estavam péssimos, também
apresentaram teor de compostos polares acima do limite
recomendado em nosso pais e no exterior. Em monitoramento
semelhante, realizado na cidade de Sao José do Rio Preto,
estado de Sao Paulo, a correlagdo chegou a 83%'.

Finalmente, nas 50 amostras analisadas antes dafritura
quanto ao teor de &cido linolénico, deve ser destacado que todas
aquel as correspondentes a 6leo de sojarefinado tiveram valores
acima do recomendado pelo Informe Técnico Nacional e
estabel ecidos por alguns paises, antes de seu emprego em
frituras (2%)*5°, Jaasamostrasde GVH se enquadraram nesse
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limite. Desta maneira, se este valor maximo vier a ser
estabel ecido em nosso pais como regulamento técnico, ficaria
inviabilizado o uso do 6leo de sojaem frituras, 0 que certamente
causaria forte impacto para o comércio desse produto,
lembrando que o Brasil € o segundo maior produtor mundial
desse 6leo.

CONCLUSOES

A temperatura no momento da fritura esteve superior
ao recomendado pela legislacdo brasileira e internacional na
maioria das amostras necessitando, assim, de maior controle
por parte dos comerciantes e melhor fiscalizag8o dos 6rgéos
competentes.

A determinacédo daacidez e do indice derefragéo serviu
como complemento a dos compostos polares naavaliagdo dos
0leos e gorduras empregados em frituras.

O uso do kit “Oil Test” como prova de campo
demonstrou bom grau de correl agéo parcial com adeterminacdo
dos compostos polares em laboratério, embora néo seja
conclusiva

AGRADECIMENTOS

A FAPESP- Fundag&o de Amparo & Pesquisa do Estado
de S8o Paulo pelo auxilio ao presente trabalho (Processo N°
04/09426-1) e a sua apresentacdo no |11 Simpdsio Brasileiro
deVigilanciaSanitaria, em Floriandplis/SC, em 2006 (Processo
N° 06/04809-5), assim como as equipesdaVigilancia Sanitaria
dos municipios de Bertioga, Cubatdo, Guaruja, Itanhaém,
Mongagua, Peruibe, Praia Grande, Santos e Sdo Vicente, estado
de S&o Paulo, pela colaboracéo.

REFERENCIAS

1. Brasil. Resolugdo RDC n° 216, de 15 de set. 2004 da
AgénciaNacional de Vigilancia Sanitariado Ministério
da Salide. Disp6e sobre Regulamento Técnico de Boas
Praticas para Servicos de Alimentagdo. Disponivel em
<http://e-legis.bvs.br/leisref/public/show
Act.php?mode=PRI NT_VERSION &id=12546>.
Acesso em: 16 mar. 2005.

2. LimaJR. Parametros de avaliagdo da qualidade de éleo de
soja utilizado parafritura. Quim Nova 1994; 17(5): 392-6.

10.

11.

12.

13.

14.

Gertz C. Chemical and physical parameters as quality
indicatorsof used frying fats. Eur JLipid Sci Technol 2000;
102: 566-72.

Cadigo Alimentario Argentino. Ley 18.284, 18/07/69.
Capitulo VII, Articulos 520 a 522, Alimentos Grasos,
Aceites Alimenticios. (Actualizado a 18 de Mayo de
2003). Disponivel em: <http://www.anmat.gov.ar/codigoa/
caal.htm>. Acesso em: 23 jun. 2005.

DobarganesC. Fryingfats: quality control. In: International
Workshop on Fats, Oils and Oilseeds Analysis. Rio de
Janeiro, [UPAC, 2000. Book of conferences.

Brasil. Informe Técnico n° 11, de 5 out. 2004 daAgéncia
Nacional de Vigilancia Sanitériado Ministério da Salde.
Oleos e gorduras utilizados em frituras. Disponivel em:
<http://anvisa.gov.br/alimentos/informes/
11_051004.htm>. Acesso em: 31 mar. 2005.

Mattos ES, Ans VG, Jorge N. Utilizagdo do Kit Oil Test
para avaliagdo da alteracdo dos 6leos de fritura. Hig
Aliment 2000; 11 (75): 40-7.

Jorge N, Lopes MRV. Determinacdo de compostos polares
totais em 6leos e gorduras de frituras. Hig Aliment 2005;
19 (131): 46-50.

LimaJR. Avaliacdo daqualidade de 6leo de soja utilizado
para fritura [Dissertacdo de Mestrado]. Campinas, S&o
Paulo: Faculdade de Engenharia de Alimentos,
Universidade Estadual de Campinas, 1994.

Masson L. Comportamiento de aceites poliinsaturados
em la preparacion de patatas fritas para consumo
inmediato: formacion de nuevos compuestos y
comparacion de métodos analiticos. Grasas y aceites
1997; 48: 273-81.

Queirods S. Nove cidades e ainda um desafio. Expresso
Popular, Santos, 29 e 30 jul. 2006. p. 8.

TavaresM, Rodrigues RSM, Takemoto E, Aued-Pimentel
S, Caruso MSF. Oleos e Gorduras. In: Instituto Adolfo
L utz. Métodos fisico-quimicos para andlise de alimentos
42 ed, Brasilia: ANVISA; 2005.

Osawa CC, GoncalvesLAG, Grimaldi R. Novaferramenta
destinada ao monitoramento eainspecdo “in site” de 6leos
e gorduras de fritura. REVISA 2005; 1(2): 102-7.

Brasil. Resolugdo RDC n° 270 de 23 de set. 2005 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria do Ministério
da Satide. Aprovao Regulamento Técnico referenteaOleos
Vegetais, Gorduras Vegetais e Creme Vegetal, constante
do anexo desta Resolucdo. Diério Oficia [da] Republica
Federativa do Brasil, Poder Executivo, Brasilia, DF, 23
set. 2005. Segdo 1, n° 184, p. 372-3.



ARTIGO DE ORIGINAL/ORIGINAL ARTICLE

Avaliacéo do valor de TBARS em coxas de frangosirradiadas

TBAR values assessment in irradiated chicken legs

RIALAG6/1102

Luciana MIYAGUSKU?, Marcelo THOMAZINI?, Arnaldo Yoshiteru KUAYE? Carmen Josefina
Contreras CASTILLO®*

*Enderego para correspondéncia: ESALQ, Departamento de Agroindistria, Alimentos e Nutrigdo, Av. Padua Dias, 11, Caixa
Postal 9. CEP 13418-900, Piracicaba/SP. Telefone: (19)3429-4196, e-mail: ccastill @esalq.usp.br

Centro de Tecnologia de Carnes/I TAL, Campinas/S&o Paulo.

2 Departamento de Tecnologia de Alimentos/ Faculdade de Engenharia de AlimentosyUNICAMP, Campinas/S&o Paulo.

3 Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutricdo/ ESALQ, Piracicaba/Séo Paulo.

Recebido: 17/11/2006 — Aceito para publicaggo: 30/04/2007

RESUMO

O efeito daradiagao ionizante em coxas de frango cruas embal adas a vacuo e sob atmosfera modificada
e armazenadas a 4+1 °C foi avaliado a partir da andlise de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARYS). Para amostras embaladas a vacuo foram observados aumentos gradativos nos valores de
TBARS conforme o aumento da dose de radiacdo ionizante para os diferentes dias de armazenamento,
porém as diferencas ndo foram significativas (p>0,05) até o 14° dia quando os respectivos periodos
foram comparados. Amostrasirradiadas com 1,5 kGy e 3,0 kGy e embal adas sob atmosfera modificada
apresentaram val ores de TBARS significativamente (p<0,05) menores em rel agdo as respectivas amostras
embaladas a vécuo, exceto no 20° e 26° dia de armazenamento. Os maiores valores de TBARS foram
obtidos para as amostras irradiadas com 7,0 kGy com médias de 2,13 e 1,52 mg.kg* de malonaldeido
em embalagem a vécuo e sob atmosfera modificada respectivamente.

Palavras-chave. embalagem, frango, malonal deido, oxidag&o lipidica, radiacéo ionizante.

ABSTRACT

The effect of ionizing radiation in raw, vacuum and modified atmosphere packed chicken legs and
storage at 4+1°C was evaluated on the basis of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) The
vacuum-packed samples exhibited a gradual increase in TBARS values proportional to the radiation
dosein the course of the storage period, but the differences were not statistically significant (p>0.05) up
to the fourteenth day when the samples exposed to the different radiation doses applied were compared.
Samples irradiated with 1.5 kGy and 3.0 kGy and packaged under modified atmosphere showed
significantly lower TBARS values as compared to the vacuum-packaged samples, except after 20 and
26 days storage. The maximum TBARS values were obtained from samples irradiated with 7.0 kGy,
with mean values of 2.13 and 1.52 mg.kg* of malonal dehyde, for the vacuum and modified atmosphere
packagesrespectively.

K ey wor ds. packaging; chicken; malonaldehyde; lipid oxidation; ionizing irradiation.
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INTRODUCAO

Entre as metodologias analiticas disponiveis para
acompanhar e compreender o processo de oxidagao lipidica
em alimentos se destaca a determinacdo do valor de
substancias reativas ao acido 2-tiobarbiturico (TBARS). O
método permite quantificar o grau de oxidacdo lipidica do
alimento baseado na reagdo de cor entre malonaldeido e o
acido 2-tiobarbiturico.

As substancias reativas ao &cido 2-tiobarbiturico sdo
preferencialmente formadas a partir da clivagem de acidos
graxos com duplas ligagdes. Os hidroperéxidos formados
podem originar compostos contendo grupamentos carbonilicos,
sendo o malonaldeido o principal alcadienal relacionado com
0 processo de oxidagdo lipidical22,

Os primeiros observadores da colorag&o rosada
produzida pelareacdo entre TBA e produtos da degradacdo de
lipidios foram Kohn e Liversedge®. Porém, utilizou-se pela
primeiravez o valor de TBARS, expresso em miligramas de
mal onal deido por quilo de amostra, para estudar aoxidagéo de
lipidios em leite®. Da mesma forma, Turner et a.® foram os
pioneiros ao aplicar o teste em carne de porco congelada,
enquanto Sidwell et al.” usaram ametodol ogiaparaavaliar 6leos
de algodéo e de soja tratados termicamente.

Estudos sobre a oxidagéo de lipidios, principalmente
em carnes, continuaram a ser conduzidos por diversos
pesquisadores®91°. A interferéncia de alguns aminoacidos,
acidosgraxos, aglicares e saisnaobtencdo devaloresde TBARS
em peixes apontou variagdes entre 1% a 7% dependendo da
guantidade dos compostos adicionados!.

O valor de TBARS foi proposto como andlise
adequada para monitorar mudancas provenientes da
rancidez oxidativa em carnes de frango apés a obtengao
de correlagBes significativas com atributos sensoriais
tipicos do alimento??.

Duas metodologias para obtencdo do valor de TBARS
em carne de frango fresca, refrigerada e congelada foram
comparadas®®. Nas condi¢des de armazenamento, os valores
de TBARS obtidos por técnicas de destilagédo foram superiores,
porém correl acionados, com os resultados obtidos por técnicas
de extragdo direta. Os mesmos autores' relataram que 0 uso
do antioxidante BHT inibiu aautoxidagdo dos lipidios durante
a etapa de destil aco.

Outros estudos também foram conduzidos usando os
valores de TBARS como indicador do processo de oxidacdo
de lipidios em carnes!>'%Y, bem como muitas modificacGes
foram efetuadas nas metodol ogias convencionais. Excelentes
revisdes sobre esses aspectos foram publicadas na década
passada*® e uma mais recentemente’®.

A irradiacdo de carne defrango foi aprovadanos Estados
Unidos em 1990 com afinalidade de controlar microrganismos
causadores de toxinfecgGes de origem alimentar®. No Brasil, a
Resolugdo RDC N°21, de 26/01/2001 daANVISA, aprovou o
“Regulamento Técnico para Irradiagdo de Alimentos’, que
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permite airradiacdo de qualquer alimento com a condic¢&o de
gue a dose maxima absorvida seja inferior aquela que
comprometa as propriedades funcionais e/ou atributos
sensoriais do alimento e que a dose minima absorvida segja
suficiente para alcancar o objetivo pretendido®.

O presente trabalho utilizou o valor de TBARS para
avaliar o efeito daradiagdo ionizante em coxas de frango cruas
refrigeradas embal adas a véacuo e sob atmosfera modificada.

MATERIAISE METODOS

Amostras

Coxas de frango cruas com 0ssos e pele foram
acondicionadas de duas maneiras: Tratamento 1 —embaladasa
vacuo em sacos plésticos de nylon-polietileno (Cryovac) de
baixa permeabilidade ao oxigénio (8 ml de O,/m,/24h)
utilizando uma maquina de embalagens (Selovac 300-B, SP,
Brasil); Tratamento 2 — distribuidas em bandejas comerciais
(240 mm comprimento x 180 m largura x 30 mm altura) de
poliestireno expandido, recobertas com filme de polietileno
(Cryovac) e embal adas em atmosfera modificada composta por
uma mistura de N, (30%) e CO, (70%). Cada embalagem
continha aproximadamente 200 gramas de amostra. Dez
embal agens de cadatratamento foram col ocadas em caixas de
papeldo (600 mm comprimento x 420 mm largura x 100 mm
largura). Cinco caixas de papel&@o de cada tratamento foram
preparadas e armazenadas a 4+1°C para atender nove coletas
de amostras no periodo de 60 dias.

Irradiacdo dasAmostras

As caixas de papel o contendo as amostras de coxas de
frango foram expostas a uma fonte de radiacgdo ionizante de
Cobalto 60 com taxa de dose igua a 4,5 kGy.h. O tempo de
irradiagcdo foi calculado para alcangar doses de 1,5 kGy; 3,0
kGy; 5,0 kGy e 7,0 kGy de radiacdo ionizante, as quais foram
monitoradas por dosimetrosAmber 3042 (Harwell Dosimeters,
OX, UK).

Determinacdo de TBARS
Preparo da Amostra

A determinacdofoi realizada pelo método de destilagao®.
Dez gramas de amostra foram pesadas em um copo de
homogeneizador (OMNI-MIXER, Sorvall). Adicionou-se 50
ml de agua destilada e 3 gotas de antiespumante.
Homogeneizou-se por 2 minutos a 4000 rpm. A mistura foi
transferida quantitativamente paraum bal&o de fundo chato de
250 ml e o copo lavado com 46,5 ml de dgua destiladaaquecida
a40°C. O meiofoi entdo acidificado com 2,5ml deHCI 4N. O
baldo foi posicionado na manta aquecedora e conectado ao
sistema de destilag&o. O destilado foi recolhido até preencher
um baldo volumétrico de 50 ml. Uma aliquota de 5,0ml foi
transferida para um tubo de ensaio com tampa de rosca



Miyagusku L et & Avaliagéo do valor de TBARS em coxas de frangosirradiadas. Rev Inst Adolfo Lutz, 66(1): 45-49, 2007.

juntamente com 5,0 ml de uma solugdo de &cido 2-tiobarbittrico
0,02M (Sigma Aldrich). Os tubos de ensaio foram mantidos
por 35 minutos em banho-mariafervente paraformacdo dacor.
A leitura da absorbancia foi realizada em 532nm no
espectrofotdmetro Cary 1E (Varian, CA, USA).

Preparo da Curva Padr&o

Preparou-se uma solucdo aquosa de 1,1',3,3
tetraetoxipropano (SigmaAldrich) a1,0 x 108 M. Aliquotasde
1, 2, 3, 4 e 5 ml foram transferidas para tubos de ensaio com
tampa de rosca e o volume completo para 5,0 ml com agua
destilada. Ap6s acrescentar 5,0 ml da solugdo de 2-acido
tiobarbitdrico 0,02 M (SigmaAldrich), ostubosforam mantidos
em banho-mariafervente por 35 minutos paraformacgéo dacor
e subsequente leitura da absorbéncia em 532 nm.

Por centagem de Recuper acdo do Malonaldeido

Foi realizado para trés diferentes concentragdes de
1,1',3,3' -tetraetoxipropano (2,21; 4,42; 6,64 mg.kg?)
adicionados na amostra antes da destilac&o.

Caélculo do Valor de TBARS

As absorbancias foram multiplicadas pela constante de
destilagdo (K) obtida pela formula a seguir, e o resultado
expresso em mg.kg* de malonaldeido.

K = S/A*72,063* 107/C* 100/P, onde:

S = concentracdo de 1,1',3,3’ tetraetoxipropano (M)
A = absorbanciaem 532 nm

72,063 = massa molecular do malonaldeido (g.mol?)
C = massa da amostra (g)

P = porcentagem de recuperacéo (%)

Andlise Estatistica

Os dados foram obtidos em triplicata e submetidos a
andlise de variancia e comparagéo de médias pelo teste de
Tukey (p<0,05) com auxilio do software Statistica (StatSoft,
OK, USA)%.

RESULTADOSE DISCUSSAO

O ensaio de recuperacao do malonaldeido revelou que
amostras com menores concentracdes de tetraetoxipropano
apresentaram maior porcentagem de recuperacéo, com valor
médio igual a79,0% (Tabelal). Foram observadas diferencas
significativas (p<0,05) nas recuperagdes obtidas entre as
diferentes concentracdes, apontando a necessidade derealizar
ensaios de recuperacdo para cada concentracdo de
tetraetoxipropano usado na curva padrdo e sua respectiva
utilizag8o nos célculos das constantes de destilagéo (K).
Considerando as recuperagtes de malonaldeido adicionado
nastrés diferentes concentragGes, obteve-se umamédiaglobal
igual a72,4%.

Tabela 1. Recuperacéo de malonaldeido no método de
determinacdo de TBARS por destilagcdo aplicado em coxas de
frangos cruas.

Malonaldeido Malonaldeido
Adicionado Recuperado Recuperacéo (%) *
(mg/kg) (mg/kg)
2,21 1,76 £ 0,01 79,0+ 0,12
4,42 3,13+ 0,01 70,7+ 0,6
6,64 450+ 0,01 67,8 0,6°
Média 724+59

* Letras diferentesindicam diferengasignificativa (p<0,05) entre as médias.

Embora o método de andlise de TBARS por destilacéo
abaixe o pH do meio reacional e utilize aquecimento para a
formacéo da cor, o procedimento foi adequado para o
isolamento do malonaldeido, promovendo a obtencdo de
isolados limpos e evitando areagéo do TBA com componentes
ndo-volateis presentes nas amostras.

A melhor aplicabilidade do método proposto® utilizado
neste estudo encontraargumentos adicionais nostrabal hos!22%24
guerelataram correl agdes entre os odores de rango e osisolados
limpidos obtidos por destilacéo.

Aumentos gradativos nos valores de TBARS foram
observados conforme o aumento dadose de radiago i onizante,
independente do tipo de embal agem utilizada. A Figural mostra
ainda que os valores maximos de TBARS foram atingidos ao
redor de 30 dias de armazenamento para amostras irradiadas
com 3,0 kGy, 5,0 kGy e 7,0 kGy.

S DL

Figural. Superficiederespostaobtidaparavaloresde TBARS
(mg/kg) em coxas defrangos cruasirradiadas e armazenadas a
temperaturade 4 + 1°C.
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Os valores de TBARS foram superiores nas amostras
irradiadas quando comparadas com as amostras ndo irradiadas,
sendo esse fato mais pronunciado nas coxas de frangos cruas
embal adas avéacuo (Figura2), com excegao do 20°e 26° diade
armazenamento, onde os valores de TBARS foram
significativamente maiores (p<0,05) nas amostras embal adas
sob atmosfera modificada.

2,50
o— 0 kGy
—o— 1,5 kGy
2.00 —x— 3,0 kGy
#- 5,0 kGy
—— 7.0 kGy

1,50

1.00

Valor de TBA (mg.kg-1)

0.50

0.00

Dias de armazenamento

Figura 2. Valores de TBARS observados ao longo do
armazenamento refrigerado de coxas de frangos cruas
embaladas a vacuo e submetidas a radiag&o ionizante.

Para amostras tratadas com 1,5 kGy e 3,0 kGy o
preenchimento da embalagem com a mistura de gases CO, e
N, contribuiu significativamente (p<0,05) paraatenuar o efeito
da radiacdo ionizante até o 14° dia de armazenamento e
minimizar o efeito sobre a oxidagdo de lipidios (Figura 3).

1,60

1,40

(]
]

I~
=

Valor de TBA (mg.kg-1)
o =]
& <]
o =

(=]
e
o

0.20

1 [ g 14 20 26 33 40 54

Dias de armazenamento

Figura 3. Valores de TBARS observados ao longo do
armazenamento refrigerado de coxas de frangos cruas
embal adas sob atmosfera modificada e submetidas a radiagéo
ionizante.

Entre as amostras irradiadas, os valores de TBARS
aumentaram conforme ocorreu 0 aumento da dose de radiagéo
ioni zante, mantendo-se baixos até o 14° dia de armazenamento
nos dois tipos de embalagens. As amostras irradiadas com
1,5kGy e 3,0 kGy apresentaram resultados similares ao
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longo dos dias de armazenamento, atingindo val ores maximos
de TBARS com médias iguais a 0,81 e 1,01 mg.kg?,
respectivamente. As amostras irradiadas com 5,0 kGy e 7,0
kGy prolongaram o armazenamento e mostraram valores
méaximos de TBARS iguais a 1,57 e 2,13 mg.kg?,
respectivamente.

Asamostras ndo irradi adas permaneceram estocadas até
0 9° dia e apresentaram valor méximo de TBARS igual a0,15
mg.kg?. As amostras irradiadas com doses de 1,5 kGy
preservaram-se até o 26° dia de armazenamento, enquanto que
amostras tratadas com doses de 3,0 kGy, 5,0 kGy e 7,0 kGy
permitiram andlises de TBARS além dos 30 dias.

CONCLUSAO

A determinagdo de TBARS permitiu indicar o estado
oxidativo das coxas de frangos cruas embaladas, bem como
evidenciar o efeito daradiac8o ionizante. Durante asprimeiras
duas semanas de armazenamento refrigerado, para amostras
irradiadas com 1,5 kGy e 3,0 kGy, foram observadas atenuagdes
nos valores de TBARS de coxas de frangos cruas embal adas
sob atmosferamodificada quando comparadas com asamostras
embaladas a vécuo. Os resultados de TBARS obtidos neste
trabalho apontaram melhor aplicacdo da radiacdo gama para
amostras de coxas de frangos cruas irradiadas com doses ndo
superioresa 3,0 kGy.
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RESUMO

O dleo de pescado constitui importante fonte de &cidos graxos poliinsaturados dmega-3 (PUFA) benéficos
asalde humana. No entanto, ha presenca de impurezas que af etam suas caracteristicas. Esse 6leo pode
ser obtido apartir do processo de ensilagem acidae pel o processo termomecéni co tradicional de producéo
de farinha. Para o consumo humano, o 6leo deve passar pelo processo de refino. No presente trabalho
realizou-se o refino dos 6l eos de residuos de corvina (Micropogonias furnieri), proveni entes dos processos
de ensilagem é&cida e de tratamento termomecani co, e comparou-se aqualidade final dos 6leosrefinados.
O dleo refinado por meio de ambos processos apresentou caracteristicas semelhantes. A etapa de
“winterizagcdo”, em ambos 0s processos, resultou no ganho de acidos eicosapentaendico mais
docosahexaendico (EPA+DHA) em torno de 8,5% e reducéo de &cidos graxos saturados na faixa de
12,5%. Outrossim, os 6leos refinados apresentaram teores de &cidos graxos insaturados na faixa de
62%, o que os tornam favoraveis como fonte de &cidos graxos poliinsaturados.

Palavr as-chaves. 6leo de pescado, acidos graxos, cor Lovibond, indice deiodo, indice de
saponificacdo, winterizagao.

ABSTRACT

Fish oil constitutes an important source of poly-unsaturated w-3 fatty acids (PUFA), which are beneficial
human health; however, the occurrence of impurities affects oil characteristics. The corvine il can be
obtained from the ensilage acidification process or from thermo treatment process for meal production.
For human consumption, the oil should be passed through a refining process. In the present work,
refinement of corvine (Micropogonias furnieri) residues was performed by means of acid ensilage and
thermo-treatment processes; and also the characteristics of refined oils were compared. Similar
characteristics were observed in products from both refinement procedures. The winterization step, in
both process, resulted in an increase of EPA+DHA around 8.5%, and areduction saturated contentsin
range of 12.5%. Also, the corvineail refined from both thermo treatment and ensilage processes presented
unsaturated fatty acids contentsin arange of 62%, which turnsto befavorable asasource of unsaturated
and polyunsaturated fatty acids (PUFA).

Key words. fish oil, fatty acids, color Lovibond, iodine index, saponification index, winterization.

Rev. Inst. Adolfo Lutz, 66(1): 50-56, 2007
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INTRODUCAO

O ¢6leo de pescado constitui importante fonte de &cidos
graxos poliinsaturados 6mega-3 (PUFA), principal mente
acidos ei cosapentaendico (EPA) e docosahexaenoico (DHA).
Esses acidos graxos sdo benéficos a saide humana, pois sao
essenciais parao desenvolvimento e funcionalidade de certos
Orgaos e para algumas respostas bioquimicas e fisioldgicas
do organismo®.

Nutricionalmente, o 6leo possui alto conteido de
calorias (37 MJKg), o qual é duas vezes maior que o valor de
energia de alimentos com carboidratos. Esse 6leo também
fornece as vitaminas lipossoliveisA, D e E23,

O 0leo de pescado pode ser obtido a partir do processo
de ensilagem écida, através da acidificacdo dos residuos de
pescado*5®, ou pela elaboragdo tradicional de farinha, sendo
este submetido a processos hidrotérmicos e mecanicos’.

Entretanto, o 6leo bruto apresenta impurezas e outros
compostos como &cidos graxos livres, mono e diacilglicerdis,
fosfatidios, esterdides, vitaminas, hidrocarbonetos, pigmentos,
carboidratos, proteinas e seus produtos de degradagdo e
materiais coloidais, que 0 tornam inadequado parao consumao®®.

O processo de refino busca purificar esse 6leo
removendo os componentes ndo triacilglicerdis que afetam a
estabilidade do produto de maneiraadversa, conferindo ao 6leo
mel hores caracteristicas®'* O refino quimico ou alcalino inclui
as etapas de degomagem, neutralizacdo, lavagem, clarificagdo
e desodorizagao®*2.

O presente trabalho teve por objetivo redizar o refino
dos éleos de pescado da espécie corvina (Micropogonias
furnieri) provenientes dos processos de ensilagem é&cida e
termomecanico, e comparar as caracteristicas de identidade
dos 6l eos refinados obtidos.

MATERIAL E METODOS

Matéria-prima

Para obtencédo e caracterizagéo dos 6leos refinados
provenientes dos processos termomecanico e de ensilagem
acida, utilizou-se os 6leos brutos de residuos de corvina
(Micropogonias furnieri) do processamento de farinha de
umaindustrialocal, e do processo dasilagem acidarealizado
em laboratorio.

M etodologia experimental para a ensilagem

Realizou-se o processo de ensilagem para obtencdo do
0leo, conforme a metodol ogia apresentada por Benites'.

Para a elaboracdo da silagem é&cida foram utilizados
100kg de residuos de corvina (Micropogonias furnieri), que
foram moidos em moedor €l étrico, acondicionados em baldes,
em seguida acidificados com &cido acético glacial (10% p/v)
acrescentando-se antioxidante butil hidroxitolueno, BHT,
(250mg/kg). Apdso periodo de 15 diasfoi realizadaa separacéo

dos residuos da silagem, em peneira 14 tyler, pararetirada de
espinhas e escamas e posterior centrifugaco.

Elevou-se a temperatura da silagem a 50°C em banho
termostatizado, depois centrifugou-se este material em
centrifuga model o Sigma 6-15, com rotagédo de 7000g durante
20 min, obtendo-se a fragdo solida da silagem, a parte liquida
(&cido acético e agua) e o 6leo bruto de pescado.

Metodologia experimental para o refino

As etapas do processo de refino para os 6leos brutos
provenientes dos processos de ensilagem acida e
termomecéni co foram realizadas de acordo com ametodologia
apresentada por Morais et al.® e a winterizagdo foi realizada
através da metodol ogia descrita por Cunha et al.'*. A etapa de
desodorizacdo foi realizada em condicOes estabelecidas em
testes preliminares. A Figura 1 apresenta o diagramade blocos
das etapas do processo de refino realizado.

OLEO BRUTO

'

DEGOMAGEM

'

NEUTRALIZA CAO

'

LAVAGEM

'

DESUMIDIFICA GAO

v

CLARIFICA CAO

|

WINTERIZA CAO

|

DESODORIZACAO

!

OLEO REFINADO
Figura 1. Etapas do processo de refino do 6leo bruto de
pescado.

No processo de refino, a etapa de degomagem foi
realizada durante 30 min, aumatemperaturade 80°C e agitacdo
de 500rpm, com adi¢éo de 1,0% de &cido fosférico (85%) em
relacdo a massa do Gleo. A etapa de neutralizagcdo ocorreu
durante 20min, com uma temperatura de 40°C e agitacéo de
500rpm, com adicéo de solucdo de hidréxido de sodio 20%p/p
(utilizando 4,0% de excesso em relagdo ao indice de acidez
determinado ap0s a etapa da degomagem). Apds cada etapa, o
material foi centrifugado por 20min a7000g, para a separacéo
do Olect.
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Na etapa de lavagem, ocorreu a adi¢do de 10% de
agua em relacéo a massa de 6leo a 95°C durante um tempo
de contato de 10min, com agitagéo de 500rpm e temperatura
do 6leo mantidaa 50°C. Essa etapafoi repetidatrés vezes.
A etapa de desumidificagdo teve a duracdo de 20min com
uma temperatura de 90 a 95°C e agitacdo de 500rpm. A
etapa de clarificacao foi realizada a temperatura de 70°C,
agitagdo de 40 rpm, com adi¢édo de 5% de adsorvente
(mistura de terra ativada e carv8o ativado na relagdo de
9:1), sendo o tempo de contato de 20min. A filtragdo foi
realizada em funil de Buchnner com uma pré-capade terra
diatomacea. Todas as etapas do processo de refino foram
realizadas com pressdo manomeétrica de vacuo de
aproximadamente 600mmHgé.

A etapa de winterizagdo foi realizada em trés
estagios. No primeiro estagio de nucleagéo, o processo
ocorreu em estufa incubadora de 30°C até 5°C, com taxa
de resfriamento de 0,62°C/min. e agitagdo vigorosa. O
segundo e terceiro estagios, de cristalizagdo, foram
realizados em banho termostati zado com misturade agua e
alcool, sem agitacdo, de 5°C até -4°C com taxa de
resfriamento de 2,7°C/h e de -4°C a -5°C com taxa de
resfriamento de 0,25°C/h. A cristalizacdo deve ser
conduzida sob resfriamento lento para fornecer cristais
grandes e de formas polimodrficas estaveis. Cristais
pequenos, formados a partir de resfriamento répido, com
diémetros entre 50-100 pum podem néo ser facilmente
filtrados. A separacé@o das fragdes oleina e estearina foi
realizada por centrifugagao.

A operacdo de desodorizagdo foi realizada com
temperatura de 220°C, pressdo manométrica de vacuo de
750mmHgcom 5% de vapor em relagéo amassade 6leo, durante
60 minutos.

M etodologia analitica

Para a caracterizacdo dos 6leos brutos e dos 6leos
refinados provenientes dos processos de ensilagem e
termomecéni co foram determinados o0s seguintes parametros:
Acidos Graxos Livres (AGL), indice de Peroxidos (IP),
indice de lodo (1), indice de Saponificacdo (IS),
empregando as metodologias da American Oil Chemists
Society, AOCS™. Além destes parémetros, foi determinada
a cor dos 6leos brutos e refinados, segundo o método
Lovibond’, fixando-se a cor amarelo em 30 unidades, e
variando-se a cor vermel ho.

Para a identificacdo e quantificacdo dos acidos
graxos, realizou-se a andlise cromatogréafica dos 6leos
refinados dos processamentos termomecénico e da
ensilagem. Essa andlise foi realizada em cromatégrafo
gasoso capilar modelo CGC AGILEN 6850 séries GC
SY STEM equipado com coluna capilar DB - 23AGILENT
(50% cyanopropyl) methylpolysiloxane. A coluna
apresentava 60m de comprimento e 0,25mm de di&metro
interno com um filme de 0,25um de espessura. O gas de
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arraste foi hélio com fluxo de 1,00mL/min e velocidade linear
de 24cm/seg. A temperatura inicial da coluna foi de 110°C,
permanecendo nestatemperatura por 5 minutos. A seguir foram
realizadas duas programacdes de temperatura: aumento a
5°C/min até 215°C e 215°C durante 24 minutos, totalizando 50
minutos. A quantidade de amostrainjetada foi de 1,0uL; raz&o
split: 1:50. Os acidos graxos foram identificados pela
comparagdo direta dos tempos de retencdo com padrdes
Mostarda e Votag, e quantificados por normalizagéo de éreas. O
preparo das amostras, para injecdo no equipamento, na forma
de ésteres metilicos, seguiu ametodologia Ce-1-62 daAOCS!'S,
0 método empregado detecta de C6:0 a C22:6.

M edotologia Estatistica

Os valores dos indices de caracterizacdo para os 6leos
estudados, bem como o percentual dos &cidosgraxos EPA+DHA
e 0 percentua do somatorio dos écidos graxos saturados nos
0Oleosrefinados, obtidos pel osdoi s processos, foram comparados
usando o teste de Tukey HSD de diferencas de médias”,
considerando um nivel de 0,05 de significancia, com auxilio do
programa Statistica 6.0.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Caracterizagdo dos 6leos refinados de pescado

A Tabela 1 apresenta a caracterizagdo dos 6leos brutos e
refinados provenientes do processos termomecénico e de
ensilagem é&cida de pescado.

Observando-se a Tabela 1 verifica-se que ndo houve
diferenca significativa (p>0,05) nos valores de acidos graxos
livres, indice de peréxidos, indice de iodo, indice de
saponificagdo e cor Lovibond entre os 6leos analisados,
comprovado por Testede Tukey HSD dediferencasdemédias'’.

Os indices de peréxidos para os 6leos refinados
apresentados na Tabela 1, ficaram abaixo do citado por Ganga
et a.’8, que obtiveram paraum 6leo refinado de sardinhaindice
de peroxidos de 4,02 + 0,5meqO,/kg. O valor do indice de
peréxidos indica a oxidagdo dos lipidios, sendo este muito
importante por definir seu estado de deterioragdo, principa mente
pela presenca de compostos de baixo peso molecular
provenientes de sua degradaco.

Na Tabela 1, os valores dos indices de iodo (I1) e os
indices de saponificacdo (1S) para os éleos provenientes do
processo termomecénico e ensilagem ficaram na faixa citada
por Bernardini*®, de 120 a190cg |./g e de 160 a 190mg KOH/g
respectivamente, para diferentes espécies de pescado . Estes
indi ces estdo associ ados, respectivamente, ao grau deinsaturagéo
do dleo e ao peso médio dos acidos graxos esterificados ao
gliceral.

Em relacdo aos valores da Cor Lovibond (Tabela 1),
verifica-se que estesforam inferiores aosrelatados por Morais
et al.® para um 6leo de pescado clarificado, cujos valores
encontrados foram 1,2 Vermelho e 30 Amarelo.
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Tabela 1. Caracterizacdo dos 0leos refinados provenientes dos processos termomecanico e ensilagem &cida de pescado.

Oleosrefinados

Etapa/indices Oleo termomecanico Oleo silagem
AGL( % ac. oléico) 0,25+ 0,03 0,18 +0,012
IP (meg O,/kg) 1,7+ 0,42 1,8+0,52
I (centigramas|1./g) 135+1 2 134+ 22
IS (mg KOH/g) 186 +1 2 186 + 132
Cor —Amarelo 30 0,2 Vermelho? 0,1 Vermelho?

aletras iguais ndo apresentam diferenca significativaa 95% (Teste de Tukey HSD).

AGL: &cidos graxos livres, IP: indice de perdxido, |1: indice de iodo, IS: indice de saponificacéo, Cor: Lovibond.

Com o objetivo de comparar os 6leos obtidos pelos dois
processos, determinou-se a composi¢do de acidos graxos dos

Oleos brutos e refinados. As composicdes de &cidos graxos
dos 6leos estdo apresentadas nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Composi¢8es em acidos graxos dos 6leos bruto e refinado de corvina provenientes do processo termomecani co.

Acido Graxo Oleo Bruto Termomecanico (%) Oleo Refinado Termomecanico (%)
C14:0 3702 3,4+ 0,3
C 150 08+0,1 0,7+0,1
C 16:0 233+01 20,5+ 0,2
C16:1 126+0,1 134+0,2
C17:.0 15+0,1 1,7+0,1
C 180 6,6+ 0,1 57+0.1
C18:1mw-9 209+0,3 209x01
C18:2 w-6 38+01 42102
C18:3m®-3 1,1+0,1 19+0,1
C20:0 06+0,1 08+0,1
C20:1 24+0,1 2,7+0,2
C20:4 18+0,1 1,8+0,3
C 20:5 EPA »-3 52+0,1 56+0,2
C 220 0,3£0,2 02+0,1
c221 1,2+0,1 1,3+0,1
C22:5w-3 30£03 33+0,2
C22:6 DHA »-3 55+0,1 6,0+ 0,2
2nit 57+0,2 59+0,3
rs 36,8+ 0,9 33,1+09
ins 575+ 14 61,1+1,8

2 n.i.* - ndo identificados
¥ s somatorio de &cidos graxos saturados
¥ ins — somatério de &cidos graxos insaturados
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Tabela 3. Composic6es em acidos graxos dos 6leos bruto e refinado de corvina provenientes do processo de ensilagem.

Acido Graxo Oleo Bruto Ensilagem (%) Oleo Refinado Ensilagem (%6)
C14:0 38+01 37101
C 150 08+0,1 0,7+0,2
C 16:0 232%0,2 20,0£0,3
C16:1 13,8+ 0,2 142+0,1
C17:.0 1,8+0,1 1,7+0,1
C 180 6,5£0,2 53+0,2
C18:1m®-9 198+0,1 199+0,1
C18:2 w-6 35+0,.2 36+0,3
C18:3m®-3 1,7+0,2 19+0,1
C20:0 0,7+01 0,7+0,1
C20:1 30x01 35%0,.2
C20:4 1,7+£0,3 20+01
C 20:5 EPA »-3 52+0,.2 58+0,1
C 220 0,2+01 03+0,1
c221 1,2+0,3 1,8+0,2
C22:5 ©-3 35101 3,7£03
C22:6 DHA »-3 53+0,3 56+0,2
zni 49+0,3 56+0,1
rs 37,0+ 09 3P24+11
ins 58,7+ 2,0 62,0+ 1,7

X n.i.*- somatério de ndo identificados
X s somatério de écidos graxos saturados
¥ ins — somatorio de &cidos graxos insaturados

Os 06leos brutos e refinados de pescado obtidos nos
processos termomecanico e ensilagem apresentam como
componentes majoritarios, os acidos palmitico (C 16:0),
palmitoléico (C 16:1) eoléico (C 18:1), conforme apresentado
nas Tabelas 2 e 3, constituindo aproximadamente 56,8% dos
acidos graxos totais do 6leo obtido pelo processo
termomecanico e54,5% dosacidosgraxostotais do 6leo obtido
daensilagem.

Nas Tabelas 2 e 3 constata-se que o 6leo refinado de
pescado obtido via processo termomecénico apresentou
percentual de EPA+DHA de 11,6%. O 6leo da ensilagem
apresentou percentual de EPA+DHA de 11,4%. Estesdois 6leos
apresentaram valores abaixo do citado por Cozzolino et al.?,
aproximadamente 20% dos acidos graxos totais. Porém,
Duarte™ citaparaum 6leo obtido deresiduos de corvina, valores
de 1,3% de EPA e 6,2% de DHA, totalizando 7,5%. Assim, 0s
valores encontrados para os 6leos de residuos de corvina nos
processostermomecénicos e de ensilagem, no presentetrabal ho,
estdo acima dos citados por esse autor.
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Os somatorios dos teores dos acidos graxos saturados
apresentados nas Tabelas 2 e 3 foram, respectivamente, 33,1%
e32,4% paraos 6leos refinados dos processos termomecani co
e de ensilagem. Valores superiores a estes foram citados por
Duarte'®, para 6leo de corvina apresentando 36,9% dos acidos
graxos saturados.

Em relacéo ao percentual de acidos graxosinsaturados
(Tabelas 2 e 3), os Oleos refinados de ambos processos
apresentaram valores de &cido oléico e de acido linoléico
superiores aos citados por Duarte'®, que obteve para o 6leo
de residuos de corvina percentuais destes acidos de 17,8% e
3,5%, respectivamente. Em relagéo ao acido linolénico (C
18:3), os dleos refinados apresentaram valores semelhantes
ao citado pelo autor.

Nas Tabelas 2 e 3 constata-se que os acidos graxos
insaturados presentes nos 6l eos refinados termomecéanico e da
ensilagem perfizeram 61,1% e 62% do total dos &cidos graxos
respectivamente, o que torna-os favoraveis como fonte de
acidos graxos insaturados.
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Tabela 4. Percentuais de EPA + DHA e dos &cidos graxos saturados nos 6l eos refinados.

Acido Graxo Oleo Refinado Oleo Refinado
Termomecanico Ensilagem
% (EPA+DHA) 11,6+ 0,22 11,4+0,22
% é&cidos graxos saturados 33,1+0,9° 324+112

aletras iguais ndo apresentam diferenca significativaa 95% (Teste de Tukey HSD).

A Tabela4 apresenta os val ores do percentual de &cidos
graxos do grupo w-3 e do percentual dos acidos graxos
saturados nos 6leos refinados. O aumento de 8,5% no valor
do somatorio de EPA+DHA em relacéo ao valor do 6leo bruto,
ocorreu durante o processo de refino devido a etapa de
winterizac8o que favorece o aumento destes &cidos graxos.

Osvalores encontrados na Tabela 4 para o percentual
do somatorio de EPA+DHA e do percentual de acidos graxos
saturados dos 6l eos refinados obtidos pel os dois processos,
resultaram numa variacdo média de 8,5% e 12,5%,
respectivamente, em relacéo aos valores do 6leo bruto
(Tabelas 2 e 3). Estas variagbes foram maiores do que as
citadas por Cunha et al.'!, que obtiveram para 6leo de
pescado um ganho de EPA+DHA de 5,2% e umareducéo de
saturados de 9,5%.

Osteores de EPA+DHA nos dois métodos de obtengdo
do 6leo (Tabela 4) ndo apresentaram diferencas de médias,
através do Teste de Tukey, a um nivel de 95% (pe”’0,05).
Também observa-se nesta tabela, que esses métodos néo
apresentaram diferencas de médias em relagéo ao percentual
de saturados, constatando-se que os valores deste percentual
ficaram dentro da faixa do desvio-padr&o.

CONCLUSOES

O ¢6leo de pescado refinado de corvina obtido pelo
processo da ensilagem apresentou caracteristicas
semelhantes ao 6leo refinado obtido via processo
termomecanico, em relacéo ao percentual de &cidos graxos
livres, ao indice de iodo, ao indice de saponificacéo e a
Cor Lovibond, ndo apresentando diferenga significativaao
nivel de 95% pelo teste de Tukey.

Os é&cidos graxos insaturados presentes nos 6leos
refinados termomecénico e da ensilagem ficaram na faixa
de 62% do total de acidos graxos, o que ostornam favoraveis
como uma importante fonte de acidos graxos insaturados.
A etapa de winterizag8o, em ambos 0S processos, resultou
num ganho médio de EPA+DHA em torno de 8,5% e uma
reducdo média de saturados na faixa de 12,5%.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to determine the occurrence of aflatoxins M, and M, in commercially
available goat milk samples collected from supermarketslocated in Ribeirdo Preto region, SP, Brazil. A
total of 39 goat milk samples manufactured inthree Brazilian states, consisting of 15 Ultrahigh-temperature
milk samples and 24 frozen pasteurized milk sampleswere analyzed following AOAC, 2000 protocol.
None of the analyzed milk samples was contaminated with aflatoxin M., and aflatoxin M, was detected
in 7 (18%) samplesin arange of from 20 to 98ng/L. According to these findings both the occurrence
andthelevel of aflatoxins M, arelow, and the goat milk samples manufactured in three Brazilian states
isdevoid of aflatoxin M, Although, further surveillance studies on the occurrence of thesetoxinsin goat
milk are required, because these data are limited. On the other hand, the Brazilian climatic conditions
may promote the occurrence of aflatoxin B, and B, in feeds, which can be metabolized into aflatoxin M,
and M.,

Key words. aflatoxin M, aflatoxin M., goat milk, mycotoxins.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi de determinar aocorrénciae o nivel de aflatoxinas M, e M, em amostras de
leite de cabra coletadas em supermercados localizados na regido de Ribeirdo Preto, SP, Brasil. Foram
analisadas 15 amostras de leite Ultra Alta Temperatura e 24 amostras pasteurizadas congeladas. As
amostras foram analisadas de acordo com aAOAC, 2000. Nenhumadas amostras analisadas apresentou
contaminag&o com aflatoxina M, Foi detectada M, em 7 (18%) amostras na faixa de 20 a 98ng/L. O
resultado deste estudo mostra que a ocorréncia e o nivel de aflatoxinas M, sdo baixas e auséncia de
aflatoxinaM,, em amostras de |l eite de cabra produzidas por trés estados do Brasil. Em fungo de escassas
informagdes sobre esse tema, torna-se imprescindivel o estudo dessas aflatoxinas em leite de cabraem
outras regides do Brasil, pois as condicBes climéaticas do pais favorecem aocorréncia da aflatoxinas B,
e B, naracdo dos animais, que conseqientemente sdo metabolizadasem M, e M,

Palavra-chave. aflatoxinaM,, aflatoxina M., leite de cabra, micotoxinas.
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INTRODUCTION

Aflatoxins are toxic metabolites produced by fungi, and
are potent liver toxins and most animal species exposed to these
mycotoxins show signs of liver disease ranging from acute to
chronic. Mammals animals, like cow, goat, sheep and so on, fed
rations containing aflatoxin B, and aflatoxin B, excrete in their
milk metabolites, aflatoxin M, and aflatoxin M., respectively™.

Milk and milk productsareagood source of many nutrients
such as proteins and calcium. Usudly, the cow milk is the most
consumed, however there are a significant percentage of the
population that has cow milk alergies and gastro-intestinal
disorders’. Goat milk could substitute cow milk because, study of
comparison of goat milk infant formula versus cow milk infant
formula shows that these two formula were similar in terms of
protein quality® and growth of infantsfed with thesetwo formulas®.
Besides these, researches demonstrated some beneficia effect of
goat milk, comparing to cow milk: on the metabolism of iron and
copper in control rats, especially those with malabsorption
syndrome® and on the nutritive utilization of protein and on
magnes um bioavailability, especialy in animal swith resection of
thedistal small intestine®.

Fisberg et d.” studied the acceptability of goat milk in
preschool children of municipa nurseriesin S&o Paulo City and
concluded that it represents an excellent dternative to substitute
cow milk, after the first year of life, and there was no case of
intolerance or alergy during the study.

Competent nationa authoritiesestablish thetolerancelimits
for aflatoxinsin milk, consequently, therearedifferencesintolerance
levelsamong countries and many countrieshave no legal limit for
aflatoxins in milk and dairy products. The Codex alimentarius®
recommend and the MERCOSUR (Brazil, Argentina, Paraguay
and Uruguay) has established alimit of 500ng/L of aflatoxins for
milk®.

Thereare several studies of incidence of aflatoxinsin cow
milk, but thereareonly few surveysfocusing ongoat milk. InBrazil,
we have not been found literature on the incidence of these toxins
ingoat milk.

It isimportant to investigate the occurrence of afatoxins
M, and M, in this product, for the reason that, in Brazil, the goat
milk consumption isincreasing, mainly, by the children with cow
milk alergies.

MATERIAL AND METHODS

Materialsand reagents

(a) AflatoxinM, standard, 2,3,6a,9a-tetrahydro-9a-hydroxy-
4-methoxycyclopentg[c]furo[3',2',:4,5]furo[2,3-h][ 1] benzopyran-
1,11-dione— (SigmaChemica Company, USA).

(b) Aflatoxin M, standard, 2,3,6a,8,9,9a-hexahydro-9a
hydroxy-4-methoxycyclopentg| c]furo[3',2’,:4,5]furo[ 2,3-
h][1]benzopyran-1,11-dione— (SigmaChemical Company, USA).

(c) Stock solution of M, was prepared in acetonitrile at

58

concentration of 565 ng/mL, and concentrations determined
accordingto Association of Officid Anaytical Chemists(AOAC),
method 986.16, 971.22 and 970.44%. Working solutions were
prepared by appropriate dilution in acetonitrile:benzene.

(d) Stock solution of M, was prepared in acetonitrile at
concentration of 898 ng/mL, and concentrations determined
according Association of Official Analytical Chemists, method
986.16, 971.22 and 970.44%°. Working solutionswere prepared by
appropriate dilution in acetonitrile:benzene.

(e) Solvents — Isopropyl alcohol and acetonitrile (EM
Science, USA) were LC grade;

(f) Water —distilled, deionized water waspurifiedinamilli-
Q purification system (Millipore, USA).

(9) Columns for solid phase extraction, RP-18 (500 mg),
were obtained from Merck (Germany).

(h) Mobile phase consisted of water:isopropyl alcohol:
acetonitrile (80:12:8).

(i) trifluoroacetic acid (TFA), analytica reagent grade.

(j) LC column — Shim-pack CLC-ODS (M), 4.6x250 mm,
5um (Shimadzu, Japan).

(k) Guard column—Shim pack CLC G-ODS, 4x4mm, 5um
(Shimadzu, Japan).

(1) All other chemicalswere andytical reagent grade.

Apparatus

(8 Liquid chromatograph — pump (model LC-10ADVP),
RF-10AXL fluorescence detector (excitation and emission
wave engthswere 365 nm and 400 nm, respectively), column oven
(CTO-10AVP), system controller (SCL-10AVP), degasser (DGU-
14A), software (CLASS VP version 6.12) al from Shimadzu
I nstruments (Japan), and Rheodyne L P injector with a20uL loop
from Rheodyne (USA).

(b) Spectrophotometer — Hach (USA).

(¢) Vortex mixer —Fanem (Brazil).

Samples

Twenty-four samplesof commercial pasteurized frozen goat
milk and 15 Ultra High Temperature (UHT) goat milk were
collected from market in the region of Ribeir@o Preto, SP, Brazil.
These samples milk were produced in different Brazilian States:
5 from Rio Grande do Sul, 10 from Rio de Janeiro, and 24 from
S8o Paulo.

Procedures

The method used to analyse aflatoxins M, and M, in goat
milk sampleswasAOAC™ Official Method 986.16 AflatoxinsM,
and M, in fluid milk and liquid chromatographic method, in
duplicate. The extraction through cartridges, C , Sep-Pak, wastime
consuming, lengthening the sample preparation. The problemwas
solved by increasing the quantity of hot water added to thin the
milk from 20 to 40mL . Thisway, the sample preparation became
faster. Aflatoxins M, and M, were extracted from warm, diluted
milk onaC , Sep-Pak cartridge, eluted with ether through asilica
column, duted with dichloromethane: acohol, and derivatized with
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TFA. Liquid chromatography peskswere detected fluorometricaly
and compared with the standard-TFA derivative. The
chromatography analyses were carried out in an oven controlled
temperature (30°C), the flow-rate was 0.5 mL/min.

All samples analyzed were within their expiry date. The
pasteurized frozen milk sampleswere stored at -20°C until analysis.

Linearity, recovery, precison and deter mination limits

Thelinearity of the method was carried out in the range of
0.9-18ng/mL (11-225 ng/L in milk) of M, and 0.926 - 18.52 (12
—232ng/L inmilk) of M... To determinetheefficacy of theanaytical
method used for the recovery tests, milk ssmpleswere spiked with
known amount of &flatoxins M, and M, (concentration of 222 and
109 ng/L, respectively) and submitted to the extraction procedures
in 8 replicates. The precision of the method was calculated as the
relaive standard deviation (RSD). The detection and quantitation
limit weredetermined based on thestandard deviation of theresponse
and the dope™.

RESULTSAND DISCUSSION

The results obtained show the chromatograms after
derivatization with TFA, (a) of goat milk freefrom aflatoxinsM
and M, (b) of asample spiked with aflatoxinsM, and M, and (c)
of anaturally contaminated sample (Figure 1). The calibration
curves obtained by least-squareslinear regression werelinear in
range of 11 — 225ng/L (M,) and 12 — 232ng/L (M,) with
correlation coefficients of 0.9997 (M) and 0.9992 (M.,). The
recoverieswere 98.0 and 89.8% for M, and M., respectively. The
precision was adequate with arelative standard deviation of 4.6
(M) and 5.0% (M,). The detection limit was defined as the

minimum level at whichthe anayte can bereliably detected and
was 6 for M, and 8ng/L for M. The quantification limit was
established as the lowest concentration of an anayte, using an
appropriate standard or sample, could be determined with an
acceptablelevel of accuracy and precision®. It was 19 and 23ng/
L for M, and M., respectively.

The results obtained in our laboratory, during the
method validation, demonstrated that this method is
efficient to analyze aflatoxins M, and M, in goat milk
samples with good precision, accuracy. The limit of
detection and quantification are low enough to be used to
analyze aflatoxins M, and M, in small quantities. In
addition to that, sample preparation is adequate to obtain
an extract without interfering peaks, as we can see in the
non-contaminated goat milk chromatogram (Figure 1).

The Table 1 shows the results of the levels of
aflatoxins M, found in the samples analyzed. In all samples
the level of aflatoxin M, were below the 500ng/L limit
permitted by the MERCOSUR Technical Regulations® and
recommended by the Codex alimentarius®. The results were
compared with more regulations strict like the one adopted
by the European Union. One (2.6%) sample of pasteurized
milk was above the 50ng/L limit for milk*3. Four samples of
pasteurized milk (10.3%) were above 25ng/L limit for infant
formulae and folow-on formulae, including infant milk and
follow-on milk and dietary foods for special medical
purposes intended specifically for infants'. In spite the fact
of that four samples of pasteurized milk contained aflatoxin
M, above 25ng/L and no UHT sample was contaminated
there were no significant differences between their aflatoxin
M. levels.

Table 1. Occurrence of aflatoxin M, in goat milk samples produced from trhee different states of Brazil and commercialized

in the region of Ribeirédo Preto, SP, Brazil.

Range of aflatoxin M Type of Milk
concentration (ng/L) Pasteurized (n= 24) UHT (n= 15) Total (n=39)
n (%) n (%) n (%)

Not detected 14 (58.3) 1(6.7) 15 (38.5)
620 4(16.7) 13 (86.7) 17 (43.6)
20-50 5(20,8) 1(6.7) 6 (15.4)
50 — 500 1(4.2) 0 (0) 1(2.6)
> 500 0(0) 0 (0) 0(0)
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Figure 1. Chromatograms after derivatization with TFA, (a) of a non-contaminated goat milk (scale 5 time larger than b and ¢),
(b) of asample spiked with aflatoxin M, and M, and (c) of anaturaly contaminated sample. Chromatographic conditions: ODS
column; mobile phase, water:isopropy! alcohol:acetonitrile (80:12:8); flow-rate, 0.5mL/min; fluorescence detection, A, = 365nm,
A__=400nm.
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There are several studies on the incidence of aflatoxins
in cow milk in different countries like Korea's, Colombia®®,
Argentina’’, Greece'®, Brazil*? and so on, but surveys on the
occurrence of aflatoxins in goat milk are rare. Roussi et al®
analyzed samples of goat, sheep and cow milk collected in
Greece, compared thelevel of aflatoxin M, inthesethreetypes
of milk, and observed that the contamination waslower in raw
sheep and goat milk than cow milk. The incidence rate was
limited to 66.7 and 40%, respectively, and none of the positive
samples contained aflatoxin M, at levels > 50ng/L. They
concluded that this might be due to the fact that during the
winter and spring, lactating sheep and goats in Greece are
grazing and are feeding consequently fedding less when
compared with dairy cattle.

InBrazil, thereisn’t any published study about incidence
of aflatoxin M, and M., in goat milk, only in cow milk that has
been analysed and the results show low incidence and levels,
like oursresultsfor goat milk. Souzaet al.2 analyzed 110 milk
samplesand detected low level s of contamination with aflatoxin
M, in 24.5% of them. Oliveiraet a.?found M, in 77.1% (37)
of the samples (0.011 — 0.251ng/mL). Garrido et a* studied
the occurrence of aflatoxins M in 139 samples of pasteurized
and UHT cow milk commerciaizedin Ribeir&o Preto, SP. They
detected the toxin in 29 (20.9%) of the samplesin the range of
50 — 240ng/L. Taveiraand Midio® in S&o Paulo, SPand Sylos
et al.»® in Campinas, SP, also found low incidence and level s of
the toxin in cow milk. Sylos et al.*® concluded that a possible
explanation for thisisthat cowsin the area of Campinas graze
al year round, and are rarely exposed to feed.

In this study the levels of aflatoxinsin goat milk were
found to be low, in spite of the fact that feed are used in same
areawhere the goat milk samples originated, like cities of S&o
Paulo state.

I'n our study, none of the milk samples analyzed were
found to contain aflatoxin M, above the detection limit of the
method used, 7 ng/L. Corréa et al.?* and Garrido et al.*
analyzed 144 samples of raw cow milk and 139 samples of
pasteurized and UHT milk, in Brazil, and didn’t detect M., in
any sample.

These results show that aflatoxins in goat milk in
Brazil isn't a serious public health problem, but, it’'s
necessary to continue the surveillance on the occurrence of
these toxinsin goat milk samplesin order to achieve amore
complete picture. Several reasons indicate this course of
action: dataarelimited, the country islarge, and its climatic
conditions may favour the incidence of aflatoxin B, and B,
in feedsthat after being consumed by the goat is metabolized
inM, and M.,
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RESUMO

Toxoplasma gondii € um parasita intracelular obrigatério que pode infectar 0 homem e animais
homeotérmicos. Nosindividuosimunocompetentes ainfecgo é geralmente assintomética, osprincipais
grupos atingidos gravemente pel adoenca sdo osindividuosimunodeprimidos e as gestantes que adquirem
a infec¢do durante a gestag@o. Neste trabalho foram analisadas 1485 amostras de soros de mulheres
atendidas narede publicade salide da grande S&o Paul o, durante o periodo de janeiro de 2001 ajulho de
2005. A deteccéo de anticorpos |gG anti-T.gondii foi realizada por meio de ensaio imunoenzimético
(ELISA) e atécnicalmunofluorescéncia Indireta (IFAT) foi utilizada para detecgé@o de anticorpos IgM
e 1gG anti- T.gondii. Das amostras analisadas 57,10% apresentaram anticorpos IgG anti-T.gondii, e
1,95% possuiam anticorpos especificos da classe IgM. Os inquéritos epidemiol dgicos realizados no
Brasil demonstraram que aa soropreval énciade anticorpos |gG anti-T. gondii varia de 40 a80%, o que
corroboram com os dados obtidos no presente estudo. Existe a necessidade de estudos que identifiquem
astaxas de preva éncianasvériasregidesbrasileiras, com o intuito deimplantar trabalhos deinformacéo
e conscientizag&o da populagéo para diminuicdo do risco de infecgdo congénita por T. gondii.

Palavr as-chave. Toxoplasma gondii, toxoplasmose, sorologia, 1gG, IgM.

ABSTRACT

Toxoplasma gondii isan obligatory intracellular parasite that can infect man and homoeothermic animals.
Inimmunocompetent individualstheinfection is generally asymptomatic, the foremost groups seriously
affected by theinfection are theimmunocompromised and the pregnant women who acquire theinfection
during pregnancy. In this survey were analyzed 1485 serum samples from women attended at public
health network of Sao Paulo metropolitan region during the period of January 2001 to July 2005. The
detection of 1gG antibody anti-T.gondii wasrealized by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
both IgG and IgM antibodies were detected by immunofluorescent antibody technique (IFAT). Among
the samples analyzed 57.10% presented 1gG antibody anti-T. gondii and IgM antibody was detected in
1.95% individuals. Previous epidemiologic studies performed in Brazil demonstrated an IgG anti—T.
gondii antibody seropreval ence varying from 40% to 80%, which corroborate with the date of the present
investigation. Thereisthe necessity of the studies to estimate the T. gondii infection prevalence ratein
several Brazilian regions, in order to establish adevel oping health education strategies, and information
programs for population to decreased congenital infection risk.

K ey wor ds. Toxoplasma gondii, toxoplasmosis, serology, 1gG, IgM.
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INTRODUCAO

Toxoplasma gondii é um protozoéario parasita
intracelular obrigatdrio, pertencente ao filo Apicomplexa,
classe Sporozoa, subclasse Coccidia e ordem Eucoccidiat
gue pode infectar o homem e uma ampla variedade de
animais domésticos e selvagens?. Os felinos sédo os
hospedeiros definitivos do T. gondii, € no intestino desses
animais que ocorre a reproducéo sexuada e a liberacdo de
oocistos nas fezes que ao serem ingeridos junto com agua
ou alimentos por mamiferos e aves, liberam os esporozoitos
no intestino. Estes apos invaséo celular transformam-se em
taguizoitos que disseminardo no organismo e formar&o os
bradi zoitos e conseqlientemente cistos teciduais que poder&o
permanecer nos seus hospedeiros por longos periodos®4. Os
felinos e outros animais poderdo se infectar pela ingestdo
de carne contaminada, fechando o ciclo. O parasita, apesar
de infectar com fregiiéncia o homem, causa geralmente
doencga benigna, sendo a toxoplasmose ocular um dos
agravos em individuos imunocompetentes®. Pacientes
imunodeprimidos, como portadores do virus HIV e
transplantados podem sofrer doenca severalevando inclusive
ao 6bito®’. Outro grupo que pode ser atingido gravemente
peladoenca sdo os fetos de mées que nuncativeram contato
com o parasita, quando isto ocorre pode levar ao aborto ou
causar lesBes irreversiveis no feto, conhecidas como tétrade
de Sabin®°. Naregido metropolitana de S&o Paulo, Brasil,
estima-se que devam nascer cerca de 230 a 300 criangas
infectadas por ano®, mas a preval éncia de anticorpos anti-
T. gondii no Brasil évariavel e depende daregido, habitos e
fatores socio-econémicos. O presente trabalho tem como
objetivorelatar asituacdo do perfil datoxoplasmose, através
das técnicas de Imunofluorescéncia (IFAT) e Ensaio
imunoenzimético (ELISA), das pacientes atendidas narede
publica de salde do estado de S&o Paulo.

MATERIAL E METODOS

Amostra de sangue

Foram analisadas 1485 amostras de soros de mulheres
atendidas narede plblicade salide dagrande S&o Paul o, durante
0 periodo de janeiro de 2001 a julho de 2005.

T. gondii

Os parasitas utilizados foram taquizoitos da cepa RH,
que sdo mantidos rotineiramente na Se¢do de Parasitoses
Sistémicas do Instituto Adolfo Lutz, por meio de passagens
sucessivas em camundongos Swiss (n&o isogénicos) com o
peso variando entre 20 e 22gramas, por meio de lavagem do
periténio com solugdo salina ou salinatamponada com fosfato
—NaCl 0,15M/tampéo fosfato de sédio 0,01M pH 7,2 (PBS)
e subsequenteinécul o intraperitoneal (i.p.) emnovosanimais
ou sendo mantido em estabilato de nitrogénio liquido.

64

Imunofluorescénciaindireta (IFAT)®

Os parasitas coletados do peritdnio dos camundongos
foram centrifugados a800g durante 10 minutos, 0 sobrenadante
desprezado e o preci pitado suspenso em formol 2% tamponado
com fosfato de sodio 0,02M pH 7,2, permanecendo em estufa
a 37°C por 30 minutos. A seguir, o material foi novamente
centrifugado a800g, o sobrenadante desprezado e o precipitado
suspenso em PBS. Em [&minas limpas, era adicionado 20ul
(1.10* parasitas) do preparado em cada orificio dalamina de
imunofluorescéncia. Apbs secagem cuidadosa, aslaminasforam
mantidas a—20°C até o momento do uso.

Para cada amostra de soro foram preparadas cinco
diluicdes paralgG (1/16, 1/256, 1/1024, 1/2048 e 1/4096) e
duas paralgM (1/4 e 1/32) atitulo de triagem. Nas amostras
positivas paralgM foi aplicado em cada amostra o reagente
para remover o fator reumat6ide (Chemicon®), realizando
dez diluigdes (1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640,
1/1280, 1/2560 e 1/5120). A diluic¢&o do soro foi depositada
em cada orificio da lamina de fluorescéncia em PBS,
contendo taquizoitos formolizados e aderidos; seguiu-se
incubacdo em camara Umida por 30min a 37°C. Apos a
primeira incubagdo, as |&minas foram lavadas duas vezes
em PBS por 10min. Em seguida, cada orificio foi recoberto
com soro anti-1gG ou anti-IgM humano, produzido em cabra
e conjugado ao | sotiocianato de Fluoresceina-FITC (Biolab-
Merieux), diluido em solucéo de Azul de Evans 0,01% em
PBS, com incubag&o a 37°C, ao abrigo da luz, por 30min.
As mesmas foram novamente lavadas duas vezes em PBS
por 10min, para remocéo do excesso de conjugado, secas e
montadas com preservativo (Glicerol-PBS 9:1) sob laminula
paraobservacdo. A observacéo foi realizada em microscopio
de epifluorescéncia com lampada de mercario de 100V
(Nikon Eclipse E400), com sistema de filtros para
fluoresceina, sendo considerada positiva a diluicdo em que
0s taqui zoitos apresentassem uma clara fluorescéncia verde
na membrana celular, contra o fundo vermelho das formas
coradas pelo Azul de Evans. O titulo foi considerado amaior
diluicdo de soro com reacéo positiva.

Ensaio Imunoenzimatico - EL 1 SA™?

Placas de 96 pocos (Multiwell Plate/polystyrene -
Sigma®) foram sensibilizadas com 100ul de antigeno na
concentracdo de 1ug/ml em tampéo carbonato 0,1M pH
9,0 durante 12 - 18h a 4°C. A seguir, foram lavadas com
PBS + 0,02% Tween 20 (Sigma®) (PBST) + leite desnatado
0,3% (PBSTL) e incubadas com PBSTL por 1 hora em
camara Umida a temperatura de 37°C, para bloqueio de
eventuais sitios inespecificos de ligagdo. Apos novo ciclo
de lavagens com PBSTL, foram adicionadas as amostras
de soro, 100ul/cavidade, diluidos a 1:500 em PBSTL e
incubadas a 37°C em camara Umida por 1 hora. Apds novo
ciclo de lavagens com PBSTL, acrescentou-se conjugado
de coelho anti-lgG humano (Sigma®), conjugado a
peroxidase (100ul/cavidade), na dilui¢do 1/3.000 em
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PBSTL. As placas foram incubadas por 1 hora a 37°C em
camara Umida, seguida de novo ciclo de lavagens com
PBST. A reacdo foi revelada pela adicéo de 100ul/cavidade
de solucéo cromogénica OPD (o0 — phenylenediamine 1mg/
ml, H,0, 0,03% em Tampéo fosfato - citrato 0,2 M pH 5.0).
Ap6s 30 minutos, as reagdes foram interrompidas pela
adicdo de HCI 4N (50ul/cavidade). A densidade 6ptica
(D.O.) foi obtida por leitura a 492nm em leitor de
microplacas (L absystems Multiskan M S).

RESULTADOS

Osresultados demonstraram que 57,10%, ou seja, 848
das 1485 pacientes atendidas no periodo apresentaram
anticorpos |gG anti-T.gondii detectados por ELISA. Todas as
amostras analisadas por ELISA foram tituladas por meio de
Imunofluorescéncia Indireta e houve concordancia entre
ambas as técnicas.

A porcentagem de amostras positivas para anticorpos
I1gG anti-T. gondii por ano, entre 2001 e 2005 foi sempre
superior a 50%, como demonstrado na Figura 1.
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Figura 1. Distribui¢do anual das 848 amostras positivas de

mulheres atendidas na rede publica de salde de Sdo Paulo,

positivas paraanticorpos 1gG anti-T. gondii, no periodo de 2001

a 2005, detectados por ELISA e IFAT.

2001 2002

Quando as amostras positivas sdo distribuidas por faixa
etaria, pode-se observar um aumento da porcentagem de
positividade conforme a faixa etaria, com incidéncia anual de
0,6 £ 0,11% (Figura 2).

Foram detectadas por IFAT 1,95% (29 pacientes) com
anticorpos IgM. NaFigura 3 foram correl acionados os titulos
de anticorpos anti-T. gondii IgM com os da classe 1gG,
demonstrando parte das paci entes que apresentaram anticorpos
IgM possuiam altos titulos de anticorpos IgG e outra parte
titulos baixos.
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Figura 2. Distribuic8o por faixa etéria das 848 amostras
positivas de mulheres atendidas na rede publica de salde de
S0 Paulo, positivas para anticorpos 1gG anti-T. gondii, no
periodo de 2001 a 2005, detectados por ELISA e IFAT.
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Figura 3. Titulos de anticorpos anti-T. gondii IgM (29
pacientes) correl acionados com os daclasse | gG das pacientes
atendidas narede publicade salide no periodo de 2001 a 2005,
detectados por IFAT.

DISCUSSAO

Inquéritos no Brasil tém mostrado que a taxa de
anticorpos IgG anti-T. gondii varia de 40 a 80%*141516, o que
corroboram os dados obtidos em nossos ensaios, que
verificaram a presenca de anticorpos em 57,10% das amostras
analisadas. Quando é realizada a distribui¢do anual das
amostras positivas para anticorpos anti-T. gondii 1gG,
verificamos que em todos 0s anos a porcentagem foi sempre
superior a 50%. Trabalhos anteriores demonstraram uma
soropreval éncia de anti corpos especificos contra T. gondii de
58,9% na regido metropolitana de S&o Paul o, indicando que
provavel mente ndo ocorreu variagdo da soropreval éncianessa
regido. Dessaformaesse estudo reafirmaque aprevalénciada
toxoplasmose em nosso meio é consideravel mente alta tanto
guanto em outras éreas do palis, outros autores relataram que
entre 50 a 80% das mulheres brasileiras em idade fértil
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apresentam anticorpos 1gG anti-T. gondii’”. Naindiaum recente
estudo encontrou soroprevaléncia de anticorpos 1gG anti-
T.gondii de 45%? e em paises da Europa central tém-se
demonstrado que ataxa de positividade em mulheres naidade
fértil por T. gondii é de 37 a 58%°. As possiveis explicagdes
paraessas el evadas taxas de prevalénciano Brasil e no mundo
€ provavelmente o contato com fatores derisco como ambientes
contaminados por oocistos, proximidade com felinos,
inadequado consumo alimentar de carne mal cozidae cruaea
falta de costumes adequados de higieng?#11922.23,

Além disso, identificou-se uma relagdo de aumento da
prevaéncia de anticorpos anti-T. gondii nos soros conforme o
aumento da idade das pacientes, indicando que a idade € um
fator de risco e este ja foi demonstrado em varios estudos
realizados nos Estados Unidos, Europa, indiaeAméricas2242:19,

Neste trabalho 1,95% das amostras apresentaram
anticorpos|gM anti-T. gondii, demonstrando um importante risco
de infec¢do aguda nas mulheres, o que aumenta as chances da
transmissdo vertical e consequentemente de toxoplasmose
congénita. Tem se relatado que a infecgdo aguda na gravidez
varia entre 0,06 a 1,4%, sendo que 15% das infecgdes intra-
uterinas resultam em morte fetal e 80% dos que nascem
desenvolvem algum tipo del tardia?®. Quando éredlizadaa
correlacdo de anticorposIgM com osdaclasse | gG anti-T.gondii
verificamos que nas amostras positivas para IgM uma grande
parte apresentou altos titul os de anticorpos da classe IgG o que
pode caracterizar infec¢do aguda, enquanto uma parcela possui
titulos baixos destes anticorpos 0 que possivelmente pode
caracterizar que ainfecgdo esta se tornando cronica?”?2,

De acordo com os dados obtidos, acredita-se que o
continuo monitoramento datoxoplasmose através de inquéritos
sorol Ggicos éimportante paraaverificacdo dataxade prevaléncia
nasvériasregidesdo pais, havendo anecessidade de desenvolver
trabal hos deinformag&o e conscientizag@o das mulheresemidade
fértil edapopulagdo como um todo paraos eventuaisproblemas
de salde que a toxoplasmose pode gerar. Isso acarretara na
identificac8o dainfeccdo aguda em mulheres gestantes, no seu
inicio, paraque sgjarealizado os cuidados pré-natais, o tratamento
correto se necessario, assim evitando lesdes ao feto.
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RESUMO

O presente trabalho objetivou a otimizacdo e a avaliagdo da coleta de sangue em papel de filtro para ser
usada em levantamentos soroepidemiol égicos de infeccdo por herpesvirus humano 8 (HHV-8). Foram
utilizados os ensaios de imunofluorescénciaindireta (IFI) LANA e Litico para a pesguisa de anticorpos
anti-HHV-8 em amostras de sangue col hidas em membrana Schlei cher Schuell de 28 pacientes com sarcoma
de Kaposi (SK)/AIDS e 10 individuos sadios sem SK, dos quais os soros haviam sido anteriormente
usados na padronizacdo destas técnicas. Laminas contendo células da linhagem BCBL-1 estimuladas ou
ndo com éster de forbol, eluatos de sangue e conjugado anti-imunoglobulina humana marcado com
fluoresceinaforam empregados nas reagdes sorol igi cas e, asreacOes e oscritérios de positividade seguiram
0s previamente estabel ecidos na Se¢do de Imunol ogiado Instituto Adolfo L utz. Foi detectadafluorescéncia
verde-amarelada namaioria das células nas dilui¢des 1:50 e 1:100. Isto dificultou aleiturada | FI-Litico,
principalmente em dilui¢des baixas, mas ndo interferiu na IFI-LANA cujo padrdo pontilhado no nlcleo
coexistiu com afluorescénciade membrana. A medidaque se seguiram asdiluicBes, houve desaparecimento
da inespecificidade e a leitura prosseguiu normalmente. Houve concordancia de resultados positivos e
negativos, com diferengas minimas nostitul os de anticorpos. Os resultados obtidos viabilizam a coletade
sangue em papel para estudos epidemiol 6gicos de infecgdo por HHV-8.

Palavras-chave. sorologia, papel de filtro, imunofluorescéncia, herpesvirus humano 8 (HHV-8).

ABSTRACT

The aim of the present study was to standardize the use of blood collected on filter paper in
seroepidemiological studiesof human herpesvirus 8 (HHV-8) infection. HHV-8 latent and lytic antibodies
were searched in eluates of blood collected on Schleicher Schuell membrane from 28 KS/AIDS patients
and 10 hedthiindividualswithout KS, using “in house” immunofluorescence assays (IFAS). Serum samples
from the sasmeindividualswere previously evaluated by IFA-LANA and | FA-lytic, and theresultswere
compared to the results obtained in this study. | FAswere conducted according to criteria established at
Immunology Department of Instituto Adolfo Lutz, using BCBL-1 cdllsline stimulated or not with phorbol
ester, and FITC-anti human 1gG conjugate. Non-specific stainning on IFAs were detected when 1:50
and 1:100 blood eluated dilutions were empl oyed. This unespecificity disappeared on subsequent blood
dilutions. Concordant positive and negative results were obtained between sera and blood samples, but
some minor differences were observed on antibodies title. The results obtained confirmed the use of
blood collected on paper filter for HHV-8 seroepidemiological purposes.

K ey words. serology, paper filter, immunofluorescence assay (IFA), human herpesvirus 8 (HHV-8).

Rev. Inst. Adolfo Lutz, 66(1): 68-72, 2007



SilvaJMK et a. Otimizacdo e avaliagdo do ensaio de imunofluorescéncia indireta para pesquisa de anticorpos anti-herpesvirus humano 8
(HHV-8) usando sangue colhido em papel de filtro. Rev Inst Adolfo L utz, 66(1): 68-72, 2007.

INTRODUCAO

Desde adescobertado herpesvirus humano 8 (HHV-8)*
como sendo o agente etiol6gico do sarcoma de Kaposi (SK),
vérios estudos se seguiram com vistas aidentificar popul agdes
e regides endémicas desta virose?. Inicialmente, homens que
faziam sexo com homens HIV-soropositivos foram apontados
como transmissores do HHV-8, poisnelesfoi detectadaaforma
epidémicado SK associadaaAlDS*S. Posteriormente, o virus
foi encontrado nas outras formas clinico-epidemiol égicas do
SK: no SK cléssico do mediterraneo, no SK endémico africano
e no SK iatrogénico associado a terapia imunossupressora e
corticosteroide?®2.

Com a introducdo da sorologia para a pesquisa de
anticorpos anti-HHV-8 foi possivel mapear populagdes e
regides endémicas do virus que estavam associadas ou ndo a
presenca de SK°. Curiosamente, amerindios da Amazonia
brasileiraforam apontados como portadores de HHV-8, eneles
ndo foi detectado o SK%°. Da mesma forma, em alguns paises
africanos onde o HHV-8 é endémico, ndo ha muitos casos de
SK. Istolevaacrer que existam fatores presentes no hospedeiro
e/ou parasita que podem estar associados ao risco de
desenvolver doenga relacionada ao HHV-8.

Até o presente, ndo existe um consenso de qual o
mel hor método sorol 6gico para o diagnostico de infecgao por
HHV-8, porém devido ao alto custo dos “kits" disponiveisno
mercado, as técnicas “in house” continuam sendo as mais
utilizadas em levantamentos epi demiol 6gicos*14, A Secédo de
Imunologiado Instituto Adolfo L utz de S&o Paulo, introduziu
no ano de 2001, atécnicade IFI-LANA e |FI-Litico® e com
elarealizou umasérie de estudos com popul agdes de diferentes
categoriasderisco paraadquirir estavirose. Foram analisados
soros de individuos sadios e infectados pelo HIV/AIDS,
pacientes com SK/AIDSY, profissionais sadios da area da
sande"’, individuos com deficiénciafisicae mental’’, mulheres
portadores do HIV/AIDS®, criangas nascidas de méaes HIV-
soropositivas'®, criangas hospitalizadas para tratamento
eletivo®, populagdes indigenas?, pacientes em dialise? e,
finalmente, profissionais do sexo feminino®.

Maisrecentemente, com vistasaauxiliar paises africanos
€om poucos recursos financeiros e que tém o SK na suaforma
endémica e epidémicafoi idealizado um estudo paraverificar a
possibilidade de utilizar sangue colhido em papel defiltro para
a deteccdo de anticorpos anti-HHV-8. As vantagens deste
procedimento sdo: facilidade de coleta, armazenamento,
transporte, baixo custo e menor desconforto e risco para o
paciente. Com base na Portaria do Ministério da Ciéncia e
Tecnologia (MCT No 523) de 16/08/2005 que prevé apoio
financeiro para intercambio técnico-cientifico entre Brasil e
paises africanos delinguaportuguesa, foi encaminhado ao CNPq
eaprovadaaMissio Exploratoria ProAfrica, que visadetectar a
real magnitude dainfeccdo por HHV-8 em Mogambique. A etapa
preliminar desta pesquisa é verificar a viabilidade da coleta de
sangue em papel defiltro, objeto deste estudo.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados os ensaios de imunofluorescéncia
indireta (IF1) LANA elFl-Litico paraapesguisade anticorpos
IgG anti-HHV-8 em amostras de sangue colhidas em papel de
filtro (membrana Schleicher Schuell BioScience Inc., USA)
de 28 pacientes com SK/AIDS do Instituto de Infectologia
Emilio Ribas e 10 amostras de sangue de individuos
aparentemente sadios, sem SK, colhidas no ano de 1999 e
armazenadas a —70 °C. Soros dos mesmos individuos foram
usados anteriormente na padronizag@o da IFI-LANA e IFI-
L itico® e osresultados obtidos comparados aos atuais. Células
dalinhagem BCBL-1 latentemente infectadas pelo HHV-8 g,
as mesmas células estimuladas com éster de forbol, foram
usadas para a deteccdo dos anticorpos LANA e Litico,
respectivamente. As reacOes e os critérios de positividade
seguiram os previamente estabel ecidos na Secéo de Imunologia
do Instituto Adolfo Lutz, sendo considerados positivos nal Fl -
LANA os soros que a partir da diluicdo 1:50 apresentaram
fluorescéncia verde magé com padrdo nuclear pontilhado em
maisde 90% das célulasBCBL-1, enalFl-Litico, fluorescéncia
intensa de membrana (nuclear e externa) e difusa em toda a
célula, em aproximadamente 5% das células BCBL-1
estimuladas com éster de forbol*>Y.

Para a pesquisa atual, circulos de 6 mm de diametro
contendo 10uL de sangue, ou seja 5uL de soro, foram
recortados do papel e eluidos em 200uL de PBS 0,01M, pH
7,2, por 16 horas a4°C. Posteriormente, foi adicionado 50uL
de PBS contendo leite desnatado a 5% (diluicéo final 1:50 em
PBSleite 1%) efeitaadiluicdo seriadanarazéo 2 paratitulacéo
dosanticorpos. Todos os casos foram inicial mente testados para
asdilui¢es 1:50, 1:100 e 1:200. Foi utilizado como conjugado
anti-1gG humana marcada com fluoresceina diluido em azul
de Evans-leite 1%. Quatro profissionais treinados, dois dos
guais ndo estavam envolvidos no estudo anterior, realizaram a
leituradas|aminas.

A utilizacdo dos soros desta casuistica para a
padronizacdo da sorologia paraHHV-8 na Se¢do de Imunologia
do IAL foi aprovada pelos Comités de Etica em Pesquisa das
I nstitui¢des envolvidas, incluindo a coleta de sangue em papel
defiltro (CTC # 35/1999).

RESULTADOS

Durante o processo de padronizacéo dastécnicasde | FI -
LANA e IFI-Litico para pesguisa de anticorpos anti-HHV-8
nos anos de 1999-2000, foi verificado que o uso de leite
desnatado a 1% blogqueava sitiosinespecificos de anticorpose,
assim, o leite foi usado nas varias etapas de reagdo, também
para eluatos de papel defiltro.

Os resultados obtidos com eluatos tanto do grupo de
pacientes com SK/AIDS como do grupo sadio mostraram
fluorescéncia verde-amarelada na maioria das células BCBL -
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1 nas diluigBes 1:50 e 1:100. Isto dificultou a leitura
principalmente dalFl-Litico, masndointerferiu nal FI-LANA,
cujo padrdo pontilhado no ntcleo coexistiu com afluorescéncia
de membrana (Figura 1, Painel A e B, respectivamente). A
medida que se seguiram as dilui¢des, houve desaparecimento
dainespecificidade e aleitura prosseguiu normalmente (Figura
1, Painel D e E). Para os casos negativos e do grupo sadio,
houve apenas padréo amarel ado que desapareceu com adiluicdo
do soro (Figural, Painel C e F).

g ¥
L
Ly

D E F

Figura 1. Amostras representativas do padr&o defluorescéncia
obtido com asreacGesde IFI-LANA elFI-Litico, usando eluato
de sangue colhido em papel de filtro de casos de SK/AIDS.
Painel A e C (soro-reagente e ndo-reagente na IFI-LANA,
diluicdo 1:50, aumento x400), Painel B (soro-reagente na | FI-
Litico, diluicdo 1:50, aumento x200). Painel D, E e F (mesmos
soros na diluigdo 1:400).

Houve concordancia de resultados positivos e negativos
nos dois grupos analisados com diferengas nos titulos de
anticorpos em oito casos de SK/AIDS: seis com diferenca de
um titulo (Pt. 10, 14, 28, 31, 34 e 39), um com diferenca de
doistitulos (Pt. 32) e um com diferenca de trés titul os (Pt. 38).
Na maioria dos casos os titulos mais altos foram obtidos com
eluato de sangue (Tabela 1).

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Nos Ultimaos anos, vériosinguéritos soroepidemiol dgicos
princi palmente de doencas parasitariastém sido realizados usando
sangue col hido em papel defiltro. Este material tem se mostrado
Gtil para ser empregado em reacGes de aglutinacao,
imunoenziméticas (ELISA), de imunodifusdo (ID) e IFI. Um
estudo comparativo usando soro e €l uato de sangue para pesquisa
de anticorpos anti-Toxoplasma gondii mostrou que o eluato
poderia ser usado na pesquisa de toxoplasmose congénita,
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Tabela 1. Resultados obtidos com a sorologia para HHV-8
usando soro e eluato de sangue colhido em papel de filtro de
28 pacientes com SK/AIDS.

PACIENTE SORO ELUATO DE SANGUE
No IFI-LANA*  IFI-LITICO* IFI-LANA* |FI-LITICO*
2 25.600 3.200 25.600 3.200
3 25.600 3.200 25.600 3.200
4 1.600 800 1.600 800
5 200 800 200 800
6 100 100 100 100
7 200 800 200 800
8 - - - -
9 200 6.400 200 6.400
10 - 50 - -
1 200 800 200 800
12 800 3.200 800 3.200
13 200 - 200 -
14 200 50 100 100
16 400 400 400 400
17 - 50 - 50
18 1600 25.600 1600 25.600
23 - 3200 - 3.200
26 - - - -
28 800 800 1.600 1.600
31 25.600 3.200 51.200 6.400
32 100 400 400 800
34 1.600 200 1.600 400
35 6.400 1.600 6.400 1.600
37 - - - -
38 1.600 1.600 3.200 200
39 25.600 3.200 25.600 1.600
48 - - - -
50

* Titulo de anticorpos (reciproca da maior diluigdo do soro com resultado

reagente).
- (soro ndo reagente)

reduzindo assim anecessidade de puncéo sangiiineaem criangas
epossibilitando o uso de material estocado em papel defiltro?.
Jano Programa de Controle do Calazar no Brasil, a Fundagéo
Nacional de Salide adotou o uso da coleta de sangue em papel
para o controle da leishmaniose visceral canina, com vistas a
introduzir um programade eliminagdo de cées sororegtivos. Nele
foi feito um estudo comparativo entre soro e eluato, usando as
técnicasde IFI e ELISA. Os resultados obtidos provaram ser o
eluato de sangue Util parainguéritos soroepidemiol 6gicos®. Na
Nicarégua, um estudo em regido endémicade doencade Chagas
mostrou que o uso de sangue colhido em papel defiltro poderia
substituir o soro nas reacfes de ELISA e IFI, resultando em
sensi bilidade de 100% e especificidade de 90% paraa pesquisa
de anticorpos especificos®. A mesma estratégia para pesquisa
de anticorpos anti-Plasmodium falciparum foi adotada para
controle de maldria na Amazonia brasileira?’ e na india.
Recentemente, foi proposto pelo CDC deAtlantanos EUA, um
protocolo de extracdo de anticorpos de amostras de sangue
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colhidas em papel, para serem utilizadas na sorologia para
sarampo/rubéola pela Organizagdo Mundial da Salide, em
situacOes de surtos®.

Atéo presente, ndo foram encontradosrelatosde sorologia
paraHHV-8 usando sangue colhido em papel defiltro. O presente
estudo mostra que esta prética pode ser adotada para pesquisa
de anticorpos na IFI-LANA e IFI-Litico e que os resultados
obtidos s8o concordantes, embora com algumas diferencas no
titulo de anticorpos. Estas diferencas podem estar relacionadas
a0 lote de células e laminas empregadas na reacéo, aformade
armazenamento do soro/sangue e, finalmente, ao critério de
leitura dos técnicos envolvidos na andlise. Curiosamente, em
alguns casos, o titulo de anticorpos detectado em material colhido
em papel defiltro foi superior ao encontrado no soro. Isto pode
ser devido ao processo de congel amento/descongel amento que
0s soros sofreram durante as varias etapas de padronizacdo da
IFI-LANA elFI-Litico, bem como naavaliagdo dekitscomerciais
de ELISA e IF, realizados em anos anteriores”, fato que ndo
ocorreu com o sangue colhido em papel defiltro.

Emboramais estudos sejam necessarios paraavalidacao
do método, afacilidade de coleta, armazenamento, transporte,
baixo custo e menor desconforto ao paciente permite autilizagdo
desta metodol ogia em inquéritos epidemiol 6gicos de infecgdo
por HHV-8 e na Missio Exploratéria ProAfrica onde sio
parceiros o Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo, o Centro de
Referéncia e Treinamento em AIDS de S&o Paulo e a
Universidade Eduardo Mondlaine de Maputo, Mogambique.
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ABSTRACT

L eishmaniasisisasevere protozoan parasite disease, causing clinical symptomsfrom asingle cutaneous
ulcerationto aprogressiveand fatal disease. Thetreatment isbased on toxic chemotherapeutic compounds,
being pentavalent antimonials the first line drugs. Natural products from Brazilian fauna, especially
animal venoms and cutaneous secretions, are arich source of novel chemical moleculeswhich could be
used as drug prototypes for the development of new therapeutics. This study describesfor thefirst time
the effective antileishmanial activity of crude cutaneous secretion from the giant African snail, Achatina
fulica, and its mammalian cells citotoxicity and also its potential mode of action against Leishmania
promastigotes. The crude secretion showed an 50% Effective Concentration (EC,) of 98.37 pg/mL
against L.(L.) chagasi promastigotes. By means of enzymatic assays, aL-amino acid oxidase (L-AAO)
activity was detected in crude secretion, and the hydrogen peroxide produced by this enzyme revealed
to be one of the compounds responsible for the antileishmanial effect. The use of catalase for H,O,
scavenging in Leishmania cultures incubated with crude secretion abolished 54% of parasite death.
Despite a moderate toxicity of the snail cutaneous secretion on LLC-MK2 mammalian cells (EC_; of
83.25 pg/mL ), these promising data provided the valuable information for further chromatographic
isolation of novels antiparasitics, which could be auseful tool for the development of new drugs agai nst
Leishmaniasis.

K ey words. venoms, secretions, Leishmania, Achatina, drugs, L-amino acid oxidase.

RESUMO

A Leishmaniose € uma doenca parasitaria grave que causa desde uma Unica ulceragdo cutanea até uma
doencaprogressivae fatal. O tratamento é baseado em agentes quimioterapi cos toxicos, sendo indicados
como farmacos de primeiraescol ha os antimoniai s pentaval entes. Os produtos naturai s derivados dafauna
brasileira, especial mente venenos e secregdes cutaneas de anfibios, séo fontes ricas de novas moléculas
quimicas, as quais podem ser utilizadas como protétipos farmacéuticos no desenvolvimento de novos
féarmacos. No presente trabalho, € feita a descricdo inédita sobre a efetiva atividade anti-Leishmania da
secregdo cutaneado caramujo gigante Africano, Achatina fulica, bem como asuacitotoxicidade em células
de mamiferos e seu possivel mecanismo de agdo contra os promastigotas. A secrecdo bruta apresentou
Concentracdo Efetiva 50% de 98,37 pg/mL contra promastigotas de L.(L.) chagasi. Por meio de ensaios
enzimédticos, foi detectada a atividade L-aminoéacido oxidase (L-AAQO) na secrecdo bruta, e também foi
demonstrado que o H,O, gerado por esta enzima € um dos compostos responsaveis pelo efeito anti-
Leishmania. O uso de catal ase, paraeliminar aagdo do H,0, nas culturas de Leishmania, causou adiminuicéo
de 54% namorte dos parasitos. Apesar da ocorrénciade citotoxicidade moderada da secrecéo bruta contra
ascélulas LLC-MK2 (CE,, de 83,25 pg/mL), estes sio dados promissores que possibilitam isolamentos
cromatogréficos futuros de novos antiparasitérios, os quais poderdo servir como valiosas ferramentas no
desenvolvimento de farmacos contra a L eishmaniose.

Palavras-chave. venenos, secregoes, Leishmania, Achatina, drogas, L-aminoacido oxidase.
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INTRODUCTION

TheAfrican giant snail (Achatina fulica, Ferussac), is
one of the largest land snail speciesin the world, now found
abundantly in tropical and subtropical regions®. In Brazil, the
snail was supposed to be used for human consumption as
“escargot”. Its dispersal from the artificial breeding has
widespread the risk of human contamination by
Angiostrongylus cantonensis, a common nematode parasite
found in this snail2. The cutaneous secretions of many animals,
especially amphibians, have been representing an important
source of antiparasitic and antifungal compounds®. A. fulica
presents an abundant cutaneous secretion that recently has
been demonstrating significant therapeutic potential, with
biological activities related to antibacterial*® and
antiangiogenic activity in tumor cells’. Leishmaniasis is a
complex disease where the protozoan parasite spread by a
sandfly insect vector, can cause from a single cutaneous
ulceration to aprogressive and fatal disease. The diseaseisa
significant health problem in many parts of theworld resulting
in an estimated of 12 million cases’. The treatment is based
on toxic chemotherapeutics, which isdifficulty to administer,
expensive and becoming ineffective due to the emergence of
drug resistance®. Despite the increased number of cases, no
considerabl e effort has been made for new drug development.
Thelack of efficient and lesstoxic drugs against Leishmaniasis
and the mainstay of Gaspar Vianna's antimonial for clinical
therapy for almost one century show the imperative necessity
of new lead compounds®. In thiswork, we have described the
potential antileishmanial activity of the crude cutaneous
secretion of A. fulica against promastigotes, studied the in
vitro mammalian cytotoxicity and its possible mode of action.

MATERIAL AND METHODS

Materials

M-199 and RPMI-PR- 1640 medium (without phenol
red) were purchased from Sigma. Pentavalent antimony
(Aventis-Pharma) and pentamidine (Eurofarma) were used as
the standard drugs. Sodium dodecyl sulphate (SDS) was
purchased from Merck, 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (Thiazol blue; MTT) was
purchased from Sigma.

Animals

Animals were supplied by the Animal Breeding
Facility at Instituto Adolfo Lutz de S8o Paulo. They were
maintained in sterilized cages under a controlled
environment, receiving water and food ad libitum. Animal
procedures were performed under the approval of the
Research Ethics Commission, according to the Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals from the National
Academy of Sciences (http://www.nap.edu). A. fulica
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cutaneous secretion was obtained from Dr. Sylvio Rocco at
Instituto Adolfo Lutz through slightly mechanical compression
of 1 animal in distillated water. The secretion wasimmediately
kept at -20°C and lyophilized. The mass of the dried secretion
was weighted, diluted in Phosphate Buffered-Saline and
sterilized through 0.22 pym membranes (Millipore).

Parasites

L. (L.) chagasi (MHOM/BR/1972/L D) was maintained
in golden hamsters. Promastigotes were maintained in M-199
medium supplemented with 10% calf serum, 2% male human
urine and 0.25% hemin at 24°C.

Determination of the 50% Effective Concentration (EC_)

The antileishmanial activity against promastigoteswas
determined using 96-well microplates, with pentamidine asthe
standard drug. Briefly, promastigotes were counted in a
Neubauer haemocytometer and seeded at 1 x 10%well in 96-
well microplates. The A. fulica secretion was incubated in a
range concentration of 500 to 0.1 ug/mL for 48 h at 24°C.
Parasite viability was determined using the MTT assay at 570
nm?°, The antileishmanial activity against intracellular
amastigotes was determined with infected macrophages, using
pentavalent antimony asthe standard drug. Macrophageswere
obtained from the peritoneal cavity of BAL B/c mice and added
to 24-well plate at 4x10°%/well. The parasite burden was defined
as the number amastigotes/macrophage out of 500 cells. Each
assay was determined in duplicate and at |east in 2 independent
assays'. The EC_ valueswere determined using asigmoid dose-
response analysisat Graph Pad Prism 3.0, considering the 95%
Confidence Intervals. Data represents the mean (£ S.D.) of
duplicate samples from two independent assays.

Cytotoxicity Assay

LLC-MK2 (ATCC —Rhesus Monkey Kidney Epithelial
Cells) cells were kept in RPMI-PR™ 1640 medium, seeded at
4x10%well in 96-well microplates and incubated at 37°C for
48 hours in the presence of A. fulica secretion in a 5% CO,
humidified incubator. Theviability of the cellswas determined
withthe MTT?, Datarepresentsthe mean (+ S.D.) of duplicate
samples from two independent assays.

L-amino acid oxidase (L-AAQ) activity

Crude secretion of A. fulica (100 pg/mL) was assayed
for L-AAQ activity using a colorimetric assay in a 96-well
microplate. The assay was derived by an adaptation of areported
peroxidase test'. The reaction mixture contains 100 mM Trig/
HCI, pH 8.5, 3 mM L-leucine as substrate, horseradish
peroxidase (10 1U/mL) and o-phenylenediamine (OPD), (0.1
mg/mL). Sampleswereincubated for 1 hour at 25°C, and Optical
Density (O.D.) wasdetermined at 414 nm at 10 minutesintervals
on a microplate reader for kinetics. Hydrogen peroxide
standards were used and the linear regression data calculated
with the Graph Pad Prism 3.0 software. L-AAQO activity was
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expressed as nmoles H,O,/mL. Data represents the mean
(£ S.D.) of duplicate samples from two independent assays.

Characterization of L-AAO action on promastigotes

Promastigotes of L. (L.) chagasi (1 x 10°%well) were
incubated with A. fulica secretion (100ug/mL) and catalase
(300ug/mL) inafinal volume of 150uL/well for 24 hat 24°Cin
a 96-well microplate assay, in order to abolish the action of
H,O,". Control groups without A. fulica secretion, with or
without catalase were a so tested. Theviability of L. (L.) chagas
was determined by the MTT assay’. Data represents the mean
(£ S.D.) of duplicate samples from two independent assays.

L eishmania Per meability Assay

Pore formation in L. (L.) chagasi promastigote
membrane was studied in the presence of A. fulica secretion
through the ethidium bromide assay. The A. fulica secretion
was incubated at 100 pg/mL with promastigotes (1 x 10%/well)
in the presence of ethidium bromide (25 pg/mL) in 96-well
microplates for different times (0 to 120 min) at 24°C. In each
time a sample was added to glass coverslips and observed in a
fluorescence microscopy. Each image was saved as TIFF file.
Amphotericin B was incubated with parasites at the same
conditions and used asinternal control.

RESULTSAND DISCUSSION

Antileishmanial Activity and Cytotoxicity Studies:
Determination of the 50% Effective Concentration (EC,)

Thecrude secretion of A. fulica showed an 50% Effective
Concentration (EC,) of 98.37 pg/mL (95% Confidence
Interval= 81.62- 118.6 pg/mL) against L. (L.) chagasi
promastigotes, showing 100% of killing activity at the highest
dose (Figure 1). In order to evaluate the activity against the
intracellular form of the parasite, Leishmania-infected
macrophages (intracellular amastigotes) were incubated with
the test A. fulica secretion at different concentrations. No
detectable antileishmanial activity could be observed at the
highest concentrations, asmacrophage damagewasclearly seen.
Futureisolation of the active compound in the A. fulica secretion
by chromatographic techniques could eliminate the mammalian
cytotoxic fraction and further activity against Leishmania-
infected macrophages could be properly evaluated. Although
antibacterial activity of A. fulica secretion has been
described*>5, neither antileishmanial nor any other antiparasitic
activity was described. Kubota and co-workers', isolated the
antibacterial factor of the A. fulica secretion. The glycoprotein
presented a molecular weight of 160 kDa, being composed of
two subunits of 70 — 80 kDa. Ehara and co-workers® have
sequentially isolated and characterized the antibacterial
compound. They named it Achacin, an antibacterial glycoprotein
with L-amino acid oxidase (L-AAOQ) activity, which generates
cytotoxic hydrogen peroxide.
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Figure 1. Determination of the 50% Effective Concentration
(EC,,) of A. fulica secretion against L. (L.) chagasi
promastigotes. The viability of parasites was determined
through the oxidative mitochondrial function by MTT at 570
nm. Pentamidine was used as standard drug. Sigmoid dose-
response curve was analyzed in Graph Pad Prism 3.0 software.
Data represents the mean (= S.D.) of duplicate samples from
two independent assays.

We have also studied the cytotoxicity of the crude
secretion against mammalian cells through the in vitro
incubation with LLC-MK?2 cells. The crude mucus showed a
moderate citotoxicity, with an EC_ of 83.25 ug/mL (95%
Confidence Interval= 63.70 - 108.8 ug/mL) as determined by
oxidative mitochondrial function by MTT (Figure 2).
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Figure 2. Cytotoxicity studies of A. fulica secretion against
LLC-MK2 cells. Pentamidine was used as standard drug. The
viability of mammalian cells was determined through the
oxidative mitochondrial function by MTT at 570 nm. Sigmoid
dose-response curve was analyzed in Graph Pad Prism 3.0
software. Data represents the mean (+ S.D.) of duplicate
samples from two independent assays.
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Biochemical Characterization of Crude Secretion: L-AAO
Activity

Through enzymatic assays, we have found L-amino acid
oxidase (L-AAOQ) activity in the crude secretion of A. fulica.
Thekinetic parameters showed that the enzyme produced 0.104
nmoles/min/mL of H,0O, (Figure 3). The venom of the snake
Bothrops moojeni was used as standard and produced 0.451
nmoles/min/mL of H,O,. Our data about the presence of L-
AAOQ activity in A. fulica secretion corroborates those observed
elsewhere’.
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Figure 3. L-amino acid oxidase (L-AAOQ) activity of A. fulica
secretion. Sampleswereincubated for 1 hour at 25°C with the
reagents described in material and methods, and Optical Density
(O.D.) was determined at 414 nm at 10 minutesintervalson a
microplate reader for kinetics. Hydrogen peroxide standards
were used and the linear regression data calculated with the
Graph Pad Prism 3.0 software. Bothrops moojeni venom was
used as positive control for H,O, production. Data represents
the mean (+ S.D.) of duplicate samples from two independent
assays.

Leishmaniaand A. fulica Secretion: Possible M odeof Action
on Promastigotes

Theincubation of L. (L.) chagasi promastigoteswith A.
fulica secretion using catalase for H,O, scavenging, abolished
54% of parasite death (Figure 4). L-amino acid oxidases (L-
AAO) catalyzesthe oxidative deamination of L-amino acidsto
producethe corresponding a-keto-acid, hydrogen peroxide and
ammonia'®!’. Tempone and co-workers®® have previously
demonstrated that Leishmania sp. isnot affected by the o-keto-
acid and ammoniaproduced by L-AAO. Consequently, our data
suggest that other compounds than L-AAO presented in the
crude secretion of A. fulica might be involved in the
antileishmanial activity, corresponding to the 46% of thekilling
activity when incubated with catalase. The presence of other
compounds like peptides and proteins might be associated to
the antiparasitic effect.
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We have also studied the effect of the crude secretion
on the membrane of L. (L.) chagasi promastigotes through the
permeability assay using ethidium bromide'. The fluorescent
microscopy images (data not shown) suggest that the killing
activity of A. fulica secretion on Leishmania (L.) chagasi might
be other than pore-forming activity in the parasite membrane,
as no fluorescence marker was found in the intracellular
environment of promastigotes. Amphotericin B was used as a
standard drug, since its pore-forming activity in Leishmania
sp. membrane has been described™ (data not shown). Further
assays would evaluate other possible intracellular targets of
A. fulica secretion in Leishmania promastigotes, by using
transmission electron microscopy.

CONCLUSIONS

This is the first paper which describes the effective
antileishmanial activity of the Giant African snail, A. fulica,
and also demonstrates that other compounds than the high
molecular weight enzyme L-AAO might be involved in the
killing effect. Thisvaluableinformation, if adequately studied,
could be a useful tool for chromatographic isolation of active
compounds. These results could lead in the development of
new drug prototypes which could be used as novel and less
toxic chemotherapeutics for neglected diseases as
Leishmaniasis.
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RESUMO

M uitos fungos patogéni cos apresentam morfol ogias diferentes nas formas parasiticas e saprofiticas. Essas
leveduras podem apresentar morfol ogias diversas como hifas curtas e aberrantes, formas gigantes em pus
fresco, abscesso cerebral, cortes histol 6gicos e presencga de capsul a espessa geralmente no sorotipo B em
tecidos. No presente relato é descrito o caso de um homem de 39 anos de idade, solteiro e HIV positivo,
com os seguintessintomasclinicos: candidiase oral, tubercul ose pulmonar, insuficiénciacardiaca, meningite
por Corynebacterium sp e neurocriptococose por C. neoformans var. neoformans. O paciente foi tratado
com anfotericina B durante 45 dias, com dose total de 1960mg. Foram observadas e isoladas do liquido
cefalorraquidiano (LCR) células atipicas de C. neoformans de diferentes tamanhos e formas de
blastoconidios. O exame direto do LCR em tinta da China apresentou células ovoides, ramificadas, com
pseudo-hifas envolvidas por uma fina capsula. A variedade foi identificada como C. neoformans var.
neoformans. O teste de suscetibilidade aos antifingi cos realizados segundo atécnicade EUCAST indicou
gue a cepaisolada era sensivel a anfotericina B (Concentragéo InibitériaMinima- MIC = 0,12ug/mL),
Fluconazol (2ug/mL ) eitraconazol (0,06pg/mL ). Osrelatos anteriores sobre leveduras atipi cas descrevem
aocorréncia de blastoconidios multiplos e irregulares em materiai s biol 6gicos humanos.

Palavr as-chave. células atipicas, Cryptococcus neoformans, morfologia.

ABSTRACT

Most pathogenic fungi show dual morphology features in their saprophytic and parasitic stage.
Occasionaly, yeast cells produce short and aberrant hyphae, or large cellswhich can be seen on granulomas
histological analysis, and otherwise as giant forms in fresh pus from abscesses, or aso as highly
encapsulated - serotype B in tissue specimens. The present study reports a HIV positive 39 years old
single male patient, who presented oral candidiasis, pulmonary tuberculosis, cardiac insufficiency,
Corynebacterium sp meningitis, and neurocryptococcosis due to C. neoformans var. neoformans. The
patient was treated with amphotericin B for 45 days, who received approximately atotal of 1,960 mg of
drug. Atypical C. neoformans cells in diverse sizes and blastoconidia forms were isolated from
cerebrospinal fluid (CSF). CSF stained with a Chinaink preparation revealed the presence of ovoid,
branched, and pseudohyphae forms surrounded by athick capsule. Theisolate variety wasidentified as
C. neoformans var. neoformans. Antifungal susceptibility testing performed by means of EUCAST®
technique indicated that the strain was sensitive to amphotericin B (MIC = 0.12ug/mL ), fluconazole
(2ug/mL), and itraconazole (0.06 ug/mL). The previous reports on atypical yeast cells form described
the occurrence of multiple and irregular blastoconidiain human clinical samples.

Key words. atypical cells, Cryptococcus neoformans, morphol ogy.
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INTRODUCTION

Itiswell established that pathogenic organism grownina
parasitic state are different in many aspects from those grown on
culture media'. Most pathogenic fungi show dual aspects of the
morphology of fungi intheir saprophytic and parasitic state?. Giant
formsof C. albicans®“*and C. neoformans have occasionally been
observed in vivo. A C. neoformans yeast cell has an average
diameter of 8-10um. The yeast cell is surrounded by a
polysaccharide capsule of variousthicknesses. Occasiondly, yeast
cells have been reported to produce short aberrant hyphae® large
cells may be seen histologicadly in C. neoformans granulomas®
giant forminfresh pus’, large cellsisolated from cerebral abscess’
and highly encapsulated C. neofor mans serotype B from tissue*®.

CASE RELATE

This case relate a Single man, admitted at the Ingtituto de
InfectologiaEmilio Ribas, S8o Paulo-Brazil, 39 years-old, positive
HIV, presented oral candidosis, pulmonary tuberculosis, cardiac
insufficiency, Corinebacteriummeningitisand neurocryptococcoss
to C. neoformans var. neoformans. The patient was trested with
amphotericin B for 45 days, total doses 1960mg.

Pleomorphic C. neoformans cellswereisolated from CSF,
and an China ink preparation from Central Nervous System
(CNS) reved ed different sizesand pseudohyphae forms (Figures
1A and 1B), blastoconidia, ovoid, branched and pseudohyphae
forms surrounded by athick capsule (Figure 2A, 2B and 2C).

1A

Figures 1A and 1B. Pleomorphic C. neoformans with different
sizesand pseudohyphaeformsisolate from CSF of Centrd Nervous
System of aman, positive HIV and ink China preparation.

Figures 2A, 2B and 2C. Pleomorphic C. neoformans with
blastoconidia, ovoid, branched and pseudohyphae forms
isolate from CSF of Central Nervous System of a man,
positive HIV and ink China preparation.

The CNS samples were cultured in Niger agar.
Brown pigmentation and mucoid colonies were found on
all media. The culture sampleswere also tested by the API
20C AUX (Biomerieux) which revealed an assimilation
pattern of C. neoformans. Urease activity was observed on
the Christensen’s urea agar. A subculture of theisolate was
tested for varieties on the CGB agar medium®. The variety
of the isolate was neofor mans.

The antifungal susceptibility testing performed by
EUCAST, Cuenca-Estrellal® method indicated a sensible
strain to amphotericin B (Minimal Inhibitory
Concentration: MIC= 0.12ug/mL), fluconazole (2ug/mL)
and itraconazole (0.06pg/mL).
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DISCUSSION

The origin of atypical C. neoformansin our patient

isunknown. Sometimes HIV patient present atypical yeast
like cells and filaments. The purpose of this paper is
to alert the mycologist for the importance of the China
ink preparation to demonstrate capsule and showing
diversity of morphology of C. neoformans presented in
immunocompromised patients.
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RESUMO

Cryptococcus neofor mans € umalevedura capsul ada que apresentatropi smo pel o sistemanervoso central
causando meningoencefalite. E amicose mais fregiiente em pacientes com AIDS, e é responsavel pela
alta morbidade e mortalidade. Ha duas variedades: var. neoformans e var. gattii. C. neoformans var.
neofor mans esta distribuido mundial mente e ¢ comumente encontrado em fezes de aves, principal mente
de pombo. C. neoformans var. gattii esta geograficamente limitado a regides tropicais e subtropicais e
esta associado a algumas espécies de arvores, principalmente, Eucalyptus sp. A proposta desse estudo
foi de avaliar a prevaléncia das variedades de Cryptococcus neoformans isoladas de 452 amostras de
liquido cefalorraquiano (LCR) provenientes de 183 pacientes com AIDS, internados no Instituto de
Infectologia Emilio Ribas — S0 Paulo-SP, de 1996 a 1999, utilizando meio canavanina-glicina-azul de
bromotimol (CGB). Do total 452 amostras, em 446 (98,7%) foram detectados C. neoformans var.
neoformans e C. neoformans var. gattii em 6 (1,3 %) amostras.

Palavras-chave. Cryptococcus neoformans, variedades de Cryptococcus neoformans, Liquido
Cefalorraquiano, AIDS.

ABSTRACT

Cryptococcus neoformansis an encapsul ated yeast that presentstropism for-central nervous system, and
causes meningoencephalitis. Cryptococcosisisthe most frequent mycosisin patientswith AIDS, and it
isthe cause of high morbidity and mortality. C. neofor mans presents two varieties var. neoformans and
var. gattii. Cryptococcus neoformans var. neoformans has been world-wide isolated from avian feces,
especially pigeon excreta. C. neoformansvar. gattii isgeographically restricted to tropical and subtropical
regions, and it is associated with some trees species, mainly Eucalyptus sp. The proposal of this study
was to evaluate the prevalence of Cryptococcus neoformans varieties isolated from 452 cerebrospinal
fluid (CSF) samples from 183 patientswith AIDSreferred to the Instituto de I nfectologia Emilio Ribas
- Sap Paulo-SP, from 1996 to 1999. CSF samples were cultured on canavanine-glycine-bromothymol
blue medium. Of 452 samples, C. neoformans var. neoformans was isolated in 446 (98.7%), and C.
neoformans var. gattii. in 6 (1.3%) samples.

K ey wor ds. Cryptococcus neoformans, cerebrospinal fluid, varieties Cryptococcus neoformans, AIDS.
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INTRODUCTION

Cryptococcus neoformansis an encapsul ated yeast that
presents tropism for the central nervous system and causes
meningoencephalitis. Two varieties and five serotypes of
Cryptococcus neoformans are recognized: var. neoformans
(serotypes A, D, AD) and var. gattii (serotypes B e C)?3. The
two varieties of C. neoformans were differentiating by using
the canavanine-glycine-bromthymol blue agar (CGB) medium*
and the serotypes are characterize by slide agglutination tests>®.

In 1999, athird variety, C. neoformansvar. grubii, was
proposed for C. neoformans var. neoformans serotype A’.

Cryptococcus neoformans var. neoformans has been
isolated worldwide from avian droppings, especially pigeon
excretaand soil enriched with this avian excreta®®%, The C.
neoformans var. gattii is geographically restricted to mainly
tropical and subtropical regions. The first isolation of this
variety (gattii) was made in Australia were the investigators
established its specific ecol ogical association with Eucalyptus
camaldulensis'2. In thiscountry, the molecular studiesindicated
that exist epidemiological association between mammalian
disease and exposure®®. To date the var. gattii has beenisolated
from native trees in the Brazil (Moquilea tomentosa, Cassia
grandis, Guettarda acreana) and in Colombia (Terminala
catappa, 14,15,16,17

InBrazil, 4.7% of acquired immunedeficiency syndrome
(AIDS) related infections are caused by C. neoformans var.
neoformans®®. Since then the HAART, after toxoplasmosis,
cryptococcosis is the most prevalent neurological disease in
AIDS patient and a frequent AlDS-defining condition®%,

C. neoformans var. gattii rarely is the agent of
cryptococcosis in AIDS patient, even in areas where the
infection by thisvariety occurs endemically, isassociated with
immunosuppresed patient®2, |n the city of S&o Paulo both C.
neoformansvar. neoformansand C. neoformansvar. gattii were
presentsin urban environment at sites where large numbers of
people normally gather?.

Some studies carried through in the states of Rio de
Janeiro and S&o0 Paulo had shown that the majority of the
patients were infected by the C. neoformans var. neoformans
(serotype A and D) and, a minority was infected by C.
neoformans var. gattii (serotype B)?-2%0,

The purpose of this study wasto verify the preval ence of
C. neoformansvarietiesin AlDS patients during aperiod of time
inan Infectology Hospital inthecity of S&o Paulo and knowledge
more about the epidemiology of this pathogen in our city.

MATERIALSAND METHODS
Weretrospectively analyzed 452 C. neoformansisol ated
of cerebrospina fluid (CSF) samples from 183 patients with

AlIDS admitted at the Instituto de InfectologiaEmilio Ribas, in
S&o Paulo city, during 1996 to 1999.
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Thelaboratory diagnosis of cryptococcal infection was
based on positive Indiaink preparation and/or positive culture
of CSF in Sabouraud dextrose agar.

The identification of the colonies of yeasts was based
on cellular micro morphology and by APl 20C AUX
(BioMerieux, France), acommercial Kit.

The identification was confirmed by standard
physiological and biochemical methods that included thermo
tolerance at 37°C, urease and phenoloxidase activity and
assimilation tests®.

Thevarieties of C. neoformanswere determined by using
the canavanine-glycine-bromothymol blue (CGB) medium. The
growth and the change of color of the medium identified the
variety gattii2*3L.

RESULTS

The results shown that 446 CSF samples (98.7%) from
177 AIDS patients were C. neoformans var. neoformans and 6
CSF samples (1.3%) were C. neoformans var. gattii, during
1996 to 1999, at the Instituto de Infectologia Emilio Ribas, in
S3o Paulo city.

DISCUSSION

Prior to the AIDS epidemic, cryptococcosis occurred
sporadically throughout the world?. Despite the incidence of
cryptococcal infections has increased dramatically as aresult
of the AIDS epidemic, other conditions have been associated
with an increased risk for C. neoformans infections like
lymphoproliferative disorders, corticosteroid therapy and organ
transplantation®.

Pigeon excreta are the saprophytic source most
commonly associated with C. neoformans mainly var.
neoformans so the high prevalence of pigeons in urban area
favor the exposure of humans to this variety®.

C. neoformans var. neoformans is the variety
overwhelmingly recovered from patientswith AIDSin contrast with
C. neoformansvar. gattii infectionsthat arerarein these patients®#.

Some studies indicated that the majority of infectionsin
AIDS patientswith cryptococcal meningoencephalitisare caused
by C. neoformansvar. neoformans and serotypeA®%%32, Despite
the serotypes of C. neofor mans hasn't been determined; thisstudy
isin agreement with othersin which the variety neoformanswas
the more prevalent than var. gattii in AIDS patients.

CONCLUSION

The variety neofor mans was the most prevalent in CSF
samplesfrom AIDS patientsin I nstituto de InfectologiaEmilio
Ribas located in S&o Paulo city, during 1996 to 1999.
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RESUMO

Em unidades de alimentagdo e nutri ¢ao s8o utilizadas esponjas e detergentes paraalavagem de equipamentos
e utensilios. Contudo, se a higienizacdo ndo for adequada corre-se o risco de haver contaminagdo cruzada. O
objetivo destapesquisafoi avaliar as condi¢gdes higiénico-sanitérias de esponj as contendo agentesbactericidas,
empregadas na lavagem dos equipamentos e utensilios das unidades. Analisou-se 48 esponjas, utilizando
técnicas microbioldgicas tradicionais e Método rapido, para a determinago de coliformes totais e E.coli,
Saphylococcus aureus, além de bolores e leveduras. Os resultados mostraram que todas as esponjas
apresentavam contaminag@o por coliformes totais e E. coli, com variagdo de 10° a >10° UFC (unidades
formadoras de coldnias)/ml. Para 0s demais microrganismos a contaminagdo variou de 10! a 10* UFC/ml
sendo esta maior no Método rapido que no método tradicional. A contaminacdo encontrada, neste estudo,
demonstrou condigdes sanitérias inadegquadas das esponjas, devido a falta de higiene dos manipuladores,
restos de alimentos contaminados ou 0 ndo seguimento das normas de Boas Préticas de Fabricagao pelos
funcionérios da Empresa, 0 que pode levar aum aumento no risco para o consumidor.

Palavras-chave. contaminagdo cruzada, esponjas, agentes bactericidas, contaminantes, equipamentos
e utensilios.

ABSTRACT

Sponges and detergents are used for cleaning and washing equipments and utensilsin industrial restaurant
kitchens. However, if the hygienic action is not adequate thereistherisk of having cross contamination. The
aim of thisresearch wasto eva uate the sanitary-hygienic conditions of sponges containing bactericide, used
for washing equipmentsand utensilsinindustrid restaurant kitchens. It wasanayzed 48 spongesusing traditional
microbial techniques and rapid methods, for determining total coliforms e E. coli, Saphylococcus aureus,
besides molds and yeasts. The results showed that all the sponges presented contamination by total coliforms
eE. coli, being thevariation from 10° to >108 CFU (Colony Formation Unit)/ml. For the other microorganisms
the contamination varied from 10 to 10* CFU/ml being this higher when using rapid methods than traditional
methods. The contamination found inthis study demonstrated i nadequate sanitary conditions, dueto thelack
of hygienic practices of manipulators, left over of contaminated foods or the absence of Good Manufacturing
Practices by the Company employeesincrease therisk for the consumers.

K ey wor ds. cross contamination, sponges, bactericide agents, contami nants, kitchen equipment and utensils.
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INTRODUCAO

Por um longo periodo, 0 homem se alimentou somente
com os recursos da natureza. Osindividuos passaram aplantar,
criar animais e produzir seu proprio alimento, comegando,
assim, a surgir os problemas relacionados a doengas
transmitidas pela manipulagcdo. O ser humano tomou
conhecimento da existéncia de microrganismos e de sua
importéncia para os alimentos de forma bastante lenta. Sabe-
se, também, que os alimentos se constituem em um excelente
meio de cultura para um grande nimero de microrganismos,
uma vez que possuem todos os substratos necessarios, como
proteinas, hidratos de carbono e sais minerais, para seu
crescimento e proliferago?.

Dentre as exigéncias do mundo contemporéaneo,
encontra-se a necessidade de haver empresas produtoras de
alimentos que oferecam produto seguro a seus consumidores.
Os Servicos de Alimentagdo Coletiva (produtores de grande
ndmero de refeigdes de consumo direto) tém aumentado em
todo o mundo, inclusive no Brasil?2. Segundo dados da
Associac8o Brasileira das Empresas de RefeicBes Coletivas
(ABERC)?, no Brasil, os Servicos de Alimentagcdo vém
crescendo cerca de 20% ao ano e estima-se que hoje
aproximadamente 4,7 milhdes de refeicdes sdo produzidas
diariamente em cozinhas industriais atendendo cerca de 28%
da populagdo economicamente ativa.

Com o crescimento desses servicos, osaimentosficaram
mais expostos a uma série de oportunidades de contaminagéo?,
gue pode ter origem fisica (terra, areia, metal, entre outros)
guimica (agrotoxicos, acool etc.), biolégica (moscas, lesmas,
baratas, roedores, entre outros) e microbioldgica (fungos,
bactérias e virus)®. Dentro de uma Unidade de Alimentacdo e
Nutricdo existem regras e deveres aserem cumpridos, afim de
que arefeicdo atenda a qualidade esperada. Contudo, existem
irregularidades, descuidos, desconhecimentos e, até mesmo,
aci dentes que podem tornar determinado alimento contaminado.
Por sua vez, Deschamps et al.® afirma que as Unidades de
Alimentac&o e Nutrigdo, associam-se a maioria das doengas
veiculadas por alimentos. Dentre as causas mai s comuns estéo
alimpeza inadequada de equipamentos e utensilios, a higiene
pessoal deficiente, as contaminagfes cruzadas eamautilizagéo
datemperatura no preparo e conservagao dos alimentos’.

Por sua vez, durante o processo de limpeza de
equipamentos e utensilios (facas, tdbuas de cortar, tigelas,
panelas, cubas, entre outros), as etapas de pré-lavagem e
lavagem sdo feitas com auxilio de esponjasvisando aeliminagdo
deresiduos dos alimentos. Como conseqiiéncia deste processo,
parte dos residuos fica aderida a superficie das esponjas e
juntamente com a égua, nelas retidas, podem transforma-las
em um 6timo meio de cultura, favorecendo o desenvolvimento
de microrganismos. Deste modo, as esponjas podem servir de
reservatorio e veiculo de transmissdo de microrganismos
patogénicos, 0 que pode provocar contaminacdo cruzada dos
alimentos e colocar em risco a salide do consumidor. Visando
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solucionar este problema a industria fornece atual mente
esponjas ja contendo um agente bactericida. Assim, este
trabalho teve por objetivo verificar a eficiéncia bactericida
dessas esponjas em presenca de detergentes convencionais
através de andlises microbiol Ggicas.

MATERIAL E METODOS

Seis Unidades de Alimentagdo e Nutri¢o participaram
da pesquisaem esquemaderodizio paraque houvesse utilizagéo
das esponjas em quatro periodos diferentes, sendo analisadas
48 esponjas.

Paraeste estudo, em cada periodo foram utilizadas duas
esponjas de poliuretano e fibra sintética contendo agentes
bactericidas, as quais foram colocadas em sacos plasticos
estéreis e transportadas a temperatura ambiente para as
Unidades de Alimentac&o e Nutricdo (UAN'S). Estas esponjas
(duas por empresa) foram empregadas nalavagem de utensilios,
utilizando detergente convencional por trés dias consecutivos.
Os manipuladores foram orientados para que usassem as
esponjas damesmaformaque utilizavam em suarotinanormal
de trabal ho.

Apbs esse periodo, coletaram-se as esponjas em seus
devidos sacos plasticos estéreis e, em seguida, estes foram
transportados até o laboratério de microbiologia (Campus 11,
PUC-Campinas) sob refrigeracdo, sendo processadas no mesmo
dia (maximo de quatro horas). No laboratdrio, adicionou-se as
esponjas agua salina peptonada esterilizada a 0,1% (na base
de 0,1ml/cm? de superficie externadaesponja). Posteriormente,
estas foram comprimidas manual mente com o auxilio de uma
bagueta estéril paraaretirada do liquido remanescente, o qual
se constituiu naamostra a ser analisada®.

Na anélise microbiol6gica foram realizadas diluicGes
decimais de 10! a 10 desse liquido, sendo posteriormente
utilizado para contagem e identificagdo de coliformes totais
com diferenciag8o paraE. coli, S aureus, bolores e leveduras
pelo método microbiol 6gico tradicional®, realizando-se testes
bioguimicos, teste de coagulase, provas micromorfol gicas e
fisiol6gicas, respectivamente; e pelo método rapido
PETRIFILM 6410, 6423 e 6407 da 3M do Brasil.

RESULTADOSE DISCUSSOES

Apesar de ndo existirem padrées microbiol égicos
(nacionais einternacionais) paraesponjas, pode-se afirmar que
ocorreu uma contaminagdo elevada de coliformes totais e E.
coli independente da Empresa analisada, com contagens que
variaram de 10° a >10® UFC/ml (Tabela 1). Comparando-se
esses resultados com os limites maximos estabel ecidos pela
RDC 12 de 2001 paraalimentos prontos paraconsumo, aqual
€ até 10?paracoliformes a45°C/g verificou-se que as esponjas
apresentavam paraE. coli contaminagdo bem acimadessevalor.
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Tabela 1. Avaliacdo microbiol 6gica de esponjas contendo agente bactericida apds trés dias de uso em Unidades de Alimentacdo

e Nutricéo.
Microrganismos Contaminac&o microbiana das esponjas has Empresas (UFC/ml***)
A B C D E F

C. totais** 6,5x10°a 1,6x108 >10°a >10" >10°a>10° 2,9x10" a>10°8 3,2x10°a > 108 2,0x10° a >10°
E. coli** 6,0x10°a 3,0x10” >10°a>10" 5,0x10°a>10°  3,0x10°a>10° 3,0x10°a >10° 2,0x10° a >10°
Bolores* 1,0x10°a 2,0x10° 1,0x10% 1,0x10? Ausente 1,0x10 a 2,0x10? 3,0x10 a 2,0x10?
Bolores** 2,0x10°a 1,6x10* 2,0x10%a 3,1x10° 1,5x10 a 4,0x10? Ausente 4,0x 10 6,0x10 a 3,4x10°
Leveduras* 6,0x10°a 8,2x10* 1,2x10? Ausente Ausente 3,3x10 a 7,4x10° 5,0x10 a 1,5x10°
Leveduras** 3,5x10° 1,6x10%a 3,2x10* 2,5x10 Ausente 8,5x 10? 1,0x10%a 2,3x10*
S. aureus* 2,6x10%a5,3x10? 2,0x10 a 5,1x10? 1,8x10%a 5,3x10° 1,0x10 a 4,9x10° 2,0x10 a 6,5x10° 1,2x10%a 7,5x10°
S aureus** 2,3x10%a1,7x10* 2,4x10%a 4,0x10° 1,0x10 a 1,5x10°  2,2x10%a 2,7x10° 3,6x10%a 8,4x10* 2,2x10? a 7,8x10°

*maétodo tradicional; **método PETRIFILM; ***Unidades Formadoras de Col6nias/mililitro.

Em trabalho anterior realizado com esponjas de cozinhas
industriais em dois periodos diferentes e utilizando-se somente a
técnicatradicional, tambémfoi verificadaumacontaminacdo ata
por coliformestotaisefecaist, no entanto, ndo foi pesquisadaE.
coli, a qual além de ser 6timo bio-indicador de higiene de
alimentos, também possui cepas patogénicas que podem causar
desde gastroenterites até sindrome urémica hemolitica®.

Enriquez et al .8 em pesqguisa com esponjas de cozinhas
domeésticas de quatro cidades do USA, utilizando técnica de
contagem em meios de cultura tradicionais, encontraram
1,15x10° e 4,46x10? UFC/ml de coliformes totais e fecais,
respectivamente, sendo relativamente mais baixas do que as
encontradas no presente estudo, podendo-se constatar que
ocorre maior contaminag&o em esponjas de cozinhasde UANs
do que nas domésticas.

Curtis et al.*? avaliaram microbiol ogicamente amostras
de equipamentos, utensilios, superficies e ambientes, tendo
como resultado alto indice de contaminagdo por Escherichia
coli, diagnosticando higienizagdo inadequada, o que pode
aumentar a probabilidade de transmissdo de patdgenos para 0s
alimentos. Outra pesquisa, realizada por Gongalves et a.** em
equipamentos, utensilios e manipuladores de creches do
Municipio de Recife-PE, também demonstrou niveis fora dos
padrdes permitidos para bactérias de origem fecal.

André et al.’* em estudo realizado em frigorificos/
matadouros de Goiania, ressaltaram que 73,1% dos
equipamentos que entraram em contato com a carne bovina,
durante o abate, estavam contaminados por coliformesdeacordo
com a seguinte distribuicdo: 80% das bandejas de aco
inoxidavel, 78,6% das mesas e 57,1% das serras. Essas pesquisas
reforcam aprobabilidade de ocorrer contaminagéo das esponjas
utilizadas para a lavagem e higienizag&o dos utensilios e, até
mesmo, de superficies e ambientes.

Srebernich et a.'! encontraram contaminagéo por S.
aureus em esponjas de uma cozinha industrial analisada
enguanto que Enriquez et al Bverificaram que 20% das esponjas

de cozinhas domésticas estavam contaminadas com essa
bactéria. No presente estudo foi encontrada contaminagao
elevada (1,0x10 a 8,4x10% por S. aureus nas esponjas
analisadas, observando-se pegquena diferenca nos resultados,
sendo esta maior quando se utilizou 0 método PETRIFILM
(nas empresas A, B e C). Entretanto, essa bactéria, ndo foi
encontrada em duas esponjas daEmpresaA (namesmaetapa),
em quatro da B (em duas etapas seguidas) e em duasda C (na
mesma etapa). Comparando-se esses resultados com oslimites
maximos estabel ecidos pela RDC 12 de 2001 paraalimentos
prontos para consumo, a qual é até 10° para estafilococos
coagulase positivo/g, verificou-se que pel o método tradicional
66,7% das esponjas das empresas apresentaram valores de
contaminagdo acimado permitido, enquanto que parao método
rapido Petrifim todas se apresentaram fora do limite.
estabelecido pela RDC n° 12. Esse microrganismo pode ser
oriundo de cavidade nasal, m&os contaminadas ou feridas etc.,
podendo se atribuir a sua presenga aos maus habitos de higiene
dosfuncionérios*s4,

Segundo dados da OM S o microrganismo responsavel
por maior nimero de surtos de toxinfecgdo alimentar € 0 S.
aureus. Deste modo, € de fundamental importancia que os
funcionérios das UAN's sgjam treinados para realizar suas
tarefas observando as praticas higiénico-sanitérias de maneira
adequada. Estudo realizado por Miranda et al.™> analisando
maos de manipuladores detectou a presenca de S. aureus em
54% dos casos (13 de 24 maos analisadas).

Quanto abol ores nas esponjas, praticamente ndo houve
diferenca em funcdo dos métodos utilizados, detectando-se
somente maior contagem em PETRIFILM nas EmpresasA e B
(Tabela 1). A Empresa D néo apresentou contaminag&o por
bol ores. Mesmo levando-se em consideragéo essas diferencas,
a contaminacdo por bolores foi detectada, sendo considerada
preocupante, pois fungos filamentosos aém de deteriorarem
alimentos sdo produtores de micotoxinas, que tém acéo
cancerigena, mutagénica, hepatotdxica, além de nefro e
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neurotoxica®. Quanto a leveduras obtiveram-se diferencas
significativasentreo método tradicional eo PETRIFILM. Deste
modo, nas Empresas A e E notou-se menor contagem no
PETRIFILM. No entanto, asleveduras s80 apenas deteriorantes
de alimentos e ndo potencialmente patogénicas, quando
adquiridas por ingestéo®.

Em estudo anterior® também foi encontrada
contaminagdo por bolores e leveduras em todas as esponjas
analisadas, entretanto, no foi realizada contagem diferencial
entre esses microrgani smos.

A contaminag8o encontrada nas esponjas da presente
pesquisa pode ter sido oriunda da falta de higiene dos
manipuladores, de restos de comida contaminados ou, até
mesmo, 0 ndo seguimento das normas de Boas Préticas de
Fabricacdo pelos funcionérios.

CONCLUSAO

As esponjas utilizadas nas UAN'’s apresentaram alta
contaminagdo, principalmente por coliformes totais e E. coli,
demonstrando a ineficiéncia do agente bactericida, como
também a falta de higiene das empresas analisadas. Cabe as
UAN'’s adeguar-se as técnicas mais especificas voltadas ao
controle higiénico-sanitario das esponjas utilizadas nos seus
setores. Entretanto, devido a falta de pesquisas sobre o tema,
torna-se necessario mais estudos voltados ao uso de esponjas
relacionado a varios aspectos, tais como o tempo de uso da
mesma ou quantidade de utensilios higienizados etc., afim de
validar uma sistematica que atenda a padres de qualidade
sanitaria de higiene de esponjas utilizadas em UAN's.
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