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RESUMO

A produg¢ao do maracuja amarelo cresce no Brasil e o descarte inadequado das cascas representa tanto um
problema para o meio ambiente, como a perda de ingrediente rico em fibras. O seu uso é fonte de renda
para o produtor rural. Esta revisao traz os estudos que tém sido realizados sobre o aproveitamento da casca
do maracuja, considerando-se os aspectos nutricionais e, também, uma alternativa segura, em termos
toxicoldgicos, para o aproveitamento desse residuo. Muitos autores avaliaram a casca do maracuja e
detectaram teores de fibra alimentar de 35 a 90 %; e os beneficios do seu consumo foram identificados por
meio de testes in vivo em ratos e em humanos. Em fungido de interesse, incentivou-se o desenvolvimento
de produtos enriquecidos em fibra alimentar utilizando esse residuo como componente da formulagdo. Ha
muito tempo foram identificados glicosideos cianogénicos no maracuja, exceto nas sementes. Os efeitos
toxicos de alimentos com cianogénicos sido observados em paises africanos, onde é comum o consumo
da mandioca brava sem o tratamento adequado. O processo de extrusdo termopldstica tem sido estudado
como ferramenta util na redu¢io de substincias toxicas e sua utilizagao serd importante para processar as
cascas e reduzir cianogénicos aos niveis aceitaveis pela legislagao.

Palavras-chave. fibra alimentar, extrusdo termoplastica, glicosideos cianogénicos.

ABSTRACT

The production of yellow passion fruit has increased in Brazil, and the inadequate disposal of peels has
resulted in environment issue, and also a loss of fibers-rich ingredients. Its use contributes to increase
the farmer income. This review analyzes the studies which have been performed on the use of passion
fruit peel, considering the nutritional aspects, and to propose safe alternatives for employing this residue.
Several investigators have assessed the dietary fiber contents in passion fruit peel which ranged from
35 to 90 %, and the in vivo tests in mice and humans have identified the benefits of its consumption.
Owing to this concern, it has strengthen the development of products enriched with dietary fiber as an
ingredient in the formulation. A long time ago, the cyanogenic glycosides have been identified in passion
fruit, except in the seeds. The toxic effects of foods containing cyanogenic compounds have been observed
in African countries, where the cassava without adequate treatment has commonly been consumed. The
thermoplastic extrusion procedure has been considered as a useful tool for reducing toxic components,
and its use will be important for processing peels and to reduce cyanogens to the acceptable levels in
accordance with the food regulation.

Keywords. dietary fiber, thermoplastic extrusion, cyanogenic glycosides.
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INTRODUCAO

O Brasil produz, diariamente, toneladas de
residuos solidos orgéanicos resultantes da industria de
alimentos, que comprometem o ecossistema, uma vez
que sdo materiais altamente poluentes. Boa parte desses
residuos é gerada pelas industrias extratoras de sucos,
que ao processarem as frutas, descartam cascas, albedos,
sementes, aparas e vesiculas. No entanto, esse material
possui grande potencial econdmico e nutricional, pois é,
em sua maioria, fonte de fibra alimentar'.

O maracuja (Passiflora edulis) sofre muita perda
durante o processamento, pois somente 30 % de todo
o peso do fruto é aproveitado, que é a polpa utilizada
para a extra¢ao do suco®. Nos ultimos anos, é tema de
pesquisa a busca do aproveitamento desses residuos no
desenvolvimento de produtos de maior valor agregado
como, por exemplo, farinhas com alto teor de fibras*”.

Por outro lado, a casca do maracuja possui
compostos considerados altamente tdxicos, que sdo os
glicosideos cianogénicos, presentes também no albedo e
na polpa do fruto'®!'.

O aproveitamento de residuos vegetais como
fonte de fibra alimentar por meio de sua incorporagdo
como ingrediente em produtos alimenticios tem grande
potencial de viabilidade do ponto de vista nutricional,
economico e também ecoldgico. Porém, o produto
final deve proporcionar seguranca toxicoldgica para
o consumidor. Portanto, o objetivo desta revisdo
bibliografica é avaliar a utilizagdo do epicarpo e do
albedo do maracuja (chamado simplesmente de “casca”)
como ingrediente, visto que muitos produtos tém sido
desenvolvidos sem a avaliagdo da toxicidade da casca
deste fruto e, assim, fomentar a pesquisa desse material
com critérios de seguranca. Esta pesquisa avaliou os
dados levantados no periodo de 1983 a 2012.

Produgao do maracuja

O maracuja vem da palavra “maraa-va” que,
para os indigenas, significa “fruto de sorver”, que
expressa “beber vagarosamente”, ou ainda, “polpa que
se toma de sorvo”. O tipo amarelo (Passiflora edulis
flavicarpa Degener) é formado de pedtnculo, epicarpo
(a casca amarela externa), mesocarpo (a parte branca
da casca, também denominada albedo), endocarpo
ou polpa (que contém o arilo carnoso) e as sementes.
Nas industrias de sucos, ocorre o aproveitamento
apenas do arilo carnoso, sendo as sementes, o albedo

e o epicarpo dispensados, tornando-se importante
problema ambiental.

Apesar de o género Passiflora possuir um grande
numero de espécies (mais de 400), o cultivo comercial do
Brasil esta baseado em uma Unica - maracuja amarelo
(Passiflora edulis) — devido ao maior rendimento do seu
fruto em suco™.

A aceitacdo sensorial do suco e a valorizagdo do
preco da fruta fresca fizeram com que a produc¢ao de
maracuja tivesse um crescimento exponencial (Figura
1), mesmo depois de enfrentar dificuldades ciclicas de
comercializagdo e problemas fitopatoldgicos entre os
anos de 1996 e 2009".

1000
900
800
700
600

500

Produgio X 1000 Toneladas

400

300

200
1986 1989 1992 1995 1998 2001 2004 2007 2010 2013
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Figura 1. Produ¢do de maracujd no Brasil entre os anos de 1989 a
2010 (Adaptado de Meletti, 2011)*°

Em 2010, a produgdo brasileira de maracuja foi de
920.158 toneladas, sendo seu cultivo realizado em pequenas
propriedades, com necessidade de fixacdo da mao de obra
rural e emprego de cerca de quatro pessoas por hectare'®.

Na industria de processamento do suco do
maracuja, o descarte ou o destino dos residuos vegetais
representam um crescente problema, devido ao aumento
da produgdo a cada ano, uma vez que esses residuos
constituem a maior parte do peso do fruto, cerca de 60
a 70 % total'.

As fibras e os compostos bioativos da casca do maracuja
e seus efeitos sobre a satide

O albedo do maracuja ja foi caracterizado por
varios autores como rico em fibras***!""*. Conforme a
Tabela 1, o teor de fibra alimentar da casca do maracuja
varia de 57,32 a 90,32 %, sendo que essa diferenca pode
estar relacionada as diferentes metodologias analiticas
empregadas.
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Segundo posicionamento da American Dietetic
Association, em 2002, o consumo de fibras alimentares
¢ de aproximadamente 20 a 35 g por dia, ou 10 a 13 g
de fibras/1000 kcal. Na pratica, essa quantidade nao ¢
alcancgada pela maioria dos brasileiros'®. O Guia Alimentar
para a Populagdo Brasileira, elaborado pelo Ministério da
Saade’s, também segue a recomendagdo de 25 g de fibras
alimentares ao dia para adultos, e acrescenta que, se a
alimentacdo contiver quantidades adequadas de cereais,
tubérculos, raizes, frutas, hortaligas, leguminosas, essa
quantidade de fibras sera atingida.

A fibra alimentar apresenta efeitos benéficos a
saude, sendo responsavel por auxiliar na redu¢iao do
risco de certas patologias cronicas como, as doengas
cardiovasculares, diabetes, obesidade, cancer do cdlon,
entre outras”. Esses efeitos levantam especial interesse
em pesquisa por vegetais ricos em fibras, principalmente
nas sociedades ocidentais, nas quais a alta prevaléncia
dessas doengas é observada, devido ao grande consumo
de alimentos a base de produtos processados refinados''.

As fibras alimentares dos vegetais podem
ser consideradas como a parte resistente a hidrdlise
enzimatica no trato gastrointestinal humano e sio
classificadas de acordo com sua hidrossolubilidade.
A parte insoluvel da fibra (celulose, alguns tipos de

Tabela 1. Teores de fibra alimentar da casca do maracuja amarelo

Teor de fibra na casca . .
> Referéncia

do maracuja (g/100 g)
57,32 Cordova et al (2005)'2
71,10 Matsuura (2005)°
90,32 Santana e Silva (2007)*
64,11 Leoro (2007)*
73,50 Yapo e Koffi (2008)"
64,71 Gilciléia (2011)"

hemicelulose e lignina) permanece intacta em todo
o trato gastrointestinal humano e atua aumentando a
necessidade de mastigagdo, o bolo fecal e o estimulo da
motilidadeintestinal'®. Pectinasealgumashemiceluloses,
gomas e mucilagens sao partes hidrossoluveis da fibra,
e que tendem a formar géis quando em contato com
a agua. Elas apresentam atividade hipocolesterolémica,
reduzem os niveis de triglicerideos sanguineos e sao
parcialmente metabolizadas por bactérias presentes na
flora intestinal®.

Os componentes da fibra alimentar do
maracuja (Passiflora edulis) foram quantificados por

Matsuura’, que encontrou 30,7 % de celulose; 27,8 %
de pectina; 1,6 % de hemicelulose e 1,1 % de lignina
(todos em base seca).

Janebro et alV, estudando a farinha da casca
do maracuja, mostraram que os niveis glicémicos
apresentados pelos pacientes ap6s o uso de 30 g diarias
durante 60 dias, sdo compativeis com uma ag¢io positiva
no controle da glicemia. Foi verificado também um
aumento do colesterol HDL nos mesmos 43 pacientes
estudados.

A pectina - abundante no maracuja - abaixa
efetivamente o colesterol sem afetar o nivel de HDL'®. Silva
et al mostraram que, além do efeito hipocolesterolémico,
a pectina da casca de maracuja quando administrada
em doses adequadas, apresentou agdo antiinflamatoria
e propriedade hipoglicemiante em ratos diabéticos.
Além disso, a pectina contém um composto bioativo,
a luteolina®®*, com potencial para uso em tratamento
alternativo do Diabetes tipo 2.

A agdo vasodilatadora dos polifendis na Passiflora
edulis foi observada no estudo de Ichimura et al**. Uma
analise quantitativa mostrou que o extrato da casca da
Passiflora edulis contém 20 pg/g de peso seco de luteolina
e 41 ug/g de peso fresco de luteolina-6-C-glicosideo.
Segundo os autores, esses compostos mostraram ter
efeito anti-hipertensivo em ratos.

Também foi encontrado nesse extrato da casca,
o acido gama-aminobutirico (GABA), que é o principal
neurotransmissor inibidor da transmissdo pré-sinaptica
no sistema nervoso central (SNC); a falta da sintese do
GABA ou o bloqueio de seus neurotransmissores no
SNC, resulta em estimulagao intensa, manifestada por
convulsoes generalizadas®.

Outro estudo?, de 2005, ja havia elucidado
que a luteolina inibiu a expressdo de genes de secrecdo
endotelial (ET-1, Endothelin-1) responsaveis pela
secrecio de vdarias substancias vasoativas. O ET-1
¢ um potente vasoconstritor regulador da pressdo
arterial e, Kozakai’' demostrou que a luteolina pode
inibir a secrecdo e expressao génica de ET-1 em células
endoteliais adrticas de suinos.

Watson et al*® demonstraram atividade
antioxidante e antiinflamatdria dos extratos das cascas
do maracuja apds administragdo oral, sendo que os
resultados sugerem por estudos estatisticos o potencial
uso em outros tipos de terapia. Com a administragao
deste extrato, observou-se melhora dos sintomas
clinicos em pacientes com asma, diminui¢ao do chiado



Nascimento EMGC, Ascheri JLR, Carvalho CWP, Galdeano MC. Beneficios e perigos do aproveitamento da casca de maracuja (Passiflora
edulis) como ingrediente na produgdo de alimentos. Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2013; 72(1):1-9.

no peito, da tosse e da falta de ar, além da auséncia de
possiveis efeitos colaterais.

Em outro estudo, trinta e trés pacientes com
osteoartrose no joelho receberam um preparado de
extrato de casca de maracuja, sendo observada melhora
significativa nas fungoes fisicas apos 30 dias; apds 60
dias de administracdo, percebeu-se melhora na rigidez
e na dor. Os autores concluiram que os efeitos benéficos
podem ser atribuidos as propriedades antioxidantes e
antiinflamatdrias das cascas de maracuja®.

Toxicidade da casca do maracuja

Embora os produtos a base de plantas sejam
geralmente considerados seguros, sua toxicidade néo
deve ser descartada devido aos constituintes cianogénicos
de diversas espécies, como por exemplo, das passifloras.

A casca do maracuja possui glicosideos
cianogénicos, substancias de defesa proprias dos vegetais,
contraseus predadores. Quando o tecido vegetal é rompido,
uma reagao enzimatica que desdobra os glicosideos até
acido cianidrico é desencadeada. Na circulagdo sanguinea,
o cianidreto libera o ion cianeto, que é transportado pela
hemoglobina. Nas células, o cianeto liga-se fortemente ao
citocromo mitocondrial, responsavel pelo transporte de
elétrons na respiragao celular. Por essa razao, o intoxicado
passa por um processo de asfixia celular que, dependendo
da quantidade de cianeto no sangue, pode levar a morte®.-

Glicosideos cianogénicos estdo presentes em
uma vasta quantidade de vegetais, sendo muito comuns
em mandiocabrava. Diversos estudos vém identificando
e quantificando os compostos cianogénicos presentes
na casca de maracuja. Um resumo deles pode ser visto
na Tabela 2.

Rosenthaler, foi o primeiro a investigar e relatar a
presencga desses compostos em P. edulis, em 1991. Spencer
e Seigler’ encontraram niveis significativos presentes
em todas as partes, exceto nas sementes. Eles utilizaram
a metodologia de Lambert” que consiste na hidrélise
enzimatica, e o método de colometria para determinar
acido cianidrico®.

Tabela 2. Teores de cianogénicos na casca do maracuja (in natura)

Existem varios métodos para quantificar
analiticamente o acido cianidrico (HCN) em alimentos:
o método colorimétrico, utilizando a mistura piridina
pirazolona ou o éacido picrico com pH 7,8 a 10,2; o
volumétrico, utilizando AgNO; o espectrofotométrico,
que utiliza a piridina/acido barbiturico; o enzimatico; o
voltamétrico; a técnica polarografica e a potenciométrica.
Entre todos esses métodos acima citados, o argentimétrico
- método oficial da AOAC-915.03% - é o mais seguro
(por nao precisar manusear CN") e com menor custo em
relagdo aos reagentes.

Para estudar a degradacdo, a remogio de
cianogénicos e para monitorar os niveis residuais na
obten¢do de produtos, é necessario separar e quantificar os
glicosideos cianogénicos e o acido cianidrico. Os métodos
analiticos conhecidos mostravam-se inconvenientes,
sem precisio e repletos de erros sistematicos. Em
1995, o método mais promissor era o enzimatico para
quantificagdo de cianogénicos, cianohidrinas e acido
cianidrico. Porém, esse método ndo foi comparado com o
oficial AOAC, de 198428,

Chassagne et al”® identificaram e quantificaram,
por CG/MS (cromatografia gasosa com espectrometria
de massa), os compostos cianogénicos em P. edulis
Flavicarpa e verificaram que o mais importante
composto presente é a prunasina, que representa 80 %
dos glicosideos cianogénicos encontrados nas cascas.

Matsuura’® quantificou os compostos cianogénicos
pelo método da hidrdlise acida com dcido sulftrico e
reacdo de cor usando os dcidos isonicotinico e barbittrico
segundo Bradbury et al*’. Foram encontrados niveis de
117 mg/kg de casca de maracuja fresco. Este trabalho
avaliou os teores de compostos cianogénicos em diferentes
formas de processamento de albedo de maracuja amarelo
envolvendo cozimento, sendo observado que o cozimento
sob pressao reduziu de forma rapida, porém com teores
acima de 10 ppm; o cozimento em agua, em pressio
atmosférica e por tempo prolongado (120 minutos),
reduziu os teores a niveis inferiores a 10 ppm; e o processo
em que o albedo foi branqueado imerso em salmoura,

Teor de cianogénicos (mg/kg) Referéncias

Metodologia de analise de cianogénicos

65,00 - 594,00 Spencer e Seigler (1983)%*
286,00 Chassagne et al (1996)%
117,00 Matsuura (2005)°
784,30* Leoro (2007)*

74,67 — 231,67 Gilciléia (2011)"

Hidrolise enzimatica e colorimetria

Cromatografia gasosa com espectrometria de massa
Hidrolise 4cida e colorimetria

Colorimetria

Hidrolise dcida e colorimetria

*Farinha de casca de maracuja
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seguido de cozimento em agua em pressdo atmosférica
foi mais eficaz.

Bradbury et al® desenvolveram um método
simples, rapido e de baixo custo, com papel reativo para
determinar os niveis totais de cianogénicos em mandioca
e seus produtos. Este método consiste na reagdo da enzima
linamarase, presente na casca da mandioca, em contato
com a solu¢ao de acido picrico impregnado em papel.
Apoés a eluigdo em agua, procede-se a determinagdo
colorimétrica em espectrofotometro a 510 nm.

A Organizagdao Mundial da Satde estabeleceu um
limite maxima de 10 ppm de cianeto total, que segundo
Burns et al’’, tem sido adotado na Australia pela “Food
Standards Australia e Nova Zelandia’, enquanto 40 ppm é
o limite permitido na Indonésia.

No Brasil, a Resolugdo RDC n° 53, de 15 junho
de 20007, estabeleceu e determinou o limite maximo de
acido cianidrico de 4 ppm para produtos de mistura a
base de farelo de cereais.

O efeito toxico de cianeto em humanos depende
do peso corporal, do estado de satide, da dose ingerida e
do tempo de ingestdo. A dose letal aguda de cianeto para
humanos ¢ de 0,5 a 3,5 mg/kg de peso corpéreo™. Para
uma crianga de 20 kg, 40 a 270 g de produtos com altos
teores de cianeto ja podem ser consideradas letais.

Varios autores quantificaram derivados dos
compostos glicosidicos comestiveis de varias espécies
de Passiflora: segundo Leoro®, o farelo de maracuja,
apos processamento (lavagem, corte, retirada da polpa,
trituracao das cascas, secagem, moagem e obtencdo do
farelo), apresentou 748,3 mg/kg de compostos cianogénicos
totais pelo método colorimétrico, utilizando reagente
de cor de acidos isonicotinico e barbittrico; Spencer e
Seigler® encontraram teores de compostos cianogénicos
na faixa de 65 a 594 mg/kg de fruto fresco pelo método
da hidrélise enzimatica para separagdo do acido cianidrico
do glicosideo e quantificagdo por colorimetria; Chassagne
et al® reportaram teores de aproximadamente 286 mg/kg
em casca de maracuja “in natura” por cromatografia gasosa
com espectrometria de massa.

Entre os vegetais que apresentam compostos
cianogénicos, a mandioca brava é a mais estudada,
sendo sua toxicidade bem estabelecida por estudos
epidemioldgicos. Assim, uma correlagdio com outros
vegetais, ainda ndo amplamente estudados, pode ser
interessante.

A exposi¢do aguda a alimentos com alto teor
de glicosideos cianogénicos pode causar nduseas,

vomitos, diarréia, vertigem, fraqueza e, por vezes, pode
levar a morte®. Ocorréncia de Cliff et al** relacionou
a intoxicagdo cronica com cianeto em pacientes de
paraparesia espastica que consumiam produtos de
mandioca processados de forma inadequada. A falta de
alimentos ricos em aminodcidos sulfurados, na dieta, os
quais atuam na desintoxica¢do dos efeitos do cianeto no
organismo, aliada a dependéncia quase total da mandioca
como alimento nos periodos de seca contribuiram para
desencadeamento da paraparesia espastica no norte
de Mogambique em 1981, conforme investigagdo do
Ministério da Satde de Mongambique®, que concluiu
que a ocorréncia da doenga estd relacionada ao consumo
de mandioca ou produtos da mandioca como principal
fonte de energia,ou em paises tropicais, cujos se expdem
de maneira mais acentuada ao risco de intoxicacio
alimentar por cianeto.

A sindrome de Konzo, nome da paralisia
espastica simétrica que ocorre principalmente em
criangas e mulheres jovens, estd invariavelmente
associada ao consumo de alimentos contendo glicosideos
cianogénicos processados inadequadamente. Segundo
Adamolekun®, numerosos estudos epidemiolégicos,
clinicos e bioquimicos ndo conseguiram elucidar os
mecanismos etiologicos desta doenga, para qual ainda
ndo ha tratamento conhecido.

Essa doenga continua a ser predominante em
areas endémicas, provocando incapacidade significativa
e aumento da mortalidade. Segundo os estudiosos, a
sindrome de Konzo continuara a ser um grave problema
de satde nos paises da Africa caso nenhuma atitude seja
tomada®.

Para a casca de maracujd, existem poucos estudos
relacionados a sua toxicidade in vivo. Medeiros et al®,
em ensaio clinico, concluiram que a farinha do albedo
da Passiflora edulis pode ser usada com seguranga em
pacientes portadores de dislipidemias. No entanto, esses
resultados referem-se a dose utilizada no estudo (10 g trés
vezes ao dia, por 8 semanas, adicionados a suco, refresco,
sopa ou outro alimento). Nessas condi¢des, nao foram
observadas alteragoes que pudessem comprometer seu
uso como alimento, porém o uso além do relatado, deve
ser minuciosamente investigado.

Maluf et al*’, estudando as folhas de Passiflora
edulis destacaram que, apesar dessa espécie ser utilizada
na medicina popular como tratamento hipnoético e
sedativo, foi verificado significativo efeito depressor
ndo especifico do sistema nervoso central. Além disso,
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as toxicidades hepatobiliar e pancreatica em animais e
humanos foram detectadas.

Sena® fez um levantamento de 31 trabalhos
disponiveis na literatura sobre possiveis propriedades
neurofarmacoldgicas de espécies de Passiflora. Desses,
apenas 6 trabalhos foram realizados entre a década de 70
e 90 e os 25 artigos restantes foram publicados apds 2000.
A maioria das investigacdes dizem respeito as espécies
P incarnata (17 artigos) e P. edulis (10 artigos). Com
relacdo a parte da planta usada, 14 artigos relatam os
efeitos neurofarmacoldgicos de extratos obtidos a partir
das folhas. Existem poucos estudos sobre as propriedades
neurofarmacoldgicas de outras partes da espécie P. edulis,
segundo a autora.

Produtos elaborados com a casca do maracuja

Seguindo a tendéncia mundial de desenvolvimento
de produtos com ingredientes que apresentam beneficios
a saude, a casca de maracuja torna-se uma alternativa
interessante para ser explorada como um melhorador do
indice glicémico de produtos industrializados. Segundo
alguns autores, alimentos com baixo indice glicémico
promovem menor elevagao da glicemia pds-prandial devido
a lenta taxa de digestdo e absor¢ao, enquanto os alimentos
com alto indice glicémico proporcionam aumento da
glicemia por serem absorvidos mais rapidamente*'.

A fim de avaliar o indice glicémico de um cereal
matinal elaborado casca do maracuja como ingrediente
rico em fibras, Leoro®’ estudou a influéncia de alguns
pardmetros do processo de extrusdo. Os extrudados
produzidos mostraram uma redugdo de 50 % no indice
glicémico in vitro comparado ao pdo branco. Apesar
de ter verificado a importancia da adi¢cdo da casca do
maracuja na diminui¢ao do indice glicémico do produto,
a autora ressaltou que a diminui¢do dos niveis de cianeto
nao foi considerada adequada, por ndo alcangar os niveis
aceitaveis pela legislacao.

O uso de extrato seco da casca de maracuja com
intuito de proporcionar uma melhora na tolerancia a
glicose em dietas de individuos diabéticos também tem
sido estudado. Ando et al* elaboraram cookie diet a base
de farinha de casca de maracuja-amarelo e analisaram a
aceitagdo por partedosconsumidores. Asmelhoresamostras,
na opinido dos provadores, foram as que apresentaram
menor teor de casca. Porém, a mais adequada para lanches
especificamente dietéticos seria a que apresentou cinco
vezes mais a quantidade de fibras; ndo foram analisados os
niveis de cianogénicos no produto elaborado.

Com o objetivo de utilizar a casca do maracuja
como ingrediente rico em fibras, Santana e Silva*
elaboraram biscoitos doces com farinha de albedo de
maracujd. Para 1kg de biscoito, foram utilizados 35 % de
trigo, 9 % de farinha de maracuja e outros ingredientes
convencionais para formulagdo de biscoitos, como
acucar, gordura e agua. A avaliagdo fisico-quimica dos
biscoitos mostrou que, em cada 100 g de produto, haviam
4,67 % de fibra e 4,97 % de proteina. Os autores também
nao avaliaram os niveis de cianogénicos nos biscoitos.

Silva et al’ investigaram a incorporacgao deste
co-produto do maracuja amarelo como ingrediente em
barras de cereais. Além de casca de maracuja, foram
adicionados aveia em flocos, flocos de arroz e de milho,
lecitina de soja e outros ingredientes coadjuvantes. As
barras apresentaram teores de fibra alimentar total
variando de 6,6 a 10,4 %. Foi verificada a presenca de
polifendis totais tanto no residuo de maracuja como
nas barras. A barra de cereal que apresentou maior
quantidade de polifendis foi a formulacdo de maior
teor de casca adicionada. Os autores também nio
testaram os niveis de cianogénicos finais presentes nas
barrinhas.

Santos et al® elaboraram biscoitos a partir
de mandioca, casca de maracuja e farinha de trigo,
buscando obter um produto com elevado valor nutritivo,
caracteristicas sensoriais aceitaveis e de custo acessivel.
Com a adigdo de 17 % de farinha de casca de maracuja
foi possivel obter um biscoito considerado como fonte
de fibra, segundo o descrito na Portaria n. 27/1998 da
ANVISA®, e com aceitagdo por parte dos provadores na
andlise sensorial. No entanto, também nao foi estudado o
teor dos cianogénicos no biscoito elaborado.

Oliveira et al” estudaram o aproveitamento da
casca do maracuja amarelo para produgdo de doces
em calda e sua aceitabilidade entre consumidores
de diferentes faixas etarias. Foi constatado que a
casca do maracuja constitui adequada matéria-
prima para producdo de doce em calda, é aceitavel
por varias faixas etarias de consumidores, além de
ser um alimento alternativo de baixo custo para a
popula¢do de baixa renda e se constituir em uma
interessante complementacao financeira aos pequenos
empreendedores. Nido foram testados teores de
cianogénicos no produto.

Spanholi e Oliveira® elaboraram um produto com
propriedades funcionais a partir do albedo de maracuja.
As dextrinas resistentes contidas nas fibras do albedo estao
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em conformidade com as alegagdes da ANVISA com
relagao as propriedades funcionais. Os autores avaliaram
a viabilidade de utilizagdo de diferentes concentragoes da
farinha de albedo de maracuja na elaboragido de massa
alimenticia. Segundo eles, a massa adicionada de 10 %
de farinha de albedo de maracuja teve melhor aceitagao.
Nesse estudo, também nio foram testados niveis de
cianogénicos nos produtos.

Matsuura’ desenvolveu barras de cereais
adicionadas de casca de maracuja. A adigao de até 7,8 % de
albedo de maracuja na formulagao das barras nao alterou a
aceitacio sensorial do produto. O autor tratou o albedo do
maracuja por imersao em salmoura, seguido de cozimento
em pressdo atmosférica, por 10 minutos, para eliminar os
compostos cianogénicos. Foi alcancada uma reducdo dos
cianogeénicos a niveis inferiores a 10 ppm.

Nesta revisao, percebe-se que, entre os varios
produtos que estdo sendo desenvolvidos com a casca de
maracuja, poucos estudos consideraram a quantificagdo
dos cianogénicos residuais, item a ser avaliado como
importante parte do estudo.

Diminui¢ao de substincias antinutricionais e toxicas
por meio do processamento por extrusao termoplastica

A extrusdo termoplastica para processar
alimentos é uma excelente forma de modificar coprodutos
da industria alimenticia e transforma-los em ingredientes
para serem adicionados em uma ampla variedade de
produtos. Nascimento et al** utilizaram o residuo da
extracdo do 6leo de gergelim para elaborar biscoitinhos
extrudados, obtendo produto final enriquecido com
fibras, proteina, célcio e com boa aceitacio pelos
consumidores.

Alguns trabalhos mostraram que o processo de
extrusdo termoplastica também é muito eficaz em diminuir
e inativar fatores antinutricionais e outras substincias
toxicas. Mukhopadhyay et al* mostraram diminui¢do de
até 61 % dos taninos do gergelim, mesmo trabalhando em
temperaturas ndo muito altas (97 °C), em extrusora de
parafuso unico e com umidades altas (32-48 %), que para o
processo de extrusdo termoplastica, ndo sio considerados
como tratamento severo.

Kelkar et al*%, com o objetivo de reduzir a presenga
de lecitinas toxicas e oligossacarideos causadores de
flatuléncias, utilizaram extrusdo termoplastica para
reduzir os efeitos desses compostos em farinha de feijao.
Segundo os autores, houve uma significativa redugio
comparada ao cozimento tradicional por vapor. Eles

ainda acrescentaram que os resultados poderiam ser
melhores se a razao feijao-agua fosse maior.

Por meio do processamento por extrusdo
termoplastica também ¢é possivel acrescentar aditivos
para diminuir as substincias toxicas presentes. Mulla
et al¥ acrescentaram diferentes aditivos (4cido citrico,
glicina, L-lisina, cloreto de célcio, lactato de célcio, biotina,
tiamina) e verificaram a reducao de 65 % na formagao de
acrilamida em salgadinhos extrudados sem, no entanto,
alterar as propriedades sensoriais dos salgadinhos.

Ascheri et al*® processaram pinhdo manso por
extrusao termoplastica e observaram reducido de 55 %
em relagdo ao teor inicial de ésteres de forbol, que sao os
principais compostos toxicos presentes.

Leoro® processou casca de maracuja por
extrusdo termopldastica para elaborar cereal matinal a
base de milho. O material foi processado em extrusora
monorrosca de laboratorio (Brabender). Os pardmetros
de extrusao foram: parafuso com taxa de compressio
de 3:1, rotagdo de 130 rpm, temperatura da dltima zona
de extrusao variando de 120 a 160 °C, umidade entre
18 e 28 % e adigdo de farelo de maracuja de 0 a 30 %.
Os resultados para os teores de compostos cianogénicos
totais ficaram entre 0 e 254 mg/kg, sendo influenciado
pelos teores de farelo adicionado e umidade de
processamento. O autor mencionou que, em baixo teor
de umidade, possivelmente ocorreu um rompimento da
molécula de glicosideo devido ao alto cisalhamento e alta
pressdo dentro da extrusora, liberando o HCN.

Pequenas modificagdes no equipamento (tipo
da extrusora, matriz, rosca, entre outras) e na matéria-
prima podem levar a diferentes resultados finais da
qualidade, conforme descreve El-Dash®. A umidade de
processamento é um dos parametros que mais influencia
a modificagdo dos materiais. Desta forma, poderao ser
obtidos produtos completamente diferentes, apenas
variando a umidade inicial da matéria-prima. Se aumidade
for alta, o produto final tera um menor cozimento, exercera
menor pressdo sobre a matriz, reduzira a geragdo de calor e
a transformacao do produto também sera diminuida.

Assim, o processo de extrusdo termopldstica
parece ser bastante eficaz na reducdo de compostos
antinutricionais e na inativacdo de substincias toxicas
presentes. Com a combina¢ao de calor, forga mecanica,
pressao e teor de umidade é possivel transformar os
materiais e obter a redugéo total da parte toxica do produto
preservando seus nutrientes, conferindo qualidade e
seguranga ao produto final.
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CONCLUSAO

Os estudos mostraram que a casca do maracuja
apresenta alto teor de fibras, que o torna um ingrediente
promissor para o enriquecimento de formulagdes.
Apesar dos beneficios a satde atribuidos ao consumo
de fibras, a utilizacdo segura deste co-produto deve ser
melhor investigada, devido a presenca dos compostos

cianogénicos, com potencial toxico. Nao ha pesquisa

suficiente para comprovar sua inocuidade apos
diferentes tipos de processamento, inclusive por extrusao
termoplastica.

Com o desenvolvimento de novas pesquisas e a
aplicagdo de tecnologia adequada podera ser possivel o
aproveitamento deste co-produto para gerar produtos
seguros e com alto valor agregado e, a0 mesmo tempo,
diminuir os danos ao meio ambiente.
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RESUMO

Este trabalho descreve o desenvolvimento, a validagao e a aplicagdo de planilhas eletronicas no software
Microsoft Excel® para avaliar a qualidade analitica de graficos de calibragiao de fungdes lineares e
homoscedasticas, que sdo usados em andlises fisico-quimicas de aguas por espectrofotometria UV-Vis, e
obtidos segundo as normas ISO e recomendagoes IUPAC. Por meio da inser¢ao dos valores de absorbancia,
as planilhas apresentam os gréficos de calibra¢do e de residuos e calculam desvio-padrao residual, desvio-
padrao para coeficiente angular, desvio-padrao para intercepto e coeficiente de determinagao. Em termos
de predigoes, as planilhas calculam, com 95 % de confianga, o intervalo de predicdo (apresentado com
a respectiva curva com limites superior e inferior), o valor critico da absorbancia, o valor critico da
concentragdo (x.), o valor minimo detectével da concentragio (x;) ou limite de deteccdo, o limite de
quantificagdo e os intervalos de confianca para amostras. De uma planilha inicial, simplifica¢des foram
introduzidas e as planilhas resultantes foram usadas nas analises de nitrato, nitrito e ferro. A influéncia das
simplificagdes no cdlculo dos parametros, nas relagdes entre os parametros x./x da ISO 11843-1,2 e nos
parametros da Comissdo Europeia CCa (limite de decisdo)/CCp (capacidade de detecgdo), sdo discutidas.
Palavras-chave. controle de qualidade analitica, curvas analiticas, andlise da agua, planilhas eletrénicas.

ABSTRACT

This paper describes the development and validation of the electronic spreadsheet in Microsoft Excel®
software for evaluating the analytical quality of calibration graphs of linear and homoscedastic functions,
used in water physical-chemical analysis by UV-Vis spectrophotometry, and obtained according to ISO
standards and ITUPAC guidelines. By introducing the absorbance data, the spreadsheet shows the calibration
(with respective function) and the residues graphs, and also computes the residual standard deviation,
angular coefficient standard deviation, interception standard deviation, and coefficient of determination R
On prediction terms, the spreadsheets calculate (confidence level at 95 %): the prediction interval (showing
the respective curve with upper and lower limits), the absorbance critical value, the concentration critical
value (x_), the minimum detectable value of concentration (x,) or detection limit, the quantification limit,
and the confidence intervals for samples. From the initial spreadsheet, simplifications were introduced and
the new spreadsheets were used for analyzing nitrate, nitrite and iron. The effect of the simplifications on the
parameters calculation, and the correlations between x ./x) ISO 11843-1,2 parameters and the CCa(decision
limit)/CCP(detection capability) European Commission parameters, were discussed.

Keywords. analytical quality control, analytical curves, water analysis, electronic spreadsheets.
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INTRODUCAO

Entende-se a Quimiometria como a aplicacdo
da estatistica a andlise de dados quimicos (da quimica
organica, analitica ou medicinal) e ao planejamento
de simulagdes quimicas e experimentos quimicos. Na
pratica, isto significa planejar ou selecionar as melhores
condi¢des para experiéncias e medidas experimentais, e
obter o maijor volume de informagdes a partir da analise
dos dados quimicos'?. Com esta abordagem estatistica,
fica claro que os recursos computacionais sdo uteis
porque reduzem o tempo demandado para os célculos e
proporcionam informagdes de interpretagao direta por
meio de graficos.

Dentro da Quimiometria, os graficos de
calibragdo ocupam lugar de destaque devido ao seu
uso extensivo em Quimica Analitica, principalmente
em técnicas como cromatografia, potenciometria e as
espectrofotometrias UV-Visivel e de absor¢do/emissdo
atdmicas, em que sinais analiticos (areas de picos
cromatograficos, diferencas de potencial, absorbéncias
ou emissoes de radiagdes) sao grafados em func¢ao da
concentra¢do de um analito de interesse. Deste modo,
a relagdo matematica “sinal = fungﬁo(mcemragéo)” pode
ser obtida por operagbes como a regressao linear
por minimos quadrados ordindrios, regressdo linear
por minimos quadrados ponderados e regressdo
polinomial*¢. Contudo, ndao é comum na atividade
rotineira de um laboratério expressar ou avaliar a
precisdo de um grafico de calibragdo por meio dos

absorbancia

0,000 | ®

concentragéo

XS

chamados limites de confianca e de predicdo (ou
intervalos de confianga e predi¢ao), devido ao volume
de calculos a serem realizados. Esta situacdao pode ser
visualizada pela Figura 1. A parte A desta figura mostra
um gréafico de calibragdo simples, em que um sinal
analitico de absorbancia Y* de uma amostra é associado
por interpolagdo a concentracdo X® do analito a que a
curva se refere. Ja a parte B apresenta o mesmo grafico
em que foram adicionados os limites inferior e superior
de predi¢io (ou previsdo), expressos como curvas
que possuem como eixo de simetria a reta obtida pela
regressao linear’. Neste segundo caso, podemos associar
a incerteza £s ao valor de X®, obtida pela intersec¢do do
sinal Y® com os limites superior e inferior de predicao.
Em adicio, parametros importantes, como 0s limites
de decisao e de deteccdo sdo, geralmente, estimados
somente no momento da validacao do método analitico®,
nao sendo comum um acompanhamento rotineiro do
desempenho do método quanto a estes parametros,
utilizando a precisdo de curvas analiticas.

No intuito de colaborar com a melhoria da
qualidade nos laboratérios de Saude Publica, nos
quais a obtencdo de resultados ndo tendenciosos,
exatos e precisos é imprescindivel, este trabalho
apresenta planilhas eletronicas desenvolvidas no
software Microsoft Excel que avaliam a qualidade
analitica de graficos de calibragdo de fungoes lineares e
homosceddsticas, rotineiramente utilizados nas andlises
fisico-quimicas de aguas para consumo humano por
métodos validados e baseados em espectrofotometria

lim. sup. de “
predigéo "

absorbancia

i , / lim. inf. de
’ predi¢do

-S |+S

0,000 —

concentragao

XS

Figura 1. (A) Curva de calibragdo simples. (B) Curva de calibragao acrescida dos limites superior

e inferior de predi¢ao

11



Dovidauskas S, Okada IA, Sakuma AM, Duran MC, Oliveira CC. Emprego de planilhas eletronicas, baseadas nas normas ISO e
recomendag¢des IUPAC, em curvas analiticas da analise de 4gua.Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2013; 72(1):10-20.

UV-Visivel. Como exemplos, apresentamos a aplica¢do
dessas planilhas para as determinagdes de nitrito, ferro
e nitrato, que estimam parametros das curvas (desvio
padrio residual 6, coeficiente angular e b respectivo
desvio padrao s;, intercepto & e respectivo desvio
padrido S, coeficiente de determinacdo R?), além de
apresentar os graficos de calibra¢do e de residuos. Na
etapa preditiva, é apresentado o grafico de calibragdo
com os limites superior e inferior de predigdo, sendo
calculados o valor critico de concentra¢ido (limite de
decisao para uma probabilidade a de um erro tipo I
para o branco do ensaio), o valor minimo detectavel
de concentragdo (capacidade de detec¢do ou limite de
detecgdo para uma probabilidade p de um erro tipo II)
e o valor do limite de quantificagdo, além de fornecer
a predicdo para a amostra (resultado da funcdo de
avaliacdo analitica para a amostra ou, simplesmente,
concentra¢do do analito na amostra) e seu respectivo
intervalo de confian¢a (95 %). Os cdlculos envolvidos
nas planilhas sdo baseados nas normas ISO 8466-1°,
ISO 11095%, ISO 11843-1,2" e em recomendac¢des da
International Union of Pure and Applied Chemistry,
IUPAC™"2. O uso dessas planilhas eletronicas na rotina
permite a avaliagdo dos resultados obtidos sempre que
uma curva de calibragdo é construida, ou seja, sempre
que o método ¢é utilizado.

MATERIAL E METODOS

Os dados experimentais utilizados na
elaboragao das planilhas sdo provenientes da analise
fisico-quimica de aguas, rotineiramente realizadas no
Instituto Adolfo Lutz (Regional de Ribeirao Preto)
por métodos espectrofotométricos normalizados:
nitrito (por espectrofotometria na regiao Visivel, apos
desenvolvimento de cor com sulfanilamida e N-1-
naftil-etilenodiamina, em duas séries diferentes de
niveis de concentragio), ferro (por espectrofotometria
na regido Visivel, apds complexacao do ion Fe** com
1,10-fenantrolina) e nitrato (por espectrofotometria
na regido UV). Estas determinacdes estdo descritas
em literatura pertinente.”*'* Os calculos efetuados
pelas planilhas foram validados por comparagdo
dos resultados gerados pelas planilhas com aqueles
resultantes do processamento manual dos dados e pela
reprodu¢ao do tratamento de dados de exemplos de
analises que fazem parte das normas ISO 11843-2 e
ISO 8466-1.

12

Calculo dos parametros da func¢ao

Uma vez que as planilhas referem-se a quatro
métodos analiticos ja validados, assumem-se como
verdadeiras duas caracteristicas destes métodos,
determinadas durante as respectivas validagdes: a
homoscedasticidade e a linearidade da funcdo de
calibragdo, ou seja, considera-se que os erros estdo
essencialmente nos valores medidos de absorbéincia
(y), distribuindo-se com desvio padrdo constante
e independente da concentragdo (x). Ndo obstante,
os dados de cada método foram submetidos a testes
de homoscedasticidade (teste F em que as variancias
foram testadas para diferencas significativas nos
limites da faixa de trabalho, ou seja, branco e solu¢ao-
padrdo de maior concentragao) e linearidade (teste
F em que a diferenga entre as varidncias do modelo
linear e do modelo nao linear, considerado polindmio
de grau 2, é comparada com a varidncia do modelo nao
linear), conforme norma ISO 8466-1 e recomendacio
IUPAC??. Todos os resultados confirmaram as duas
caracteristicas. Deste modo, uma funcdo linear foi
ajustada aos valores experimentais por regressdo
linear (minimos quadrados ordinarios), resultando na
estimativa:

A

y=a+bx (1)

DD NCTE A
b= @
J'Z(xi _f)z

em que

a=y-bx 3)

Os somatdrios na equagdo 2 referem-se a I
solugbes-padrao de concentragdes diferentes usadas no
grafico de calibragdo, cada uma delas preparadas em ]
repeti¢oes. Assim, por exemplo, um gréafico construido
com 5 soluc¢des-padrio (incluindo o branco), cada uma
das solugoes preparadas em duplicata apresentara I =5 e
] = 2. Se para cada preparagio, de cada solucdo-padrio,
forem efetuadas L medidas de absorbéncia, temos:
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L

Nva @)
= _ [=1
Yy =1

A precisdo na calibracdo foi caracterizada pelo
desvio-padrao residual estimado (6), pelo desvio-padrao
estimado de b'(s) e pelo desvio-padrao estimado dea (s,):

A qualidade do ajuste pdde ser avaliada
comparando a variancia devida a regressao (SSR) com a
variancia observada (SST), pelo calculo do coeficiente de
determinaciao R*

I
. SSR ZI:(JA/;'_J_/)Z

By G, -y

i=1 j=1

(10)

Calculos preditivos

As curvas correspondentes ao intervalo de
predigao foram calculadas pela equagao 11, que conduz ao
intervalo de confianca de uma média de concentragdes X
obtida a partir de K repeticoes, expressa pela equagio 12:

N .1 1 (x, —X)*
pred(ﬁ):yitl—%(v).o- ?+Il]+ I (11)
T (x, -3
i=1
a G |1 1 V. -y)
pred(fi):x,itli%(vfg ?'Fﬁ"r(l—) (12)

b Ty (x, — %)
i=1

Em particular, o valor critico da absorbancia (y,)
acima do qual existe a probabilidade a de um erro tipo I
para o branco do ensaio foi calculado pela equagdo 13,
em que K é o nimero de repeti¢des preparadas para as
amostras (se, por exemplo, as amostras sdo analisadas em
triplicata, K = 3).

1 1 X’
ey Z’
J (xl_f)z

yc =a+t1—a(v) O

(13)

O valor de t Student depende do intervalo de
confian¢a (1 — a/2 ou 1 — a) e do numero de graus de
liberdade v (I. ] . L -2). Se a curva for construida, por
exemplo, com 6 solu¢des-padrio (I = 6) em triplicata (] =
3), com medida tinica de absorbancia (L = 1), entdo v =
(I.J.L) -2 =16. Observe que, enquanto o intervalo de
predicao das equagdes (11) e (12) implica em intervalo
de confianca de nivel (1 - a/2) exigindo, portanto, um
valor de t bilateral (ou bicaudal, com teste de hipdteses
Hy:p=p,;s H:p#y), ovalordey naequagio 13 utiliza
um valor de t unilateral porque se trata de um teste de
hipéteses unilateral (H: w =y, ; H: p > p ), como pode
ser visualizado na Figura 2A.

y. € ovalor da varidvel resposta Y (no caso deste
trabalho, a absorbancia) acima do qual conduz, para
uma dada probabilidade a de erro tipo I, & decisdo de
que o sistema em observacdo (amostra) ndo esta em seu
estado basico (o analito estd presente). Ao valor critico
da absorbancia (y.) corresponde o valor critico da
concentragio (x.), acima do qual existe a probabilidade
de um erro tipo I para o branco do ensaio.

13
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A partir dey_ = a + B.XC, x. pode ser calculado
pela equagdo 14, em que O representa o parametro
nio-centralidade da distribui¢do ¢ ndo-central O valor
minimo detectdvel de concentragdo (x,) ou limite de
detecgdo (L) pode ser calculado pela equagdo 15; porém,
quando a = 3 (P é a probabilidade de um erro tipo II) e v
> 3, uma aproximacao ¢ dada por assim, a equagdo 16, o
que torna possivel estimar x pela equagdo 17.

xX. =t ¢ |1 + ! _)?2 (14)
c " Nea) T | 7
b.|K I-J 2
JY (x,—X)
%
x, =62 %+%+1x— (15)
b RN %
i=1
5(‘/;0:;,8) ~ 2't1—a(v) (16)
6|1 1 X’
w2 hanT (KT L 2t (17)
I (x,—X)°
2

Com relagdo ao limite de quantificagdo (L),
sdo necessarias algumas observagdes: (i) a IUPAC
nao recomenda o seu uso em validacio de métodos,
afirmando que é preferivel expressar a incerteza da
medida como uma funcéo da concentragdo, verificando
se esta fun¢do cumpre os requisitos do método ou
exigéncias do usuario final dos resultados (cliente)'?; (ii)
o Inmetro (Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade
e Tecnologia), por sua vez, estabelece algumas maneiras
de se calcular o L, como, por exemplo, somar 10 desvios-
padrdo amostrais dos brancos a média dos valores dos
brancos da amostra (LQ = X, e + 108)°. Assim, para
contornar estas dificuldades em se definir o calculo de
L, e tendo em mente que a proposta da planilha néo ¢
a validagdo de um método, mas o controle rotineiro da
qualidade analitica da funcéo (ou curva) de calibragdo de
métodos ja validados, incluiu-se na planilha o intervalo
de predicio (incertezas das medidas como funcdes das
concentragdoes) compreendendo todo o intervalo de
concentragoes do grafico de calibra¢ao (desde o branco
atéamaior concentracao do analito presente nas solu¢des-
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padrdo). Em adigdo, para fornecer uma concentragdo
maior, que pudesse ser claramente diferenciada do limite
de detecgdo L (x,,) e cujo cdlculo fosse também baseado
na func¢ao de calibragao, pela experiéncia dos analistas,
optou-se por estimd-lo como o dobro do valor de x
(equagdo 18).

L,=2-x, (18)

Consequentemente, para se avaliar a precisdo
do L, o respectivo desvio-padréo s, foi calculado pela
equacao 19:

(LQ)

(yLQ - y)z
R Ji
b>-J> (x,—X)
i=1

AL
b K I-J

S1p) = (19)

Quando a = B e v > 3, a aproximagdo, realizada
na obten¢do da equagao 16, conduz, nesse caso, a

(20)

(21)

0 Lo c

Finalmente, a dispersaio em torno do LQ foi
também expressa pelo calculo do coeficiente de variagdo
(CV,):

R)
v, ., =42 100

Iy)% —
o

(22)

Uma visualizagdo grifica dos calculos de y, x
x,(oul))e L,é¢ exibida na Figura 2.

C

RESULTADOS

Validagao das planilhas

Assim como é necessario validar um método
analitico para que se comprove a sua adequagdo a
finalidade a que se propde (em termos de exatidao,
precisdo, seletividade, robustez etc.), em planilhas como
as que foram desenvolvidas neste trabalho, criadas em
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(Frequéncia)

'
'
'
'
'
'
'
'
'
'

[e]

branco amostra

0,000

S

l (Sinal analitico)

sinal no limite de detecgéo
sinal no limite de decisao: y,

(Sinal analitico)

0.00 X LD LQ (Concentragao)

Figura 2. Visualizagio gréfica: (A) das distribui¢des amostrais das médias dos sinais analiticos para o branco e para a amostra nos limites de
decisio e de detecgdo - a ¢ a probabilidade de um erro tipo I e B é a probabilidade de um erro tipo II; (B) das determinagées de yC, xC, xD (ou

LD) e LQ para a fung¢do de calibragdo y =4 + bx

software comercial (Excel’), deve-se ter um cuidado
especial em demonstrar que os calculos nelas inseridos
estejam corretos. As planilhas foram validadas de duas
maneiras: (i) pela reproducido de exemplos de calculos
que fazem parte das normas ISO 11843-2 e ISO 8466-
1 e (ii) pela comparagdo dos resultados gerados pelas
planilhas com os resultantes do processamento manual
dos dados.

Quando dados constantes em exemplos de duas
normas ISO (dados de entrada) foram inseridos nos
campos a eles designados em duas planilhas diferentes, foi
observada concordancia entre os resultados apresentados
pelas normas e aqueles calculados pelas respectivas
planilhas (Tabela 1). Posteriormente, simplificagdes
foram introduzidas nas planilhas de modo a contemplar
0 seu uso em rotina laboratorial e, na comparacdo com
o processamento manual dos dados, todas as planilhas,
simplificadas ou ndo, mostraram resultados em
concordancia.

Aplicagdo das planilhas

O conceitoinicial que norteou o desenvolvimento
das planilhas era possibilitar que a simples introdugédo de
dados obtidos experimentalmente (dados de entrada ou
dadosbrutos como valores de absorbancia, por exemplo),
e que sdo frequentemente grafados em cadernos
especificos durante a realizacao de uma analise, pudesse

obter como dados de saida (resultados) ndo somente as
concentracdes dos analitos nas amostras, mas também
os respectivos intervalos de confianca. Posteriormente,
constatou-se que seria também interessante ter uma
visao geral da qualidade analitica da curva de calibragao
construida (tendo em mente que o erro analitico é uma
combinagdo da incerteza na determinacdo do valor
medido e da incerteza na estimativa dos coeficientes
da regressdo), bem como acessar alguns parametros
de relevancia, como o L, e o L,. Assim, a Figura 3
apresenta uma vista geral de uma planilha desenvolvida,
na forma simplificada, para a andlise de nitrito em
aguas para consumo humano por espectrofotometria.
Contudo, deve ser ressaltado que as planilhas aqui
apresentadas continuardo a ser aperfeicoadas, seja na
sua apresentacao, seja na inclusdo de calculos adicionais,
ou, ainda, na sua adaptagdo a outras situacdes (como na
andlise de alimentos, por exemplo), em sintonia com a
filosofia da qualidade em termos da melhoria continua.

Na Figura 3 podemos observar a demarcagéo de 6
regides: na regido A estdo os campos (células no software
Excel) para identificagdo geral da andlise (analito, data,
analista e responsavel pelo preenchimento da planilha; na
regido B estdo os campos para os dados iniciais de entrada (6
concentragdes em mg/L das solugdes-padrao, e respectivas
absorbancias a 543 nm); uma vez introduzidos estes dados,
sdo produzidos resultados nas regides C, D e E. Na regido C
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Tabela 1. Validagdo de planilhas desenvolvidas por comparagdo com exemplos em normas ISO

Comparagao com ISO 11843-2

Comparagiao com ISO 8466-1

Parimetro (I=6]J=3;L=1;K=3) (I=10]J=1;L=1;K=3)
Resultados da norma Resultados da planilha® Resultados da norma Resultados da planilha®
X 1,1167 1,11667 0,275 0,275
S, =J.2(x -x) 20,425 20,425 Nao calculado Nao calculado
a 9,9959 x 10 9,99592 x 10° 0,018 0,018
b 0,02374 0,023741 2,5752 2,57527°
G 1,1099 x 107 1,10993 x 10°* 0,0052 0,00517
Yo 0,00140 0,001399 Naio calculado Naio calculado
X, 0,055 0,0548 Naio calculado Naio calculado
X, 0,110 0,1095 Nao calculado Naio calculado
X Nio calculado Nio calculado 0,240 + 0,003 0,2396 + 0,0031
‘Resultados  fornecidos com uma casa decimal adicional em relagdo aqueles constantes nas respectivas normas

®Este resultado foi confirmado pelas regressoes realizadas nos softwares Excel® 2010 e Origin 8.1, assim como por processamento manual dos

dados

estdo indicados parametros da regressao linear (3, b, S, G,
R?); na regido D estdo informados os 3 graficos resultantes:
curvade calibragdo, grafico de residuos elimites de predigao.
Este tltimo grafico é resultado do processamento de dados
da regido E que indica também: Yo Xo Vi X %o (LD), LQ,
Siq € CVLQ. Em adigéo, os resultados para X, (LD), LQ, Sio
e CV,, s@o convertidos para a sua expressdo em termos
de concentragdo de nitrito (NO,’), uma vez que os dados
de concentragio das solu¢des-padrdo sdo introduzidos
na planilha em termos de concentragao de nitrogénio (N-
NO,) - tal conversio foi introduzida em vista da diferenga
no estabelecimento dos Valores Maximos Permitidos
(VMP) entre a legislagdo da dgua destinada ao consumo
humano proveniente de sistema e solugdo alternativa
de abastecimento (Portaria 2914/11'°, concentra¢do
em N-NO,) e a legislagio para dguas envasadas e
gelo (Resolugaio RDC n° 274/05", concentragdo em
NOZ’). Finalmente, na regidao F, estido as células para a
introducio de dados sobre as amostras: identificacio,
valores de absorbancia e fatores de diluicio - como
resultados, aparecem as concentragoes (mg/ L), em N-NOZ’
e em NO,, acompanhadas dos respectivos intervalos de
confianca (95 %).

De estrutura similar a da Figura 3 sdo as planilhas
adaptadas para as determinagdes de nitrato, ferro e nitrito
(a concentragbes maiores) em 4aguas para cONsSuUMo
humano. A Tabela 2 exibe valores tipicos dos parametros
calculados pelas planilhas. A planilha desenvolvida para
nitrito a concentragdes mais elevadas foi adaptada da
constante na Figura 3, simplesmente pelo aumento dos
niveis de concentragdo das solugdes-padrao, uma vez que
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0 VMP estabelecido para dguas provenientes de sistema e
solugdo alternativa de abastecimento é aproximadamente
160 vezes maior que o VMP para aguas envasadas
e gelo, considerando a comparagio dos VMPs em
uma expressio comum: ou concentragio em N-NO/
, ou concentracdo em NOZ’. Apds serem submetidas a
validagao por processamento manual dos dados, as quatro
planilhas vém sendo utilizadas rotineiramente no IAL de
Ribeirdo Preto. Em adicdo, na Tabela 2 estdo indicadas
as concentragoes das solugdes-padrao utilizadas nas
respectivas curvas de calibragao.

DISCUSSAO

Uma primeira demonstracao da versatilidade
da planilha pode ser extraida das duas primeiras
colunas da Tabela 2: a simples mudanca dos niveis de
concentragdo das solugdes-padrdo empregadas pode
ajustar a curva aos niveis de detecgdo e quantificagio
desejados. Assim, enquanto o primeiro método
(primeira planilha, primeira coluna da Tabela 2) para
nitrito apresenta L = 0,0016 mgN-NO,/L (= 0,0054
mgNO, /L) eL,=0,0033 mgN-NO, /L (= 0,011 mgNO,’
/L), o segundo método (segunda coluna da Tabela 2)
apresenta L = 0,0027 mgN-NO, /L (= 0,0090 mgNO
/L) e L, = 0,0054 mgN-NO,/L (= 0,018 mgNO, /L.
Como este ultimo limite de quantificagdo estd muito
proximo do VMP pela Resolugdo RDC n° 274/05 (0,02
mgNO, /L), seria justificada a utilizagdo da primeira
planilha na andlise de aguas envasadas e gelo.

Com algumas modificagdes, a planilha também
pode ser adaptada a situagoes diferentes das apresentadas
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neste trabalho. Por exemplo, ao passarmos de uma curva
com 6 solugdes-padrdo (como as indicadas na Tabela
2) para 5 solugdes (incluindo o branco), as seguintes
modificacdes sdo necessarias: ¢ deve ser recalculado
para 3 graus de liberdade (equagdo 7); na expressdo
de s, (equagdo 9), o denominador na raiz deve incluir
agora I = 5) e modificagdes semelhantes devem ser
realizadas nas equagdes 11-15 e 19; como na planilha
existem duas células especificas para valores de t, cada
uma delas designada para os casos unilateral e bilateral,
a substitui¢do destes valores de t pelos correspondentes
a nova situagdo (3 graus de liberdade) promovera a
modificagdo automatica das células que fazem uso destes
valores (equagoes 11-15 e 19).

O exposto no paragrafo anterior conduz a outra
consideragao: a simplificacdo das planilhas, refletindo a
simplificagdo dos métodos rotineiros quando comparados
aos respectivos métodos nas condi¢oes de validagdo. Por
exemplo: em uma valida¢ao, uma série de, no minimo, 5
solugdes-padrao sao preparadas (I > 5) em, no minimo,
3 replicatas (J] = 3), e em cada solugdo preparada sdo

realizadas, no minimo, duas medidas do sinal analitico (L
> 2); em uma tipica analise de rotina, uma série unica de 5
solugdes-padrao é preparada (I=5,] = 1) eamedidado sinal
analitico de cada solugao-padrio é realizada no inicio e no
final da analise (L = 2). O impacto dessa simplificacao do
método, essencialmente sobre os parametros envolvendo
precisao (G, Sy Sps pred(,), pred(m, Yo Xo X LQ, Sway CV(LQ))
é controlado pela planifha, permitindo avaliar se o método,
quando usado em rotina, ndo perde significativamente
sua qualidade analitica, retendo satisfatoriamente suas
caracteristicas definidas na validacao.

Além de controlar a qualidade analitica da curva
de calibragdo entre as andlises (ao longo do tempo, desde
a validagdo do método), a planilha permite também
o diagndstico grafico de ocorréncias ndo usuais na
construgdo da curva de calibracdo da andlise sendo
realizada como, por exemplo, a preparagdo inadequada
de uma das solugdes-padrdo: esta solugdo poderd ser
identificada pelo grafico de residuos, enquanto as curvas
de intervalos de predi¢do apresentardo um afastamento
anormal da reta de calibracdo. Estes recursos visuais

Tabela 2. Resultados tipicos de calculos das planilhas desenvolvidas neste trabalho

Resultados das planilhas *

Parametro Nitrito Nitrito Nitrato Ferro
(020,025 mgN/L)® (020,20 mgN/L)® (0a2,0 mgN/L)° (0 a 0,80 mgFe/L)®

X (mg/L) 0,0128 0,0887 0,867 0,35
S, =J.Z(xX) 0,000459 0,0318 3,033 0,475
a 0,0009 0,00036 0,013 0,008
s, 0,0008 0,0012 0,004 0,002
b 2,776 2,865 0,258 0,200
s; 0,049 0,011 0,003 0,003
¢ 0,00105 0,00192 0,00577 0,00232
R 0,99876 0,99994 0,99934 0,99887
Ve 0,0031 0,0043 0,025 0,013
x. (mg/L) 0,0008 0,00137 0,046 0,024
x, (mg/L) 0,0016 0,0027 0,091 0,048
L, (mg/L) 0,0033 0,0054 0,18 0,095
Suq (mg/L) 0,0003 0,0005 0,02 0,010
CV,,q (%) 9,7 10,0 11,1 10,2

*Célculos baseados em: K = 2 (amostras em duplicata); I =6 (6 solugdes-padrao); J = 1 (uma preparagao para cada solugdo-padrao); L = 2 (duas
medidas de absorbancia em cada solugdo-padrio). "Faixa de concentra¢des das solu¢des-padrio
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permitem a tomada de decisio para uma agdo
corretiva imediata, como substituir a solu¢ao-padrio
inadequadamente preparada, antes que as amostras sejam
analisadas. Resumindo, além da andlise da qualidade
analitica da curva de calibragdo por meio de parametros
numéricos, o analista dispoe de informagdes graficas
facilmente interpretaveis.

Parafinalizarestadiscussao, tornam-senecessarias
algumas consideragdes sobre os parametros CCa (limite
de decisao) e CCP (capacidade de deteccdo), definidos
pela Comissao das Comunidades Europeias (CCE) em
2002" e utilizados pelo Plano Nacional de Controle de
Residuos e Contaminantes — Animal (PNCRC-Animal)
do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento'.
Por defini¢ao, CCa significa o limite a partir do qual pode
ser concluido, com uma probabilidade de erro a, que
uma amostra é ndo conforme, enquanto CCP significa o
menor conteido da substancia que pode ser detectado,
identificado e/ou quantificado em uma amostra com
uma probabilidade de erro . No caso de substancias
para as quais nao foram estabelecidos limites permitidos
(ou seja, para substancias proibidas), CCp ¢ a mais baixa
concentracao na qual um método é capaz de detectar
amostras contaminadas com uma certeza estatistica de
probabilidade 1 - . No caso de substancias com limites
permitidos estabelecidos (VMPs), CCP é a concentragdo
na qual o método é capaz de detectar concentragdes
dentro do limite permitido com certeza estatistica de
probabilidade 1 - B. Em outras palavras, nas situagoes
envolvendo CCp, o poder do teste de hipoteses aplicado
¢ 1 - B. Portanto, primeiramente, é preciso salientar
que tanto CCa quanto CCp referem-se ao dominio das
concentracdes, e ndo ao dominio dos sinais analiticos.
Em segundo lugar, em se tratando de concentragoes, é
interessante comparar as formas de calculo propostas.
Em ambos os casos, limites permitidos estabelecidos ou
ndo estabelecidos, a CCE estabelece que uma das formas
de se calcular CCa seria por meio do procedimento
indicado pela ISO 11843-1,2 (procedimento este que
foi utilizado na preparagdo da planilha inicial deste
trabalho, e seguido nas planilhas simplificadas seguintes),
mas, ao invés de utilizar a “studentizacio” dos dados
(distribui¢des t, sendo t o quociente de um residuo por
uma estimativa do desvio-padrao) na previsio de CCa
(esta “studentiza¢do” conduz a obtengao de x. da ISO, ou
do valor critico da concentracio neste trabalho), adota a
abordagem de fazer a previsdo considerando distribui¢do
normal para CCa e, como medida de dispersao, o desvio

padrao de precisao intermedidria do intercepto (a =1 %)
ou do limite permitido (a = 5 %), para substancias com
limites permitidos nido estabelecidos ou estabelecidos,
respectivamente. Observagoes semelhantes podem ser
feitas com relagao ao calculo de CCp. Esta diferenca
de abordagem entre ISO e CCE (dados “studentizados”
versus dados normais) ja havia sido observada em 2004
por Desimoni® ao criticar algumas das propostas da CCE.

CONCLUSAO

A proposta deste trabalho foi demonstrar que
parametros importantes de uma curva de calibracao
podem ser controlados rotineiramente com facilidade,
desde que planilhas de calculo sejam criteriosamente
construidas em software acessivel, tendo em mente que
amelhoria da qualidade analitica dos resultados gerados
por laboratérios de Satde Publica deve ser uma busca
incessante, dada a importancia dos laudos gerados ,em
consequéncia destes resultados, na tomada de deciséo.
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RESUMO

A fim de identificar uma possivel contaminagéo por bifenilos policlorados (PCBs) e avaliar a influéncia
do processamento do pescado nos niveis residuais desses compostos, foram investigados 41 congéneres
de PCBs em amostras de musculo congelado e de lombo cozido congelado de atum (Katsuwonus pelamis)
provenientes da industria de pescado de Rio Grande/RS. As amostras foram extraidas por Soxhlet,
purificadas, fracionadas e analisadas por cromatografia de fase gasosa com detec¢do por captura de
elétrons (CG-DCE). O somatdrio das concentra¢des dos PCBs analisados nas amostras variou de 0,58 a
95 ng.g" (peso lipidico). Apesar de os resultados indicarem a presenca de congéneres de PCBs em todas as
amostras de atum (Katsuwonus pelamis), os valores estavam abaixo do limite estabelecido pela legislacdo
da Unido Europeia para produtos de origem animal (200 ng.g" peso lipidico). No Brasil, o limite é de
3.000 ng.g! (peso lipidico). A comparacdo entre os valores detectados revelou que as amostras processadas
possuiam maiores concentragdes de PCBs e que o manuseio do pescado pode ser um fator que influéncia
na concentra¢io final do contaminante.

Palavras-chave. atunideos, contaminantes organoclorados, pescado processado.

ABSTRACT

In order to identify a possible contamination by polychlorinated biphenyls (PCBs) and to evaluate the
effect of the fish processing upon the residue contents of these compounds, 41 PCBs congeners were
investigated in samples of frozen muscle and frozen cooked loin of tuna (Katsuwonus pelamis) from a
fishery industry of Rio Grande/RS. Samples were extracted by Sohxlet, purified, fractionated and analyzed
by gas chromatography with electron capture detector (GC-ECD). The PCBs concentrations in the analyzed
samples ranged from 0.58 to 95 ng.g" (lipid weight). Although the results indicated the occurrence of
PCBs congeners in all of tuna (Katsuwonus pelamis) samples, the contents were lower than the maximum
value established by the European Union legislation for products from animal origin (up to 200 ng.g™ lipid
weight). In Brazil, the maximum permitted contents is 3000 ng.g™ (lipid weight). The comparison among
the detected amounts evidenced that the processed samples showed higher concentrations of PCBs; thus,
the fish processing might be a factor which cause effect on the final contaminant concentration.
Keywords. tuna, organochlorine contaminants, processing fish.

Rev Inst Adolfo Lutz. 2013; 72(1):21-7
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INTRODUCAO

Os poluentes organicos persistentes (POPs) sdo
compostos quimicos sintéticos que possuem uma grande
persisténcia ambiental (resistentes a degradacgdo), sdo
lipofilicos, passiveis de bioacumulagdo nos organismos e
biomagnificagao ao longo da cadeia tréfica e apresentam
toxicidade, o que os tornam nocivos para a saude e o
ambiente. Além disso, os POPs podem ser transportados a
longas distancias no ar, 4gua e espécies migratdrias, podendo
se acumular nos ecossistemas terrestres e aquaticos'.

Em 2001, entrou em vigor a Convencao de
Estocolmo, com o objetivo de eliminar, em nivel mundial,
a produgdo e o uso dos POPs, sendo que o Brasil adotou
esta convenc¢do em maio de 2004. A Convencéo incluiu,
inicialmente, doze substancias quimicas perigosas, entre
elas os bifenilos policlorados (PCBs), para serem banidas’.

Os PCBs sao substancias quimicas que tiveram
diversas aplicagdes industriais como, por exemplo, o uso
como fluido de troca térmica em trocadores de calor e
dielétrico em transformadores e capacitores. Seu amplo
uso foi devido as suas propriedades de resisténcia a altas
temperaturas, baixa volatilidade, resisténcia a oxidagéo e
reducdo e, também, resisténcia a acdo dos acidos, alcalis e
outros agentes quimicos. Tais propriedades proporcionam
aos PCBs, assim como aos organoclorados em geral, um
alto grau de estabilidade e uma grande importancia como
contaminantes ambientais e, consequentemente, de todos
os alimentos que formam parte da cadeia alimentar®.

Os PCBs possuem 209 congéneres contendo
entre 1 e 10 atomos de cloro. Estas substancias
foram produzidas em varios paises, com diferentes
denominagdes, mas o principal produtor mundial foi a
Monsanto, nos Estados Unidos, com a marca “Aroclor”.
No Brasil, foi comercializado com o nome de “Ascarel™.

Embora a produgio e uso de muitos compostos
organoclorados tenha sido banida de alguns paises,
consideraveis quantidades de PCBs podem estar
armazenadas em dreas de depositos de residuos. As
legislacdes restringem o uso de novos equipamentos
elétricos contendo PCBs, mas permitem o uso de
equipamentos antigos que contenham PCBs até o
término de sua vida util, tornando-se assim possiveis
fontes de contamina¢do ambiental**.

A preocupagio acerca dos PCBs esta centrada no
potencial toxicologico, principalmente como indutores
de cancer®. A toxicidade dos PCBs estd relacionada com
a sensibilidade do individuo, a disposi¢ao dos atomos de
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cloro e o numero destes na molécula’. Nas exposi¢des
nao ocupacionais, produzem-se quadros de intoxicagdes
agudas devido ao consumo de alimentos contaminados
com PCBs, procedentes de fontes geralmente associadas a
produgao ou processamento dos alimentos. Um incidente
ocorrido na Bélgica, que envolveu a contaminagdo
incidental de alimentos e contamina¢do de milhoes
de pessoas, serviu como alerta para que autoridades
sanitdrias aumentassem o rigor no monitoramento
nos niveis de PCBs em alimento de origem animal na
Comunidade Europeia®.

Contaminantes persistentes e lipofilicos como
os PCBs podem se acumular nos organismos e atingir,
gracas ao processo de biomagnificacdo, concentragdes
muito elevadas nos niveis mais altos da cadeia alimentar®.
Desta forma, os organismos bioindicadores sdo muito
utilizados em estudos de contamina¢io ambiental.
Segundo Ueno e colaboradores', os atunideos refletem
os niveis de contaminag¢do por POPs da regido onde sdo
capturados, devido ao rapido equilibrio destes compostos
entre a agua do mar e a gordura corporal nessa espécie. Os
PCBs sio lipofilicos e se armazenam preferencialmente
nos tecidos adiposo ou com elevado teor de lipidios
podendo, portanto, ser encontrados em outros tecidos
e fluidos corpédreos'. Estes fatos fazem do atum
(Katsuwonus pelamis) um bioindicador apropriado para
0 monitoramento da contaminagdo por PCBs. Porém,
além de bioindicador ambiental, o atum também ¢ uma
importante fonte de proteina na alimentagao humana.

Considerando os efeitos adversos produzidos pelos
compostos clorados, torna-se importante o monitoramento
dos niveis de PCBs em alimentos produzidos destinados
ao consumo humano, bem como verificar uma possivel
alteracio nestes valores devido ao processamento
do alimento. Neste sentido, deve-se considerar que a
contaminagao dos alimentos pode também ocorrer durante
sua produgdo, ou mesmo durante sua armazenagem,
manuseio ou industrializagdo. Assim sendo, o presente
trabalho tem por objetivo avaliar o nivel de contaminagéo
por PCBs no musculo do atum (Katsuwonus pelamis),
assim como verificar se o processo de cozimento influencia
na concentragio final dos contaminantes.

MATERIAL E METODOS

Matéria-prima
A matéria-prima utilizada foi o atum (Katsuwonus
pelamis), fornecido e processado por uma industria
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pesqueira do municipio de Rio Grande/RS. O pescado foi
capturado préximo ao Chui, extremo sul do Rio Grande
do Sul, por barco atuneiro que utiliza a técnica de “isca-
viva”. Apos a captura, o pescado foi congelado a bordo por
imersdo em salmoura saturada com temperatura inferior
a -15 °C. Foram analisadas 20 amostras de musculo de
pescado, sendo dez amostras pré e dez pds o processo
de obten¢do do lombo de atum cozido congelado. As
amostras foram obtidas de um mesmo lote (conjunto
de espécimes que compde uma carga/desembarque). As
amostras, devidamente identificadas e acondicionadas
em papel aluminio, foram mantidas congeladas a -18 °C
até o momento das analises.

Analises

A analise de PCBs seguiu metodologia descrita
por Kannan et al'? e Nakata et al’’. Uma massa exata
(~10 g) de musculo foi macerada com sulfato de sodio
anidro (JTBaker; pureza minima 99 %), fortificada com
100 pL de padrao de recuperagdo (PCB 103 e PCB 198) e
extraida em extrator Soxhlet com mistura de n-hexano/
diclorometano (50:50) (JTBaker; grau analise de residuo)
durante 12 h. O extrato foi concentrado a 1 mL usando
evaporador rotatério (Quimis) e fluxo de nitrogénio
(4.5; White Martins). Em seguida, foi purificado por
cromatografia de gel-permea¢io (GPC) em coluna
de vidro preenchida com BioBeads S-X3 (BioRad), o
qual foi estabilizado com o mesmo solvente usado nas
elui¢des, n-hexano/diclorometano (55:45) (JTBaker; grau
analise de residuo). A primeira fragdo eluida (45 mL) foi
descartada, a segunda (50 mL) usada para determinagéo
gravimétrica do contetdo lipidico e a ultima fragdo
(150 mL), a qual contém os PCBs e os pesticidas
organoclorados, concentrada a 1 mL. Esta tltima fragdo
foi fracionada por cromatografia de adsor¢ao em coluna
utilizando 12 g de Florisil (previamente ativado a 130 °C
por 12 h) e 5 g de sulfato de sddio anidro. Os PCBs foram
eluidos com 90 mL de n-hexano, sendo denominada Fase
1 (F 1). A F2, contendo os demais praguicidas clorados,
foi eluida com 120 mL de n-hexano/diclorometano
(80:20). Cada fracao (F1 e F2) foi concentrada a 1 mL,
transferida para um frasco de vidro (1,8 mL) e fortificada
com 100 pL do padrio interno (2,4,5,6-tetracloro-
m-xyleno (TCMX) e PCB 209). Os extratos da F1 foram
analisados em um cromatdgrafo de fase gasosa Clarus
500 (Perkin Elmer’) equipado com detector de captura
de elétrons ®Ni (CG-DCE), injetor split/splitless com
controle automatico de fluxo e amostrador automatico.

Foi utilizada uma coluna cromatografica capilar (Elite-5 -
5 % Difenil - 95 % Dimetilsiloxane) de 60 m, 0,25 mm de
diametro interno e 0,25 um de espessura de filme. Hélio
(4.5; White Martins) foi utilizado como gas carreador
(1,5 mL.min") e N, (5.0; White Martins) como gds de
make-up (30 mL.min™).

As amostras foram analisadas para 44 congéneres
de PCBs (17; 18;28; 31; 33; 44; 49; 52; 70; 74; 82; 87; 95; 99;
101; 105/132/153; 110; 118/149; 128; 138; 151; 156; 158;
169; 170; 171; 177; 180; 183; 187; 191; 194; 195; 199/201;
205; 206 e 208), incluindo os padroes PCB 103, 198 e 209
utilizados no controle analitico. A identificacdo dos PCBs
analisados foi baseada nos tempos de reteng¢do de padroes
auténticos e a quantificagio foi realizada contra padroes
externos (CQMEO1 Accustandard, EUA) por meio das
curvas analiticas de cada analito e método de calculo
por padroniza¢ao interna. O desempenho analitico foi
avaliado pelos padrées de recuperagao (entre 70 e 120 %),
da andlise de materiais de referéncia certificados, brancos
analiticos e a participagdo em programa de proficiéncia
analitica (CALA, Canada).

Os dados foram analisados usando software
Statistica 6.0 for Windows. O efeito do processamento
nas concentragcdes de PCBs no pescado foi avaliado por
ANOVA e teste complementar de Tukey (p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliagdo da contamina¢io do atum por bifenilos
policlorados

As concentragdes de PCBs encontradas nas
amostras de atum sdo apresentadas na Tabela 1, tendo
valores expressos em ng.g"' (peso lipidico). O percentual
médio de lipidios nas amostras de musculo congelado e
lombo cozido congelado de atum foi, respectivamente, de
0,89 % e 1,38 %. Os limites de detec¢ao e quantificagdo
do método estiveram na faixa de 0,005 e 0,02 ng.g”,
respectivamente, para os PCBs analisados. Foi observada
a presenca de PCBs em todas as amostras de pescado
(Figura 1), assim como ja havia sido observado por Ueno
et al" em sua avaliacdo desta espécie em dguas brasileiras.
Ueno et al'”® detectaram estes compostos em quase todos
os espécimes de atum (Katsuwonus pelamis) coletados em
diversas regioes do mundo, indicando uma contaminagéo
difundida destes compostos no ambiente marinho global.

O somatdrio de 41 PCBs nas amostras analisadas
variou entre 0,58 e 95 ng.g"' (peso lipidico). Ueno et al'
detectaram niveis superiores aos do presente estudo
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para o somatdrio dos PCBs (460 ng.g’ peso lipidico)
em figado de atum (Katsuwonus pelamis) capturado em
aguas proximas a costa sudeste brasileira durante o ano
de 2000, sendo de 14 ng.g" (peso lipidico) o somatdrio de
12 PCBs coplanares®.

Dentre os PCBs analisados, 25 dos 41 congéneres
(PCBs 17, 31, 70, 82, 87, 95, 99, 128, 138, 151, 156,
158, 169, 170, 171, 183, 187, 191, 194, 195, 199/201,
205, 206 e 208) apresentaram valores abaixo do limite
de quantificagio (0,02 ng.g'). Os congéneres que
apresentaram maijores concentragdes médias foram PCB
74 > PCB 101 > PCB 52, sendo responsaveis por 65,6 %
do ZPCBs. A maior concentragio média do congénere
74 é explicada por uma concentragiao muito alta em uma
das amostras avaliadas (76,3 ng.g" peso lipidico). Ja o
congénere encontrado com maior incidéncia foi o PCB
33 (87 % das amostras), seguido pelos PCBs 44, 101 e 110
(80 %) e pelos PCBs 28 e 105+153+132 (67 %). A alta
incidéncia do PCB 33 pode ser devida a erro analitico,
visto que tal PCB ndo é comumente encontrado em
amostras ambientais. Por outro lado, os altos valores de
incidéncia de determinados congéneres nas amostras
avaliadas pode ser atribuido ao fato de estas terem sido
retiradas de um mesmo lote e, possivelmente de um
mesmo cardume, o qual provavelmente tenha exposi¢do
uniforme aos contaminantes.

Conforme Baars et al'¢, os PCBs 28, 52, 101, 118,
138, 153 e 180 sao os mais representativos por estarem

predominantemente presentes em matrizes vivas e nao
vivas. No presente estudo, o PCB 138 nao foi detectado
nas amostras. Por outro lado, os PCBs 28, 52, 101 e 153
se fizeram presentes em mais da metade das amostras
avaliadas.

Foram encontrados niveis maiores de
tetra e pentaclorobifenilos e niveis mais baixos
de heptaclorobifenilos, evidenciando uma maior
concentragdo de congéneres menos clorados. Esta
distribuicdo é provavelmente reflexo do habito alimentar
dos atuns, sendo os congéneres mais biodisponiveis na
sua regiao de ocorréncia, podendo variar entre grupos
distintos de organismos de distintas regioes. Hermanns'’
relata predomindncia de PCBs com elevado grau de
cloragdo no lobo marinho (Arctocephalus australis) do
sul do Brasil. Também Golian e Pavelka'® encontraram
niveis menores de heptaclorobifenilos, porém niveis mais
elevados de triclorobifenilos em produtos carneos da
Republica Tcheca.

As concentragdes de PCB em lombo de atum
capturado na regido sul do Estado e processado por
cozimento se mostraram menores que os limites
estabelecidos pela Unido Europeia para produtos de origem
animal (200 ng.g' peso lipidico)"” e pelo Ministério da
Agricultura (3000 ng.g” peso lipidico)®*. A preocupagio
com tais contaminantes por parte do poder publico nio
parece grande, visto que a Instrugio Normativa MAPA
n° 24/2011, que define limites de referéncia para o Plano

Tabela 1. Concentragdo média (+desvio padrdao) de PCBs (ng.g" peso lipidico) no musculo in natura e lombo processado de atum (Katsuwonus

pelamis) (n=5)

. Musculo Lombo Processado
Congéneres Ocorréncia (%) — — — —
Concentragao média Intervalo Concentragao média Intervalo

PCB 18 20,00 <LQ <LQ- 0,05 0,13 <LQ- 1,16
PCB 28 66,67 0,32 <LQ-1,13 2,66 <LQ-7,56
PCB 33 86,67 4,34 <LQ-12,43 1,30 <LQ - 6,06
PCB 52 53,33 0,50 <LQ- 1,30 4,04 <LQ - 38,07
PCB 49 13,33 0,16 <LQ-0,79 0,03 <LQ-0,29
PCB 44 80,00 0,81 <LQ-2,13 1,10 <LQ - 5,09
PCB 74 60,00 4,90 <LQ- 19,35 9,22 <LQ-76,31
PCB 101 80,00 7,07 <LQ - 20,94 4,17 <LQ- 19,42
PCB 110 80,00 0,29 <LQ- 1,39 1,69 <LQ-5,99
PCB 149/118 46,67 <LQ <LQ- 0,05 0,58 <LQ-4,11
PCB 153/105/132 66,67 0,17 <LQ - 0,61 1,79 <LQ-7,38
PCB 177 6,67 <1Q <1LQ - 0,05 <1Q <1Q
PCB 180 13,33 <1Q <1LQ - 0,03 0,10 <1Q-0,98
>44 PCB** - 18,60 - 26,78 -
*Os congéneres ndo citados na tabela apresentaram  concentragdes menores que o limite de quantificagdo

**Valores para congéneres nao detectados ou abaixo do limite de quantificagdo (LQ < 0,02 ng.g") foram considerados iguais a zero para o so-

matorio
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Nacional de Controle de Residuos Bioldgicos em Produtos
de Origem Animal - PNCRB, ndo estabelece limites para
PCBs em pescado, apenas em carnes (200 ng.g")*.

Os resultados obtidos por Lago* para a
populacdo do ceticeo Tursiops truncatus mostram
que o nivel de contaminagao por PCBs na regiao do
estuario da Lagoa dos Patos é baixo. Estes dados estdo
de acordo com os encontrados por Hermanns', que
nao encontrou valores elevados de PCBs em amostras
de agua, sedimento e mexilhdo para a mesma regiao.
Tais autores confirmam o resultado obtido no presente
trabalho de baixos niveis de contaminacdo na regido
sul do estado do Rio Grande do Sul. Por outro lado, na
Argentina, Colombo et al*® observaram que os peixes
do Rio da Prata apresentaram de moderadas a altas
concentragoes de poluentes organicos, como PCBs. Foi
observada uma maior contaminagdo na area proxima
a Buenos Aires, que se tornava menor em dreas mais
distantes. Com base nestes dados, pode-se salientar
que a contaminagdo por estes compostos é maior em
regides mais industrializadas. Entretanto, conhecendo
as caracteristicas do atum analisado, e sabendo que estes
sao grandes nadadores, que podem realizar migragdes
ao longo do oceano, fica dificil caracterizar a dieta e,
consequentemente, a possivel fonte de contaminagdo
para este pescado.

Dentre os compostos analisados, destacam-se
os PCBs 169, 105, 118, 156. Estes sdo quatro dos doze
PCBs semelhantes a dioxina, os quais possuem entre
4 e 8 atomos de cloro e estdo entre os mais toxicos e
bioacumulativos, apresentando maior risco a saude.
Entre os PCBs semelhantes a dioxina analisados, apenas
os PCBs 105 e 118 apresentaram concentragdes acima
do limite de quantificagdo. Desta forma, a toxicidade
dos congéneres de PCBs semelhantes a dioxina tem sido
estimada usando equivalentes toxicos (TEQ) em relagdo
a 2,3,7,8-tetraclorodibenzodioxina, considerada a mais
toxica das dioxinas. A TEQ ¢é obtida pela multiplicagdo
da concentracio de cada congénere pelo seu fator
equivalente toxico (TEF)'. A toxicidade das amostras
em relagio a contaminagdo por PCBs foi avaliada
considerando os congéneres 105 e 118 para obtengédo
do equivalente toéxico (TEQ). Ambos os congéneres
possuem fator equivalente toxico (TEF) igual a 0,00003%.
Nas analises quantitativas, ambos os congéneres foram
quantificados em conjunto com outros congéneres, devido
a semelhanca no tempo de reten¢do. Considerando uma
situagdo extrema de toxicidade no calculo do equivalente

toxico, as concentragdes encontradas para os grupos
foram assumidas como sendo 100 % compostas pelos
congéneres semelhantes a dioxina (Tabela 2).

Santos® encontrou um equivalente téxico total
de 3,61x10° ng.g" (peso lipidico) em amostras de queijo
em Santa Maria/RS, valor superior ao encontrado no
presente estudo, que foi de 4,90x10° ng.g™* (peso lipidico)
(Tabela 2). Valores muito elevados, da ordem de 9,58x10°
ng.g" (peso lipidico), foram encontrados em carne de
frango contaminada, na Bélgica, por Neuberger et al*.
Considerando que a dose didria tolerada de dioxina,
estabelecida pela Organizagao Mundial da Satde (1-4
ng TEQs.g"' de peso corporal), limite abaixo do qual se
considera que a populagdo humana estd protegida dos
efeitos toxico?, o consumo de musculo de atum nio seria
um problema a saude.

100 7
80 1 mconcentragdo média
PCBs amostras in
60 - natura
m concentragao média
40 PCBs amostras
processadas
20 A
0 T 1

todas amostras ~ amostras positivas

Figura 1. Concentragio média de PCBs (ng.g" gordura) em atum

Influéncia do processamento nos niveis de PCBs
Foram encontrados niveis significativamente
mais elevados de PCBs no lombo de atum processado
quando comparado ao pescado congelado (p<0,05), o
que pode ser atribuido ao processamento e embalagem
do produto processado. Durante o processo de
cozimento, o produto sofre perda de agua, o que pode
explicar o aumento na concentra¢do de contaminantes.
Os resultados estdo em conformidade com Bogusz
Junior®, que relata ter encontrado niveis mais elevados
de PCBs em produtos carneos processados (cozidos
- salsicha de cachorro-quente e bolonha) quando
comparados a carne in natura, afirmando que tais
resultados estavam em conformidade com os dados
precedentes da literatura, que sugeriam uma influéncia
do processamento de carne nos niveis de PCBs. Esta é a
unica referéncia encontrada na literatura com respeito
a influéncia do processo de cozimento nos niveis de
PCBs. Inversamente, Bayarri®® ndo encontrou uma
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influéncia significativa do processamento nos niveis de
PCBs e outros compostos organoclorados em produtos
de carne curados ndo cozidos.

Todos os congéneres encontrados no presente
estudo possuem ao menos um atomo de cloro em posi¢ao
orto na molécula. Segundo Mackay et al*’, os compostos
que apresentam essa caracteristica sio mais facilmente
degradaveis. No caso especifico de processamento de
alimentos, Leaes™ verificou que os PCBs 138,153 ¢ 180 (orto-
substituidos) foram degradados por meio da utilizacao de
Staphylococcus xylosus como iniciador na fermentagdo de
produtos carneos. Apesar destas afirmagoes, tal efeito nao
foi observado no processamento utilizado para o lombo
cozido de atum estudado no presente trabalho.

Tabela 2. Equivalente téxico (TEQ) relativo a média das concentra-
¢oes dos congéneres coplanares analisados (n=5)

Fom ey BT TEQ
Concentragao média* "
Composto (ng.g" peso lipidico) TEF (ng.g"! peso
88 P P lipidico)
PCB 105 1,25 3x10° 3,74x 10°
PCB 118 0,39 3x10° 1,16 x 10°
>PCB105+118 1,63 - 4,90 x 10°

*média das concentra¢des considerando todas amostras analisadas
CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, é possivel
concluir que:
Tanto o musculo como o lombo cozido de atum
(Katsuwonus pelamis) capturado na costa sul do
Rio Grande do Sul ndo excedeu os limites de PCBs
estabelecidos pela Unido Europeia ou legislagao brasileira
para consumo de pescado.
O processamento do lombo cozido congelado acarretou em
um aumento significativo (p<0,05) nas concentragdes de
PCBs em relagdo ao musculo congelado. Acredita-se que o
aumento na concentracdo de contaminantes possa ocorrer
em func¢ao do processamento, da perda de agua no processo
de cozimento ou por contaminagao da embalagem.
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RESUMO

Neste estudo foram avaliados os pardmetros analiticos de validagdo, tais como limite de quantificacdo
(LQ), faixa de trabalho, linearidade, sensibilidade, seletividade, precisdo e exatiddo do método oficial
Monier-Williams otimizado na determinagao de diéxido de enxofre (SO,). Trés amostras de suco de caju,
seis de suco de maracuja, cinco de suco de uva, duas de agua de coco e seis de cogumelo em conserva
foram adquiridas no comércio. O estudo de recuperagdo foi realizado em 10 concentragdes do padrio
de sulfito de sodio na faixa de 5 a 2.675 mg/L e, também, adicionando-se solugdes de sulfito de sédio as
amostras. A metodologia mostrou-se eficiente, tendo constatado linearidade na faixa de trabalho de SO,
(7 a2.675 mg/L), com equagao da reta y = 1,0647x - 13,8697 (r’=0,9979), recuperagdo de 87 a 109 %, LQ
de 7 mg/L com DPR de 7 %. Os resultados de recuperagdo média nas amostras variaram de 81 a 115%.
Os teores de SO, encontrados nas amostras de sucos e dgua de coco estavam de acordo com a legislagao
brasileira. Trés marcas de cogumelo em conserva revelaram teores acima do limite maximo estabelecido
de 50 mg/kg.

Palavras-chave. sulfitos, destilagdo Monier-Williams, sucos de fruta, 4gua de coco, cogumelo em conserva,
parametros de desempenho.

ABSTRACT

This study aimed at assessing the validation analytical parameters of the optimized Monier-Williams
method, such as: limit of quantification (LQ), concentration range, linearity, sensibility, selectivity,
precision and accuracy for analyzing sulphur dioxide (SO,). Three samples of cashew juice, six of passion
fruit juice, five of grape juice, two of coconut water and six of mushroom in conserve were obtained
from retail market. The recovery study was carried out on 10 concentrations of sodium sulphite standard
solutions ranging from 5 to 2,675 mg/L, and also adding SO, solutions into the samples. The methodology
was considered efficient and the linearity parameter was proved in the SO, applied concentration interval
(from 7 to 2,675 mg/L); the curve equation was y = 1.0647x — 13.8697 (r*=0.9979). The recovery rates
ranged from 87 to 109 %, LQ of 7 mg/L, with RSD of 7 %. The mean recovery results in spiked test samples
showed acceptable levels varying from 81 to 115 %. The concentrations of SO, found in fruit juices and
coconut water complied with the Brazilian legislation. Three brands of mushroom in conserve revealed
values above the established maximum limit of 50 mg/kg.

Keywords. sulphites, Monier-Williams distillation, fruit juices, coconut water, mushroom in conserve,
performance parameters.

28 Rev Inst Adolfo Lutz. 2013; 72(1):28-40



Nagato LAF, Takemoto E, Della Torre JCM, Lichtig jlin memorian) Verificagdo do método Monier-Williams otimizado na determinagdo de
didxido de enxofre em sucos de frutas, agua de coco e cogumelo em conserva. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2013; 72(1):28-40.

INTRODUCAO

Sulfitos, ou agentes sulfitantes, sdo aditivos
conservadores eficazes, muito utilizados em alimentos
e bebidas. Essas substancias, em geral, evitam o
escurecimento enzimatico e nao enzimatico e impedem o
crescimento de microrganismos indesejaveis (leveduras,
fungos e bactérias), que causam a deterioragio de
alimentos durante o seu processamento earmazenamento.
O escurecimento enzimdtico ¢ uma consequéncia
indireta da agdo da polifenoloxidase, enzima encontrada
em muitas frutas e hortalicas, que é liberada durante o
manuseio pds-colheita e na industrializagdo. A enzima
catalisa a oxida¢ao de compostos fenodlicos, a reagdo
prossegue por meio de oxidagdes ndo enzimaticas,
ocorrendo finalmente a polimerizagdo das quinonas,
formando complexos coloridos'*. Os agentes sulfitantes
mais usados pela industria de alimentos e bebidas sdo
o sulfito de sddio, metabissulfito e bissulfito de sddio
e potdssio, que liberam o SO, nas condi¢des de uso’.
Existe certa preocupagdo acerca da seguranca dos sais
de sulfito, pois podem causar dificuldades respiratorias
em algumas pessoas sensiveis, reagdes alérgicas, como
irritagdo da pele, irritagdo gastrica e asma. Outras reagdes
que tém sido reportadas, associadas a sua ingestdo sdo
reagdo anafilatica, hipotensao, cefaleia, nausea e dor
abdominal®%’.

OJECFA, Joint FAO/WHO Expert Committee on
Food Additives, na tltima avalia¢do, em 1998, estabeleceu
a ingestdo diaria aceitdvel (IDA) para o homem de 0,7
mg/kg de peso corpdreo/dia, para a ingestao de sulfito
(expressos como SO,)°. Esses dados sdo usados por todos
os paises para propor o uso e niveis de adi¢do de aditivos
intencionais em alimentos, de forma segura e dependente
da necessidade tecnologica.

A Resolucdo n° 04/88, do Conselho Nacional de
Saade (CNS), do Ministério da Saude?, estabelece limite
méximo de sais de sulfito (expresso em SO, residual) em
cogumelos em conserva de 0,005 g/100 g (50 mg/kg ou
50 ppm) em sucos de fruta e 0,02 g/100 mL (200 mg/L ou
200 ppm) em agua de coco. A Resolugdo RDC n° 12/02
da Anvisa/MS$’® estabelece o limite de 0,30 g/100 mL
(3.000 mg/L) para o suco de caju com alto teor de polpa
e o limite de 0,033 g/100 mL (330 mg/L) para o suco de
caju diluido, ou seja, no produto a ser consumido.

Alguns autores estudaram a estimativa de
ingestdo do conservador sulfito, combinando dados
obtidos de concentracdo desse aditivo nos alimentos

e o consumo médio didrio desses produtos na dieta.
Produtos como frutas secas e vinhos levaram a uma
maior ingestdo de sulfito, excedendo a sua IDA".
Machado'! concluiu em seu trabalho que a ingestdo
média de sulfitos devido ao consumo de sucos de frutas
ficou bem abaixo da IDA estabelecida pelo JECFA.
Quanto ao consumo de vinhos, os dados de ingestdo
indicaram que o consumo didrio de 150 mL, pode
contribuir com mais de 50 % da IDA de sulfito, caso a
concentragao deste seja igual ou superior a 150 mg/L.

O método utilizado neste trabalho para a
quantificagdo de sulfitos em alimentos e bebidas foi o de
Monier-Williams otimizado, preconizado pela AOAC,
2006". O método de Monier-Williams quantifica o
SO, total (sulfito livre mais uma fragdo dos sulfitos
ligados), por meio do aquecimento da amostra com
4cido cloridrico, em atmosfera inerte. O SO, liberado
é coletado em solugdo de perdxido de hidrogénio a
3 %, na qual é oxidado a acido sulftrico, sendo este
estequiometricamente determinado por titulagdo com
hidréxido de sédio. A destilacio de Monier-Williams
¢é aplicavel em diversas matrizes, com exce¢io dos
vegetais do género Brassica spp. (couve, repolho,
nabo, mostarda) e Allium spp. (cebola, alho, alho-
poro), porque possuem, como componentes do aroma,
dissulfetos que podem interferir na andlise. Este é,
reconhecidamente, um método tradicional e adotado
como oficial em muitos paises.

Vérios métodos de determinagdo de SO,
em alimentos estio descritos na literatura, e em
diversos trabalhos sdo comparados ao método de
Monier-Williams™'*', podendo ser citados, entre outros:
o método combinado de Monier-Williams-cromatografia
liquida de alta eficiéncia'’; a cromatografia de ions, com
separagdo em coluna de exclusido de anions'; a titulagdo
direta com iodo, ap6s uma rapida destilagdo's; a titulagdo
com iodo'’; o método enzimatico'’; a cromatografia
liquida de alta eficiéncia'®* e a analise por injecdo em
fluxo* .

O laboratério deve assegurar suficiente qualidade
e confiabilidade dos resultados obtidos nos ensaios
quimicos realizados. O desenvolvimento de métodos de
analise deve ser acompanhado de valida¢ao. O Inmetro*,
em 2010, indicou as orientagdes a serem seguidas pelo
laboratdrio para o processo de validagdo de um método
analitico. A validagdo de um método estabelece, por meio
de estudos sistematicos, que ele é adequado a finalidade,
isto é, suas caracteristicas de desempenho sdo capazes de
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produzir resultados correspondentes as necessidades do
problema analitico. As caracteristicas de desempenho do
método devem estar explicitas, devendo incluir, quando
aplicavel: seletividade, linearidade, faixa de trabalho
e faixa linear, sensibilidade, limite de deteccio (LD),
limite de quantificacao (LQ), tendéncia/recuperagio,
precisio (repetitividade, precisdo intermedidria e
reprodutibilidade) e robustez.

A Anvisa®, em 2003, aprovou o “Guia para
validagdo de métodos analiticos e bioanaliticos”,
cujo objetivo é auxiliar os pesquisadores dos centros
analiticos na validagdo e no desenvolvimento de
metodologias.

Uma das exigéncias da norma ABNT ISO/IEC
17025:2005% é a validagdo de métodos nao normalizados,
métodos criados/desenvolvidos pelo proprio laboratdrio,
métodos normalizados ampliados, modificados ou
usados fora dos escopos para os quais foram concebidos.
A validagdo ¢é a confirmagiao por exame e fornecimento
de evidéncia objetiva de que os requisitos especificos
para um determinado uso pretendido sao atendidos.

A recuperagdo do analito pode ser estimada
pela analise de amostras fortificadas com quantidades
conhecidas dessa substancia (spike). O ensaio de
recuperagdo analitica é um dos métodos normalmente
utilizados para avaliar a tendéncia de um método.
A exatiddo ¢ avaliada numericamente por meio da
tendéncia®.

Linearidade é a habilidade de um método em
produzir resultados que sejam diretamente proporcionais
a concentracdio do analito, em uma dada faixa de
concentragdo. A quantificagdo requer que se conhega a
dependéncia entre a resposta medida e a concentragdo
do analito. A linearidade ¢ formulada como expressdo
matematica. A equagdo da reta que relaciona as duas
variaveis é y=a+bx, sendo y = resposta medida; x =
concentragdo; a = interse¢ao com o eixo y, quando x =
0 e b = inclina¢do da curva analitica = sensibilidade. A
linearidade de um método pode ser observada pelo grafico
dos resultados dos ensaios em fun¢io da concentracio do
analito e verificada a partir da equagao da regressao linear,
determinada pelo método dos minimos quadrados. O
coeficiente de correlagdo linear (r) é frequentemente
utilizado para indicar o quanto a reta pode ser considerada
adequada como modelo matematico*. Este pardmetro
permite uma estimativa da qualidade da curva obtida,
pois quanto mais proximo de 1,0, menor é a dispersao do
conjunto de pontos experimentais e menor ¢ a incerteza
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dos coeficientes de regressao estimados. Um coeficiente
de correlagdo (r) maior que 0,999 é considerado como
evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de
regressao. A Anvisa® recomenda um coeficiente de
correlagdo igual a 0,99.

Para qualquer método quantitativo, existe uma
faixa de concentra¢des do analito ou valores da propriedade
no qual o método pode ser aplicado. A faixa de trabalho
deve cobrir a faixa de aplicagdo para a qual o ensaio vai
ser usado e a concentragdo mais esperada da amostra
deve, sempre que possivel, se situar no centro da faixa
de trabalho. No limite inferior da faixa de concentragio,
o fator limitante é o valor do limite de quantificagdo. No
limite superior, os fatores limitantes dependem do sistema
de resposta do equipamento de medi¢ao®.

O limite de quantificagdo é também denominado
“Limite de Determinagdo” Na pratica, corresponde
normalmente ao padrio de calibragio de menor
concentragdo (excluindo o branco). Segundo o Inmetro*,
para a analise em nivel de tragos, é recomendado adotar
0 LQ como a concentracdo mais baixa da curva analitica
obtida com o nivel satisfatorio de precisao e exatidao.

A sensibilidade é refletida na menor diferenga
de concentragio que é mensuravel por um método. E
um parametro que demonstra a variagdo da resposta
em funcio da variacdo da concentracio do analito.
A sensibilidade depende da natureza do analito e
da técnica de deteccdo utilizada sendo determinada
simultaneamente aos testes de linearidade e expressa
pela inclina¢ao da curva de regressao na faixa linear. O
método é mais sensivel quando pequenas variagdes de
concentragdo resultam em maior variagdo na resposta,
ou seja, maior inclinacao.

Precisdo é um termo geral para avaliar a
dispersao de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes
ou padrdes, em condigoes definidas. E normalmente
determinada para circunstincias especificas de medigdo
e as trés formas mais comuns de expressa-la sdo: por
meio da repetitividade, precisdo intermediaria e da
reprodutibilidade, sendo usualmente expressas pelo
desvio-padrdo e coeficiente de variagdo. O numero de
replicatas para cada nivel de concentragdo deve expressar
a rotina do laboratério*. Uma maneira simples de
melhorar a precisdo é aumentar o numero de replicatas.

A seletividade avalia o quanto o método é
indiferente a presenca de espécies que poderiam interferir
na determinacdo do analito na amostra. A matriz da
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amostra pode conter componentes que interferem
no desempenho da medigdo. Os interferentes podem
aumentar ou reduzir o sinal, e a magnitude do efeito
também pode depender da concentragao. Se a seletividade
nao for assegurada, a linearidade, a tendéncia e a precisao
estardo seriamente comprometidas™.

O presente estudo teve como objetivo verificar
parametros analiticos de validagdo, tais como limite de
quantificagdo (LQ), faixa de trabalho (aplicagdo) e faixa
linear, linearidade, taxas de recuperagio (exatiddo),
precisao (repetitividade), sensibilidade e seletividade do
método Monier-Williams otimizado, empregando acido
cloridrico na etapa de destilagdo, como preconizado pela
AOACY, para a determinagdo analitica de dioxido de
enxofre em amostras de sucos de frutas (caju, maracuja,
uva), agua de coco e cogumelo em conserva. Houve
também comparagdo da exatiddo e precisio do método
em baixa e alta concentracio de SO,, empregando-se
acido cloridrico ou acido fosfdrico na etapa de destilagao,
visto que trabalhos publicados™’ citam o uso de acido
fostérico. Fazio e Warner® justificar que a substitui¢ao do
acido cloridrico pelo fosférico representa uma redugéo
favoravel na temperatura de fervura na destilagdo,
em aproximadamente 30°C, devendo-se, contudo, tal
alteragdo ser mais bem avaliada, tendo em vista que
o acido fosférico é mais fraco que o acido cloridrico,
podendo revelar resultados desfavoraveis de recuperagéo.

MATERIAL

Amostras

No periodo de mar¢o a setembro de 2008, foram
avaliadas um total de 22 amostras comerciais, sendo trés
de suco de caju integral, seis de suco de maracuja integral,
cinco de suco de uva integral, duas de d4gua de coco e seis
de cogumelo em conserva.

Equipamentos e vidraria

Balanga analitica com resolugdo de 0,1 mg;
banho de ultrassom; nitrogénio gasoso comum (pureza
98,5 %); sistema de purificagdo de dgua tipo I (ultrapura
ou desionizada); buretas de 5, 10 e 25 mL; pipetas
volumétricas 1, 2, 4, 5, 10, 20 e 50 mL; aparelho para a
determinacio de didxido de enxofre com sistema de
destilagao (Figura 1) constituido por balao (de reagdo) de
fundo chato de 500 mL com entrada (junta 24/40) para
nitrogénio gasoso e saida (junta 24/40) para condensador
de Liebig do tipo liso (juntas 24/40); manta aquecedora;

erlenmeyer de 500 mL com boca esmerilhada (frasco A);
erlenmeyer de 125 mL comum (frasco B) e conexdes.

Figura 1. Aparelho para determinagio de SO,

Reagentes e solugdes

Sulfitodesodio; acidofosférico;iodeto depotassio;
acido cloridrico concentrado; peréxido de hidrogénio
a 3 % recém-preparado com agua desionizada; acido
cloridrico 4 M; hidréxido de sédio 0,05 M padronizado
com biftalato de potassio e fenolftaleina; sulfito de s6dio
0,05 M padronizado, indicador vermelho de metila
(0,2 % m/v em etanol a 95 %); dicromato de potassio
0,0167 M (= 0,1 N); tiossulfato de s6dio 0,1 M e soluciao
de amido a 1 %. Os reagentes foram de grau analitico.
A agua utilizada no preparo de solugdes-padrao e na
dissolu¢ao da amostra no balao foi do tipo I (ultrapura),
fervida e colocada no banho de ultrassom.

METODOS

Padronizacio da solugio de sulfito de sodio 0,05 M

A solugdo de sulfito de sodio 0,05 M foi
padronizada com solugdo de dicromato de potassio
0,0167 M (= 0,1 N), iodeto de potassio, acido cloridrico
concentrado, titulando-se o iodo liberado com a soluciao
fatorada de tiossulfato de sddio 0,1 M. A padronizagdo
foi feita diariamente e, as concentracdes obtidas foram
consideradas como valor tedrico de SO, e utilizadas nos
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célculos de comparagido com os resultados obtidos pelo
método Monier-Williams otimizado.

Método Monier-Williams otimizado

A andlise quantitativa de diéxido de enxofre nos
alimentos foi realizada pelo método de Monier-Williams
otimizado, tendo como referéncia o descrito na AOAC",
utilizando como preconizado o acido cloridrico 4 M na etapa
de destilagdo. O resultado foi expresso em SO, e calculado
em mg/L ou mg/kg (ppm), conforme a Equagao 1.

Equacdo 1

SO, mg/kg (ppm) = (V,-V,) * M * £ * 32,03 * 1.000

m

V, = volume (mL) de NaOH de molaridade M gasto na titulagio da
amostra

V, = volume (mL) de NaOH de molaridade M gasto na titulagdo do
branco

M = molaridade da solugéo de hidréxido de s6dio
f = fator da solu¢do de hidréxido de sédio obtido na padronizagao

m = massa (g) da amostra

Foramutilizadosossucosdefrutasdotipointegral,
sendo homogeneizados pela agitacio da embalagem
fechada antes da tomada da amostra (50 g). As amostras
de cogumelo em conserva foram drenadas, picadas em
pequenos pedagos com faca e imediatamente pesadas
(50 g) para inicio da analise. O método consistiu,
basicamente, em: montar a aparelhagem conforme
a Figura 1; adicionar nos frascos A e B, 43 mL e 7 mL
de peroxido de hidrogénio a 3 %, respectivamente;
acoplar os frascos no conjunto de destilagao, devendo
estar mergulhados em banho de gelo; adicionar 150
mL de agua desionizada no baldo de reagao; pesar 50 g
da amostra e transferéncia quantitativa para o balao de
reagdo com auxilio de agua; adicionar 90 mL de acido
cloridrico 4 M; vedar imediatamente a entrada do balao
iniciando a passagem de gas nitrogénio a menor vazao
possivel para borbulhamento no frasco B; iniciar o
resfriamento do condensador com agua; ligar a manta
aquecedora e manter a ebulicdo por 2 horas. Remover
os frascos A e B do conjunto de destilacdo; transferir a
soluc¢ao do frasco B para o frasco A com auxilio de agua;
adicionar 3 gotas de indicador vermelho de metila 0,2 %
e titular com solu¢do de hidréxido de sédio 0,05 M até
o ponto de viragem de coloragido amarela que persista
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mais que 20 segundos. Realizar a titulagdo diaria de
um branco de 50 mL de peréxido de hidrogénio a 3 %,
nas mesmas condi¢cdes para corre¢do dos resultados.
Preparar a amostra (homogeneiza¢io), pesar e iniciar a
analise o mais rapido possivel para evitar perda de sulfito
labil. Examinar também cada junta para certificagdo do
vedamento do aparelho (Figura 1).

Modificagoes do método Monier-Williams otimizado

Houve poucas alteracbes do método, como
aumento da concentragio da solucdo titulante de
hidréxido de sédio (NaOH) de 0,01 M para 0,05 M,
facilitando a visualizagdo do ponto final da titula¢ao,
utilizando o indicador vermelho de metila. O tempo
total de aquecimento e destilacdo foi estabelecido em
2 horas, para que todo o SO, que estivesse na forma
combinada fosse liberado e destilado (o método
preconiza 1,7 h). Os frascos coletores (A e B) com solugado
de H,0, foram colocados em béquer, acrescentando-se
cubos de gelo para manter a temperatura da solugdo
resfriada, evitando-se escape do gis SO, para o ar.
Essas pequenas alteragbes ndo mudaram o principio
do método, mas forneceram condig¢des adicionais para
que, no procedimento de andlise, houvesse menores
perdas de SO.,.

Comparaciao entre o uso de acido cloridrico e acido
fosforico

Foi realizada a comparagdo da exatidao e precisao
entre o uso de é4cido cloridrico 4 M (90 mL) e o é4cido
fosférico concentrado (30 mL), como reagente, na etapa de
acidificacdo, no método Monier-Williams otimizado. Esses
testes foram realizados com 8 repeticoes para padroes de
sulfito de s6dio em baixa concentragdo (44 - 45 mg/L) e 4
repeticoes para alta concentragdo (2.419 - 2.675 mg/L). A
recuperagao relativa média (%) foi calculada dividindo-se
o valor analitico de SO, (mg/L) obtido na andlise segundo
o método Monier-Williams pela concentragdo tedrica de
SO, (mg/L) obtida na padronizagdo da solugio de sulfito de
sddio utilizada na fortificacéo.

Parametros de verificacio do método Monier-Williams
otimizado

Recuperacao

O estudo da recuperagao/tendéncia foi realizado
em 10 concentragdes do padrdo de sulfito de sddio 5;
75 135 445 455 285; 825; 1371; 2419; 2675 mg SO,/L.
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Foram realizadas sempre no mesmo dia, no minimo
em triplicata, as determinagdes de SO, pelo método
Monier-Williams otimizado (AOAC)" e a padronizagido
da solugdo de sulfito de sédio 0,05 M para célculo do
SO, tedrico. O mesmo procedimento foi aplicado
no estudo de recupera¢io de amostras adicionando-
se solugcdes do padrdo de sulfito de sddio 0,05 M,
pelo menos em duas concentragdes (metade e dobro
do teor de SO, encontrado) nas diversas amostras
comerciais de sucos de fruta, agua de coco e cogumelo
em conserva (fortificagdo). Para se evitar perdas de
sulfito por oxidacdo, foi passada corrente de nitrogénio
(borbulhamento do gas nos liquidos) e rapido
fechamento dos frascos, tanto nas amostras como na
solu¢do-padrao de sulfito de s6dio. A fortificagao da
amostra com a adi¢do de solugdo-padrio de sulfito de
sodio 0,05 M foi realizada somente no momento da
analise. O calculo de recuperacgdo (Equagdo 2) seguiu as
orientacdes do Inmetro®.

Equagao 2

Recuperagio (%) = (C1-C2) * 100
C3

C, = concentragdo de SO,, determinada na amostra adicionada de
solu¢do-padrao;

C, = concentracdo de SO,, determinada na amostra diretamente, sem
adi¢do de padrio;

C, = concentragio de SO,, que foi adicionada a amostra.

Linearidade

A linearidade do método Monier-Williams
otimizado foi obtida do grafico dos resultados de SO,
determinado versus SO, tedrico, e verificada a partir
da equagdo da regressio linear, determinada pelo
método dos minimos quadrados. Os coeficientes de
determinac¢ao (r?) e de correlagdo (r) foram utilizados
para indicar evidéncia de um ajuste ideal dos dados
para a linha de regressao.

Faixa de trabalho e faixa linear

A faixa de trabalho ou de aplicagdo foi obtida a
partir da faixa linear de concentragdes de SO, da reta
de regressao (SO, determinado versus SO, teérico). O
limite inferior da faixa de trabalho refere-se ao limite
de quantificagdo e o limite superior, o valor maximo
de concentragdo obtido com exatiddo e precisio
satisfatorios.

Sensibilidade

A sensibilidade foi determinada simultaneamente
aos testes de linearidade e expressa pela inclina¢ao da
curva de regressdo na faixa linear.

Precisao

A precisao foi expressa pela dispersio dos
resultados de repetitividade entre as replicatas das amostras
comerciais e nos niveis de concentragio do padrao de SO,
por meio do coeficiente de variagao (CV), usualmente
expresso em %, também conhecido como desvio-padriao
relativo (DPR), calculado conforme a Equagao 3.

Equagao 3

CV=DPR= DP X 100
CMD

DP = desvio padrio;

CMD = concentragdo média determinada

Limite de quantificacdo (LQ)

O LQ foi estabelecido neste trabalho como
o padrao de sulfito de s6dio de menor concentragdo
medido de forma quantitativa com o nivel satisfatdrio de
precisdo e exatiddo.

Seletividade

Para avaliar a seletividade do método ou o efeito
da matriz foram utilizados os resultados dos ensaios
para as amostras comerciais fortificadas pelo menos em
trés niveis de concentragio (cogumelo em conserva,
sucos de uva e maracuja) e do padrdo SO, utilizando o
teste de comparagdo de inclina¢do de retas analiticas de
recupera¢do das amostras fortificadas versus padrao de
SO,, segundo a analise estatistica de Student™.

Tratamento estatistico dos dados

Comparagao entre o uso de acido cloridrico e fosforico

Para demonstrar a significancia de resultados
decorrentes da alteragdo do método original, recorreu-se
ao teste F (Distribuigdo Fisher-Snedecor) e teste t
(Student)™. O teste F se baseia na comparac¢io de varidncias
F-Snedecor. Nesse teste, o F calculado é obtido por meio
da divisao das variéncias, colocando-se a maior varidncia
no numerador. Ao mesmo tempo, o valor de F tabelado é
obtido, com (n,-1) graus de liberdade no numerador e (n,-
1) graus de liberdade no denominador, para um nivel de
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confianga de 95 %. Os valores de F__e F_ sdo comparados.
SeoF for menor que o F ., ndo hé diferenca estatistica
de variancia entre os grupos estudados. Se as variancias
dos grupos forem semelhantes, os desvios-padrio dos 2
grupos de testes podem ser agrupados e a significincia das
diferengas das médias dos dois conjuntos de amostras pode
ser testada com a distribuicao t de Student, que verifica se
hd diferenca estatistica entre as médias encontradas. Se
as variancias forem diferentes, os desvios-padrdo nao sdo
agrupados, mas também se testa as médias pelo teste t. O
valor de t tabelado é obtido a partir da tabela da distribuicao
de Student para (n, + n, - 2) graus de liberdade e o nivel
de confianga desejado. O nivel de confianga estabelecido
neste trabalho foi de 95 %. Se t. for menor que t ,», Nao ha
diferenca estatistica entre as médias.

Seletividade

O efeito da matriz (seletividade) foi verificado
por meio do teste de comparagio de inclinagdo de retas
analiticas, segundo a andlise estatistica de Student. As
curvas analiticas de recuperagdo das amostras comerciais
fortificadas pelo menos em trés niveis de concentragdo
(suco de uva, cogumelo em conserva e suco de maracuja)
foram construidas obtendo-se a equagdo de reta por
regressdo linear, e as inclinagdoes foram comparadas
com a do padrio de SO, de acordo com as equagdes
apresentadas por Rego®. O valor de t tabelado foi obtido
da distribuicdo t de Student, com (GL, + GL,) graus de
liberdade e a confianga desejada que, neste caso, foi de
95 %. Se o valor de t_,_for menor que o de t_, pode-se
concluir que as inclinagdes foram estatisticamente iguais
e ndo ha efeito de matriz (matriz nao afeta o ensaio). Se o
valor de t_  for maior que o esperado, pode-se concluir
que a matriz tem um efeito significativo sobre o resultado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Comparacido entre o uso de acido cloridrico e acido
fosforico

Os resultados comparativos do uso dos reagentes
acido cloridrico ou acido fosforico, para acidificagdo no
método Monier-Williams, na determinacio de didxido
de enxofre (SO,) a baixas concentragdes (44 - 45 mg/L)
revelaram recuperagodes relativas médias de 95 % (DP=3;
DPR=3 %) para o acido cloridrico e 96 % (DP=3; DPR=3 %)
para o 4cido fosforico. Nas altas concentragdes de SO, (2.419
- 2.675 mg/L) os resultados de recuperagio foram de 107 %
(DP=3; DPR=3 %) para o acido cloridrico e 105 % (DP=2;
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CV=2 %) para o acido fosférico. Nos testes estatisticos
a baixas e altas concentracdes de SO,, o teste F revelou
homogeneidade entre variancias (nao houve diferenca -
nivel de confianca de 95 %) e o teste t (presumindo variancias
equivalentes) evidenciou igualdade estatistica entre as médias
(nivel de confianga de 95 %). Portanto, os acidos cloridrico
ou fosférico podem ser utilizados na etapa de destilacdo do
método Monier-Williams a baixas ou altas concentra¢des
de SO,, sem alteracoes estatisticamente significativas dos
resultados das andlises. Ressalta-se, no entanto, que neste
estudo de verificagdo da metodologia, optou-se pelo acido
cloridrico como preconizado pela AOAC™.

Parametros de verificagao do método Monier-Williams
otimizado

Recuperacao

Os resultados de recuperagio relativa média e
desvio-padrao relativo (DPR) das solugdes-padrao de
sulfito de sddio obtidos nos 10 niveis de concentracio estiao
apresentados na Tabela 1. A recuperagao relativa média
variou de 87 % (5 mg/L) a 109 % (2.675 mg/L) estando de
acordo com o método oficial Monier-Williams (AOAC)"?
que recomenda recuperagao > 80 % na concentragio de SO,
de 10 mg/L, assegurando a exatiddo do resultado analitico.

Limite de quantificagao (LQ)

A concentragao de 5 mg/L (5 ppm), embora com
recuperagao satisfatoria de 87 %, revelou menor precisao
por apresentar maior dispersdo dos resultados (DPR =
13 %) comparado ao DPR_< 8 % para a concentragio
<10,0 pg/mL (ppm) estabelecido pela AOAC* como
valor de desempenho para método-padrio com um
Unico analito. Portanto, neste estudo, estabeleceu-se uma
concentragdo acima, ou seja, 7 mg/L (7 ppm), expresso
em SO,, como o LQ para o método, por apresentar
recuperagao relativa média de 96 % e DPR de 7 %, estando
este valor de concentragdo ainda abaixo do LQ de 10 ppm
estabelecido na validagdo do método (AOAC").

Faixa de trabalho e faixa linear

Segundo a Figura 2(A), os resultados de
recuperag¢do nos 9 niveis de concentragido (exceto 5 mg/L
devido a dispersao), quando plotados na curva de teores
de SO, determinado e tedrico, revelaram faixa linear de
trabalho ou aplicagiao de 7 a 2.675 mg/L, com equagao da
reta y = 1,0647x - 13,8697, coeficientes de determinagéo
(r?) 0,9979 e de correlagao linear (r) 0,9989. No grafico de
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Tabela 1. Recuperagio relativa de didxido de enxofre das solugdes-padrio de sulfito de sédio nos niveis de concentragao

SO, tedrico SO, encontrado SO, encontrado DP DPR (%) Recuperagio Recuperagao
(mg/L) C* Variagio (mg/L) Média (mg/L) CMD** Média (%) Variagio (%)
2.675 2.893 - 2.932 2.913 28 1 109 108 - 110
2.419 2.488 - 2.621 2.555 94 4 106 103 - 108
1.371 1.327 - 1.394 1.368 32 2 100 97 - 102
825 868 - 917 886 27 3 107 105- 111
285 270 - 288 278 8 3 97 95-101
45 41 - 43 42 1 3 94 91 - 96
44 40-44 42 2 4 96 91 -100
13 11-12 11 1 5 87 85-92
7 6-7 7 1 7 96 86 - 100
5 4-5 4 1 13 87 80 - 100

*C = Concentragdo de SO, tedrico obtido na padronizagio da solugdo de sulfito de sédio 0,05 M

**CMD = Concentragio média determinada de SO, analitico encontrado no método Monier-Williams otimizado

Recuperagio (%) = (CMD/ C) x 100
DP = Desvio padrao
DPR = desvio padrao relativo = DP/CMD *100

residuos (concentracao versus diferenca entre a resposta
e o valor calculado pela equagdo da reta de regressdo)
pode ser evidenciada a inexisténcia de tendéncia,
sendo os pontos independentes e nao correlacionados,
distribuidos aleatoriamente em torno do zero.

200
2100

© 100

Gréfico de residuos

*
* LR

b
50 1000 gﬂm 200 g50o

E

$02 tebrico (ppm)

y=1,0647x- 13,8697

SO2 determinado (ppm)

1000

0 500 1000 1500 2000 2500 3000

S02 tedrico (ppm) A

v =1,0488x - 49567
R2 =0,9933 r=0,9966
Suco de maracuid

y =1,0726x -7,0385 v =0,9683x -2,969
R2 =0,9819 r=0,9909

Cogumelo_em conserva

b
282

Padrdo de S02 o de wa

\
\

$02 determinado (ppm)
@ a0 @ N
8 8
8 8

Figura 2. (A) Curva de regressao dos teores de SO, tedrico e determi-
nado no método Monier-Williams otimizado e Grafico de residuos.
(B) Comparagdo da inclinagdo das curvas de regressio do padrao SO,
e das amostras comerciais fortificadas no estudo da seletividade do
método Monier-Williams otimizado

Linearidade

O coeficiente de correlacio linear (r) de 0,9989
da curva de regressao dos resultados de recuperagio do
padrao sulfito de sédio foi maior que o valor minimo
de (r) 0,99 preconizado pela Anvisa®, considerando-se,
portanto, evidéncia do ajuste ideal dos dados para a linha
de regressao bem como da linearidade.

Sensibilidade

A sensibilidade foi determinada simultaneamente
aos testes de linearidade e expressa pela inclinagdo da
curva na faixa de trabalho, lembrando-se que, quanto
maior a inclina¢io, maior é a sensibilidade. Neste estudo,
a sensibilidade foi de 1,0647, correspondente ao angulo de
inclinagdo de 46,8°, muito préximo a 45°, indicando que
varia¢des de concentracio (eixo x) resultam em varia¢des
diretamente proporcionais na resposta (eixo y), ou seja,
equivaléncia entre o valor tedrico e o valor medido, bem
como auséncia ou minimizac¢ao de erros sistematicos.

Precisao

A precisdo no estudo de recuperagdo das solugdes-
padrdo de sulfito de sédio nos 9 niveis de concentragdo
(exceto 5 mg/L) ficou estabelecida pelo desvio-padrao
relativo (DPR) que revelou variagdo de 1 a 7 % (Tabela 1).
O valor de DPR maximo obtido neste trabalho, de 7 % para
a concentragdo de 7 mg/L (ppm), pode ser considerado
satisfatorio, segundo a AOAC¥, que apresenta para
concentragao <10,0 pg/mL (ppm) um DPR_< 8 % como
valor de desempenho para um unico analito.
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Tabela 2. Teores de diéxido de enxofre encontrados nas amostras comerciais de sucos, 4gua de coco e cogumelo em conserva

Marca / SO, (mg/kg) SO, (mg/kg) DP DPR
Amostras
Lote Média* Variagao (%)

A 284 276-298 12 4

Suco de caju B 198 194-202 4 2
C 194 186-201 7 4

A -Lote 1 133 131-134 1 1

A -Lote2 121 119-123 2 2

B 117 108-126 9 8

Suco de maracuja

C-Lote 1 118 111-122 6 5

C - Lote 2 138 133-142 4 3

D 87 76-95 7 8

A <LQ <LQ - ;

B <LQ <LQ

Suco de uva C-Lotel 10 10-11 0,4 4
C - Lote 2 <LQ <LQ - -
C-Lote3 20 16-23 3 16

Agua de coco 12 65 61-71 5 8
F 48 47-49 1 2

G 1130 1052-1180 69 6

H 64 63-65 1 2

Cogumelo em conserva ! 70 067> ¥ i
J 8 8 0,2 3

K- Lote 1 35 35 0,2 0

K- Lote 2 33 32-35 2 5

LQ = limite de quantificagdo (7 mg/kg)

Teor de diéxido de enxofre nas amostras comerciais

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos de
SO,, nas amostras de sucos integrais de caju, maracujd
e uva, agua de coco e cogumelo em conserva. Os teores
médios de SO, encontrados nos sucos variaram de 194 a
284 mg/kg para caju, de 87 a 138 mg/kg para maracuja,
menor que LQ a 19 mg/kg para uva e de 48 a 65 mg/
kg para agua de coco. Estes valores estavam de acordo
com a legislagdo brasileira de aditivos intencionais, do
Ministério da Saude. Os resultados de SO, das 6 amostras
de cogumelo em conserva variaram de 8 a 1.130 mg/kg,
sendo que 3 amostras revelaram teores médios de SO,
superiores ao limite maximo estabelecido pela legislagao
brasileira, que é de 50 mg/kg. Uma amostra apresentou
elevado teor de SO, (1.130 mg/kg). Verificaram-se teores
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*Média de triplicata DP = Desvio-padrao

DPR = Desvio-padrio relativo

de SO, muito préximos para as amostras comerciais de
mesma marca com diferentes lotes.

Yabiku et al*’, em anadlise de 473 amostras de
sucos de frutas naturais, do tipo integral, de diversas
marcas, encontraram em 51 % das amostras valores
de SO, acima da legislagdo, sendo que o suco de caju
¢ o que apresentou valor mais elevado, atingindo o
maximo de 1439 mg/kg. Bragagnolo et al*, avaliou o
teor de dioxido de enxofre de 25 amostras comerciais
de cogumelos em conserva e verificou que 68 %
encontraram-se acima dos 50 mg/kg permitidos pela
legislagao vigente, sendo que os niveis variaram de nao
detectado a 1.052 mg/kg. Machado'', em 39 sucos de
fruta analisados, concluiu que as amostras continham
concentracdo de SO, dentro do limite da legislacao e
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Tabela 3. Recuperagdo de SO, das amostras comerciais adicionadas de padrao sulfito de s6dio
SO, (mg/kg) na SO, (mg/kg)

Amostra amostra na amostra adsi(c)ii)g:gf)k(g(): ) Recu}() ;gagao* R:;c:dp;:r(a‘;‘;:)lo DP I?;: ;{
fortificada (C)) (C) 9
283 74 120
277 194 73 114 113 8 7
de cai 286 88 105
Suco de caju 459 236 112
465 194 234 116 112 4 3
446 232 109
331 198 108
348 118 212 108 105 6 5
296 180 99
166 43 110
» 166 118 43 112 115 7 6
Suco de maracuja 171 43 122
176 64 92
156 117 43 91 92 1 1
143 50 112
139 87 50 104 108 6 5
251 238 105
247 <LQ 238 104 102 5 5
230 238 97
78 83 94
83 <LQ 83 100 95 4 4
76 83 92
227 240 95
Suco de uva 297 <LQ 240 124 108 15 14
279 267 104
52 47 111
41 <LQ 47 87 97 12 12
44 47 94
120 93 108
118 20 93 105 108 3 2
123 93 111
78 29 103
77 48 29 100 101 3 3
Agua de coco 7 2 .
162 112 104
166 46 112 107 105 2 2
161 112 103
182 121 98
185 64 131 92 96 4 4
174 111 99
53 16 112
Cogumelo em conserva 49 35 16 88 98 13 13
50 16 94
101 81 84
91 33 81 72 81 9 11
105 81 89

*Recuperagio (%) = (C,-C,)*100/ C, (Inmetro, 2010)°C, = concentragdo de SO,, determinada na amostra adicionada de solugio padrao (fortificada);
C, = concentragio de SO, determinada na amostra diretamente, sem adi¢ao de padrao;

C, = concentragio de SO,, que foi adicionada a amostra.

DP = Desvio-padrao DPR = Desvio-padrio relativo

37



Nagato LAF, Takemoto E, Della Torre JCM, Lichtig jlin memorian) Verificagdo do método Monier-Williams otimizado na determinagdo de
didxido de enxofre em sucos de frutas, agua de coco e cogumelo em conserva. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2013; 72(1):28-40.

que a maioria delas estava abaixo de 50 % do limite
maximo permitido.
Recuperagdo de SO, nas amostras comerciais
fortificadas

Na Tabela 3 estdo apresentados os teores de
SO, determinados nas amostras comerciais fortificadas
(C,)); o teor inicial obtido na amostra (C,), os valores
adicionados (C,), os resultados de recuperagio e
recupera¢do média, desvio-padrao (DP) e desvio-padrio
relativo (DPR), tendo-se o minimo de 2 e 0 maximo de
5 niveis de concentragdo na fortificagdo. As recuperagoes
médias para os sucos foram de 112-113 % para
caju; 92-115 % para maracujd; 95-108 % para uva;
101-105 % para a agua de coco e 81-98 % para o
cogumelo em conserva. Os resultados de recuperagdo
de SO, nas amostras comerciais com variagdo de
81 % a 115 % estdo de acordo com as recomendagdes da
AOAC", que preconiza valores > 80 %, para alimentos
fortificados. O DPR com minimo de 1 % e maximo de
14 % também foi inferior ao DPR, de 16,9 % para suco
de fruta, estabelecido no estudo interlaboratorial para
sulfitos (AOAC'? — Tabela 990.28).

Seletividade

Referente a seletividade ou efeito de matriz,
a Figura 2 (B) apresenta as curvas de regressdo
linear de SO, tedrico e SO, determinado no método
Monier-Williams para o padrio sulfito de sodio e
amostras de suco de uva, cogumelo em conserva e
suco de maracuja fortificadas pelo menos em trés
niveis de concentracdo (resultados da Tabela 3). O
padrdo SO, na faixa de concentra¢do de 7 a 825 mg/L
revelou linearidade com equagao da reta y = 1,0726x
- 7,0385 e coeficiente de correlacio (r) 0,9990. O
coeficiente angular da reta (1,0726) corresponde ao
angulo aproximado de 47°, indicando sensibilidade
satisfatoria. Segundo as equagdes de regressdo
das amostras fortificadas, a mesma tendéncia de
linearidade e sensibilidade foi verificada. Tem-se um
pequeno distanciamento da curva de regressao para o
cogumelo em conserva, devido, provavelmente, ao seu
estado solido, comparado as outras matrizes liquidas
que favorecem a remogdo do SO, (livre e ligado).

As concentracoes de SO,, os graus de liberdade
(referente ao niimero de repeticoes) e as equagdes da reta
de regressao foram utilizadas no teste de comparagio
de inclinagdo de retas, segundo a analise estatistica
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de Student®®. Aplicando-se o teste t-Student para as
inclinagdes das retas de recuperagdo do padrao de SO,
(b,=1,0726) e do suco de uva fortificado (b,=1,0714),
com critério de aceitacdo de 95 %, obteve-se t .=0,003 e
t =2,034. Comot_ <t pode-se concluir que blzbz, isto
é, os coeficientes angulares das retas foram equivalentes,
nao havendo efeito de matriz.

O teste t-Student para inclinagdes também foi
aplicado para as outras amostras, revelando para o
cogumelo em conserva tcalC=1,358 < ttab=2,052, e suco
de maracuja t =0,447 <t =2,048, evidenciando a nao
existéncia de efeito de matriz para as amostras comerciais
avaliadas. Os resultados estatisticos mostraram a nao
influéncia das matrizes de sucos de uva, maracuja
e cogumelo em conserva, o que pode também ser
observado pelas pequenas variagdoes das inclinagdes
das retas apresentadas na Figura 2(B). Portanto, ficou
estabelecida a seletividade do método Monier-Williams
na determinagido de didoxido de enxofre e, portanto,
os estudos de linearidade, limite de quantificagio,
sensibilidade, exatiddo e precisao podem ser realizados
na curva padrao (sem as respectivas matrizes).

Osresultados do estudo de verificagdio mostraram
que o desempenho do método Monier-Williams
otimizado foi adequado para a andlise de didxido de
enxofre, com limite de quantificagao de 7 mg/L, faixa
linear de trabalho de 7 a 2.675 mg/L, coeficiente de
determinacdo (r?) de 0,9979, sensibilidade de 1,0647,
recuperagao de 87 — 109 %, repetitividade com DPR < 7
%, sendo seletivo sem influéncia de matriz para os sucos
integrais de uva, maracuja e cogumelo em conserva.

CONCLUSAO

O método Monier-Williams otimizado revelou
seletividade, boa precisdo e exatiddo na determinagédo de
diéxido de enxofre (SO,) em sucos de frutas, 4gua de coco
e cogumelo em conserva. A faixa linear de trabalho, o
limite de quantifica¢do e a sensibilidade foram adequados
para os teores que sio encontrados normalmente nas
amostras de alimentos.

Os altos niveis de SO, nos cogumelos em
conserva evidenciam uma preocupacio de saude
publica, necessitando melhoria no controle de qualidade
industrial e maior atuacdo da fiscalizagao, assegurando a
saude do consumidor.

Apesar do método de Monier-Williams otimizado
demandar tempo longo de andlise, ele é simples,
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reprodutivo e ndo requer reagentes e equipamentos
caros, possibilitando o uso da metodologia na rotina dos
laboratdrios de controle de qualidade.
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RESUMO

O alfa-tocoferol ¢ a forma biologicamente mais ativa da vitamina E. Sua principal fungio estd associada
a capacidade antioxidante, que protege as membranas celulares dos danos ocasionados pelos radicais
livres. Pela importancia da ingestdo adequada desta vitamina e pela escassez de dados brasileiros
sobre seu teor nos alimentos, no presente estudo foi determinada a concentragdo de alfa-tocoferol em
castanhas de caju e o valor obtido foi comparado ao requerimento nutricional em vitamina E. Foram
analisadas quatro marcas de castanhas de caju torradas, obtidas em supermercados de Natal/RN. O
alfa-tocoferol das amostras foi obtido pela extragdo lipidica e sua determinagio foi realizada por meio
de CLAE. Os valores da concentragdo de alfa-tocoferol nas castanhas analisadas foram expressos
em média e desvio padrdo. A concentragio média de alfa-tocoferol em 100 g de castanha de caju
torrada foi de 0,96 + 0,12 mg. A quantidade desta vitamina contida na por¢iao média de castanha de
caju consumida pela populagdo entrevistada foi correspondente a 3,6 % do requerimento nutricional
diario em vitamina E. Conclui-se que as castanhas torradas analisadas ndo podem ser consideradas
como boas fontes de alfa-tocoferol, em virtude de ndo terem atingido a porcentagem de 10 a
20 % do requerimento nutricional diario.

Palavras-chave. castanha de caju, alfa-tocoferol, recomenda¢bes nutricionais.

ABSTRACT

Alpha-tocopherol is the most biologically active form of vitamin E. Its main function is related to the
antioxidant activity, which protects the cell membranes from damage caused by free radicals. Given to the
importance of adequate intake of this vitamin and the scarcity of Brazilian data on their contents in foods,
this study aimed at determining the alpha-tocopherol concentration in cashew nuts, and these findings
were compared with the vitamin E nutritional requirement. In this context, four brands of roasted cashew
nuts purchased in supermarkets in Natal/RN were analyzed. The alpha-tocopherol was extracted from
samples by lipid extraction, and its determination was performed by HPLC. The alpha-tocopherol values
in the analyzed nuts were expressed as mean and standard deviation. The average concentration of alpha-
tocopherol in 100 g of roasted cashew nuts was 0.96 + 0.12 mg. The amount of this vitamin contained in
the medium portion of cashew-nuts consumed by the interviewed population was equivalent to 3.6 % of
the daily nutritional requirement for vitamin E. The analyzed toasted nuts cannot be considered as good
sources of alpha-tocopherol, as they did not reach the percentage of 10 to 20 % of the daily nutritional
requirement.

Keywords. cashew nut, alpha-tocopherol, nutrition policy.
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INTRODUCAO

O termo “vitamina E” é utilizado para descrever
uma familia de oito compostos estruturalmente
relacionados, abrangendo alfa, beta, gama e delta-tocoferol.
Essanomenclaturainicial também designa os tocotriendis'.
O alfa-tocoferol possui uma mistura equivalente de oito
estereoisdbmeros, dependendo de como os carbonos
quirais presentes na cauda fitil se ligam ao anel cromanol.
A conformagdo RRR-alfa-tocoferol é a forma quimica que
possui a maior atividade biologica’.

Nos seres humanos, a vitamina E é absorvida
juntamente com os lipideos da dieta na regido proximal
do intestino delgado e, em seguida, é incorporada aos
quilomicrons, sendo lan¢ada na linfa e, posteriormente,
chega a corrente sanguinea. Todas as formas quimicas
de vitamina E sdo igualmente absorvidas pelo intestino,
0 que sugere que ndo ha uma seletividade especifica
durante esse processo’. A vitamina E atinge o figado
via quilomicrons remanescentes e, nesse Orgdo, a
proteina transportadora de alfa-tocoferol e incorporada
as lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL),
seletivamente aos demais tipos de tocoferdis absorvidos.
Essas outras formas de vitamina E sdo bem menos retidas
no organismo, sendo excretadas via bile, urina ou por vias
desconhecidas®. Dessa forma, a absor¢do dos homologos
da vitamina E é semelhante, porém o alfa-tocoferol é
predominante no sangue e tecidos’.

A principal fun¢ao da vitamina E (em particular
do alfa-tocoferol) é proteger os lipideos poliinsaturados
constituintes da membrana celular contra o ataque
dos radicais livres. Outras fung¢des se relacionam a
estabilizagdo da membrana por meio da formagdo de
complexos com os produtos da hidrdlise lipidica da
mesma, como os acidos graxos livres. O alfa-tocoferol
¢ um eficiente removedor de radicais peroxil, sendo,
portanto, capaz de interromper a cadeia de reagdes de
propagacio envolvendo esse radical livre. E importante
salientar, ainda, que o radical tocoferil proveniente
das reagdes com os radicais livres pode ser regenerado
para a forma alfa-tocoferol por reagdes ciclicas de
redox envolvendo a Coenzima Q. Sendo assim, o alfa-
tocoferol é importante na preservagao da integridade das
membranas celulares.

A ingestdao inadequada de vitamina E tem
sido relacionada ao desenvolvimento de doencas
degenerativas, como o cancer, a arteriosclerose e outras
patologias cardiacas®. A literatura dispoe de estudos nos

quais foram observadas situagdes de baixo consumo
dessa vitamina pela populagdao”.

De acordo com as Dietary Reference Intakes
(DRI), a recomendagdo didria de vitamina E para
individuos saudaveis, a partir dos 14 anos, é de 15
mg de alfa-tocoferol. No estabelecimento dessas
recomendacdes, leva-se em consideracdo a forma
alfa-tocoferol da vitamina, uma vez que as outras
formas de tocoferdis e os tocotrienodis, apesar de serem
absorvidas, ndo podem ser convertidas na forma bioativa
e sdo fracamente reconhecidas no figado pela proteina
transportadora de alfa-tocoferol’.

As fontes mais ricas em vitamina E sdo os 6leos
vegetais. Outras boas fontes do micronutriente incluem
partes de plantas ricas em lipideos, tais como sementes,
graos e castanhas''.

Segundo Sancho'’, a castanha de caju é o
verdadeiro fruto do cajueiro e apresenta grande valor
comercial no Brasil e no exterior. Esse fruto é comestivel
depois de assado e bastante apreciado como tira-gosto
ou na confecgdo de doces. Em alguns paises, a castanha
também é consumida crua e exerce uma consideravel
competitividade com a produgdo de nozes, amendoins,
avelas, pistaches, entre outros®.

Tem-se pouco conhecimento sobre a
concentragdo do alfa-tocoferol em alimentos tipicamente
brasileiros, como a castanha de caju. Assim, o objetivo
deste trabalho foi quantificar o alfa-tocoferol em castanhas
de caju adquiridas em grandes supermercados da cidade
de Natal/RN e comparar esse valor ao requerimento
nutricional de vitamina E para humanos.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas quatro tradicionais marcas
(A, B, C e D) de castanhas de caju, adquiridas em
grandes supermercados da cidade de Natal/RN, cuja
fabricagdo tenha sido realizada com o prazo maximo
de um més até a data de andlise, para evitar possiveis
perdas da vitamina E por agentes externos.

As castanhas de caju foram transportadas até o
Laboratério de Bioquimica dos Alimentos e da Nutrigao,
localizado no Departamento de Bioquimica da UFRN.
Em seguida, foi realizada a extragao do alfa-tocoferol e
sua determinagdo ocorreu por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE).

Realizou-se a extragdo lipidica das castanhas
de caju de cada marca e, para tanto, foram pesados
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50 g do produto, que foram triturados com um pistilo
e adicionados de 50 mL de soluc¢io salina a 0,9 %. Para
forma¢ao do homogeneizado, a mistura foi fracionada
em um Mixer por 5 minutos e, em seguida, foram
retiradas duas aliquotas de 1 g, as quais acrescentou-se
1 mL de alcool etilico 95 % (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil).
A extragio foi realizada utilizando hexano (Quimex, Sdo
Paulo, Brasil), conforme adaptagao do método de Ortega
etal™.

Foram adicionados 2 mL de hexano a cada tubo,
contendo o homogeneizado e o élcool etilico 95 %, em
seguida as amostras foram agitadas durante 1 minuto
e centrifugadas por 10 minutos (500 xg), apds os quais
removeu-se a camada hexanica para outro tubo. Esse
procedimento foi realizado trés vezes, sendo obtidos 6 mL
do extrato hexanico, que foi agitado por 1 minuto para a
retirada de uma aliquota de 3 mL de cada amostra extraida.
Esta foi evaporada a 37 °C em banho-maria, obtendo-se o
extrato seco.

Paraarealizacao daaplicagdo, cada extrato seco foi
dissolvido em 500 uL de diclorometano UV/HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) e agitado por 1
minuto. Apds esse procedimento, a amostra redissolvida
foi centrifugada por 2 minutos (500 xg). Foram aplicados
20 pL no cromatdgrafo de marca Shimadzu, com bomba
LC-10 AD Shimadzu, acoplado a um Detector SPD-10A
Shimadzu UV-VIS e integrador Chromatopac C-R6A
Shimadzu com uma coluna LC Shim-pack CLC-ODS
(M) 4,6 mm x 25 cm. A fase movel utilizada foi metanol:
agua (98:2), em sistema isocratico com fluxo de 1,0 mL/
min e comprimento de onda de 292 nm.

A identificagdo e quantificagao do alfa-tocoferol
nas amostras foram estabelecidas por comparac¢ao com o
tempo de retencéo e a area do padréao de alfa-tocoferol. A
concentragdo do padrio foi confirmada pelo coeficiente
de extingao especifico (¢ 1%, 1 cm = 75,8 a 292 nm)
em etanol absoluto (Merck, Sdo Paulo, Brasil), como
utilizado por Nierenberg e Nann'.

A linearidade do método foi verificada pela
curva de calibragdo estabelecida com solugdes padroes
de concentragdes crescentes de alfa-tocoferol (Sigma). A
curva de calibragdo foi construida por regressao linear
(concentragdes dos padroes x area dos padroes) e foi
obtido um valor de r* = 0,9992. Os limites de detec¢io e
quantificagdo foram baseados na linearidade da curva do
padrao, sendo obtidos valores de 0,65 pug/mL e 1,30 pg/
mL, respectivamente. A acurdcia do método foi avaliada,
mostrando recuperagdo superior a 95 %. A precisao do
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método foi verificada por meio do teste de repetitividade
e o coeficiente de variagao obtido foi inferior a 4 %.

A concentracio de alfa-tocoferol nas castanhas de
caju torradas analisadas foi expressa em média e desvio
padrdo e a unidade utilizada foi mg de alfa-tocoferol por
100 g de castanha. Para analise estatistica foi utilizado o
software Statistica 7 (StatSoft, Inc, Tulsa, OK, USA). As
diferencas entre as concentra¢oes de alfa-tocoferol das
marcas de castanha de caju analisadas foram tratadas
utilizando Analise de Varidncia (ANOVA), com teste
post-hoc de Tukey. As diferengas foram consideradas
significativas quando p < 0,05.

Para defini¢do da por¢ao média de castanha de
caju usualmente consumida, foram entrevistados 120
adultos voluntarios residentes na regido da grande Natal.
A amostra foi obtida por conveniéncia e os critérios de
exclusao foram: possuir dislipidemia, diabetes mellitus,
nefropatia ou qualquer patologia ou sintoma que possa
interferir no habito alimentar e, para as mulheres, estar
gravida. Utilizou-se como instrumento auxiliar um album
fotografico. Para elaboracdo deste dlbum, considerou-se
a menor porg¢ao, correspondendo a 5 castanhas (12,5 g),
e as outras 2 referentes a quantidades presentes em
embalagens comercializadas na cidade de Natal/RN
(58,6 g e 100 g). Para facilitar a estimativa da por¢ao
usualmente consumida, foram expostas também as
embalagens contendo castanhas de caju correspondentes
as por¢oes média e grande, contidas nas fotografias.

RESULTADOS

A concentragdo de alfa-tocoferol em 100 g de
castanha de caju torrada, referente as quatro marcas
analisadas, foi de 0,96 + 0,12 mg. Apds a comparagdo
entre as marcas de castanha de caju adquiridas, foi
verificado que a concentragido de alfa-tocoferol da
marca B ¢é significativamente maior que as demais,
sendo p < 0,05.

Por meio de entrevista realizada com 120
individuos adultos acerca da por¢ao de castanha de caju
torrada usualmente consumida, obteve-se uma média
de 56 + 31,5 g desse produto. Considerando o valor da
concentragdo de alfa-tocoferol em 100 g de castanha de
caju torrada obtido neste trabalho e a por¢do usualmente
consumida, equivalente a 56 g para a populagio
entrevistada, pode-se inferir que esta corresponde a
0,54 mg de alfa-tocoferol ou 3,6 % do requerimento
nutricional didrio em vitamina E, tendo em vista que
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a recomendagao ¢ de 15 mg/dia de alfa-tocoferol para
adultos saudaveis a partir dos 14 anos'™. Ja a por¢ao de
100 g de castanha de caju torrada equivale a 6,4 % do
requerimento nutricional em vitamina E (Figura 1).

100 1
90 A
80 1
70 A
60
%50
40
30 A
20 A
10 4

mRDA

0100 g

W Por¢ao média
consumida

Figura 1. Nivel de adequagéo da ingestao de alfa-tocoferol contido em
100 g de castanha de caju e na por¢ao média consumida em relagao ao
requerimento nutricional em vitamina E

DISCUSSAO

A composi¢ao nutricional dos alimentos ¢é
considerada uma informagdo bdsica para que sejam
estabelecidas diversas agoes em saude, desde a prescrigdo
dietética individual a estudos sobre o padrio de consumo
alimentar. Porém, as tabelas de composigdo de alimentos
(TCA) podem apresentar variagdes quanto ao teor
nutricional que precisam ser identificadas e controladas
para que sejam obtidas estimativas proximas da ingestdo
real daquele nutriente. As TCA podem ser consideradas
incompletas quanto a certos nutrientes e a falta de
descricdo dos procedimentos analiticos utilizados pode
comprometer a sua confiabilidade’s.

Nas principais tabelas brasileiras de composi¢ao
de alimentos ndo constam informagdes sobre as
concentra¢oes de vitamina E nos alimentos, ou é
apresentada a concentragio total de compostos
conhecidos genericamente como vitamina E, sem
especificar a quantidade de alfa-tocoferol, que é a
forma quimica biologicamente ativa e, portanto, aquela
relacionada ao requerimento nutricional para essa
vitamina. Por isso, se faz necessiria a realizacio de
analises laboratoriais de alimentos, visando a atualizacdo
de dados precisos nas tabelas de composicéo.

A concentracio média de alfa-tocoferol em
castanhas de caju obtida neste trabalho é superior ao
encontrado por Trox et al'” (0,20 £ 0,03 mg/100 g) e

por Waheed-Uz-Zaman et al*® (0,15 + 0,003 mg/100
g), é inferior ao encontrado por Robbins et al”’ (1,48
+ 0,33 mg/100 g) e estd em concordancia com o valor
apresentado na base de dados do Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA - United States
Department of Agriculture), (0,92 mg/100 g de castanha
de caju)® (Figura 2). J4 uma pesquisa realizada na Austria
nao detectou alfa-tocoferol em castanhas de caju®..

16 - Valor obtido por Robbins
’ etal (2011)
1,4 Vv
/ ® Valor obtido neste trabalho
1,2 1
o0
S Valor considerado pel
.y alor considerado pelo
B USDA
0,6 -/ ® Valor obtido por Trox et
al (2010
0.4 Vv CHD
02 - / [ Valor obtido por Waheed-
’ Uz-Zaman et al (2012)

0

Figura 2. Concentragao de alfa-tocoferol em castanhas de caju torra-
das, em comparagdo a outros estudos ou fontes de informacao

Pode-se observar certa disparidade entre os
valores de concentragdo de alfa-tocoferol em castanhas
de caju obtidos por Trox et al', Waheed-Uz-Zaman
et al'®, Robbins et al” e aqueles determinados nesse
trabalho. A variabilidade das informagdes encontradas
na literatura'”" acerca do conteudo da vitamina E
nos alimentos, em parte, pode ser explicada pelo fato
de que esse teor sofre interferéncia de uma série de
variaveis, como condicbes de cultivo e colheita, clima,
caracteristicas do solo, entre outras®.

Pode-se verificar que, no estudo realizado
por Waheed-Uz-Zaman et al'®, foi utilizado o método
de Soxhlet para extragdo da fracdo lipidica, em que
a amostra foi submetida a temperatura de 80 °C por 6
horas. Além disso, nesse estudo citado anteriormente e
na pesquisa realizada por Trox et al'’, as amostras foram
submetidas ao processo de saponificacao. Segundo Lima
e Gongalves®, a saponificagdo, mesmo em condi¢des
brandas, leva a perdas de tocoferdis em 6leos vegetais,
inclusive em 6leo de améndoa de castanha de caju. Além
disso, o estudo realizado por Rios e Penteado* verificou
que a extragao direta de alfa-tocoferol em alho mostrou
maior recuperagao que o procedimento de saponificagdo
seguido da extragdo. Assim, diferencas metodologicas
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referentes a extracao do alfa-tocoferol presente na
castanha de caju, nos estudos citados'', podem ter
contribuido para essa disparidade entre os resultados
obtidos neste trabalho.

Sugere-se que sejam realizadas pesquisas
laboratoriais como esta para a determinagio da
concentragdo de alfa-tocoferol em alimentos produzidos
nacionalmente, pelo fato de esses dados serem escassos
nas tabelas brasileiras de composi¢do de alimentos, que
sao instrumentos importantes na avaliacdo e prescri¢do
de dietas a nivel individual e coletivo.

Segundo Freitas e Naves®, a castanha de caju é
considerada uma noz verdadeira e as nozes e sementes
comestiveis sdo consideradas boas fontes de vitamina E
para a alimentagdo humana, com destaque para o alfa-
tocoferol.

A por¢do média de castanha de caju consumida
pela populagdo entrevistada corresponde a 3,6 % do
requerimento nutricional em vitamina E, sendo assim,
considera-se que esse alimento nao pode ser classificado
como alimento-fonte de alfa-tocoferol. Essa proposi¢do
esta baseada na defini¢do de alimento-fonte como aquele
que contém mais de 5 % do valor da DRI (RDA ou Al)
em uma porg¢ao usual’.

A castanha de caju é um alimento energeticamente
denso, pois contém um alto teor de lipideos,
aproximadamente de 46 %. Quanto a composi¢do de
acidos graxos em oleaginosas, o conteudo daqueles
classificados como saturados é baixo (4 a 16 %) e a maior
porcentagem se refere aos acidos graxos insaturados.
Diante disso, o perfil lipidico de castanhas em geral e nozes
¢ um dos fatores que contribuem para os efeitos benéficos
a saude, decorrentes do seu consumo frequente. Além
disso, as oleaginosas sao alimentos ricos em proteinas de
alta qualidade, fibras, minerais, fitoesterdis e compostos
fenolicos. Estudos epidemioldgicos tém associado o
consumo de oleaginosas a redugdo da incidéncia de
doengas coronarianas e calculos biliares, em ambos os
sexos, e diabetes, em mulheres?.

Apesar de neste estudo a castanha de caju nao ter
sido classificada como um alimento-fonte de vitamina E,
segundo Freitas e Naves®, o consumo de nozes e sementes
comestiveis deve ser estimulado, considerando suas
propriedades nutricionais e alegagoes de saude. Segundo
Martinez-Lapiscina et al®, o consumo de oleaginosas
pode trazer beneficios quando integrado a um plano
alimentar saudavel. Além dos beneficios a sadde, a
importancia desse incentivo é justificada pelo consumo
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alimentar médio per capita de 0,4 g de oleaginosas/dia,
no Brasil, segundo a Pesquisa de Or¢amento Familiar
(2008-2009).

CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos neste trabalho,
infere-se que a castanha de caju nao pode ser considerada
um alimento-fonte de alfa-tocoferol, por ndo atingir uma
porcentagem acima de 5 % da recomendagao nutricional
didria para esta vitamina em uma por¢do usual de
consumo.
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RESUMO

Neste estudo foram elaboradas conservas de anchoita (Engraulis anchoita), avaliados o processo de
enlatamento e as caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas do enlatado. As conservas foram
elaboradas utilizando-se dois meios de cobertura, tempos de salmouragem e pré-cozimentos, obtendo-
se oito tratamentos distintos. As amostras foram analisadas quanto aos pardmetros fisico-quimicos
e microbioldgicos, bem como a avaliagdo da esterilidade comercial. As avaliagdes microbioldgicas
apresentaram conformidade com a legislagao vigente para conservas de pescado. As conservas de pescado
submetido a salmouragem por 5 minutos, adicionadas de molho de tomate sem pré-cozimento mostraram
o maior percentual de NaCl (0,24 %) e de cinzas (4,10 %). Com relagdo ao teor proteico, 0 maximo valor
de 16,97 % foi detectado no produto enlatado adicionado de éleo de girassol e submetido a 2 minutos de
salmouragem, utilizando-se o pré-cozimento antes da recravagao.

Palavras-chave. conservas de pescado, espécies pelagicas, controle de qualidade.

ABSTRACT

This study was conducted to elaborate the canned anchovy (Engraulis anchoita), and to evaluate the canning
process, the physical-chemical and microbiological characteristics of the canned product. The canned
anchovies were prepared with two topping liquids, employing different brine and pre-cooking times,
which resulted in eight treatments. These samples were analyzed to determine the physical-chemical and
microbiological characteristics, and the commercial sterility was assessed. The microbiological parameters
were in compliance with the canned fish legislation in force. The canned anchovies submitted to brine for
five minutes, preserved in tomato sauce and without pre-cooking procedure showed the highest percentage
of sodium chloride contents (0.24 %) and of ashes (4.10 %). The canned anchovies preserved in sunflower
oil, submitted to brine for two minutes, and pre-cooked showed the highest proteins contents (16.97 %).
Keywords. canned fish, pelagic species, quality control.
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INTRODUCAO

Em muitos paises, principalmente da Europa
e Asia, o pescado representa a principal fonte proteica
de origem animal. O pescado marinho ¢ fonte de iodo
e contém uma concentragdo de calcio quatro vezes
maior que as carnes vermelhas, além de apresentar baixo
conteudo de tecido conjuntivo e acidos graxos saturados,
sendo, portanto, de facil digestao'.

A maior parte da captura mundial de pescado é de
origem marinha, sendo metade correspondente a espécies
demersais e a outra metade a espécies pelagicas. Os peixes
pelagicos, devido a sua condigao de habitat e por formarem
grandes cardumes, sdo de importancia industrial, podendo
ser capturados com maior frequéncia’.

Entre os pelagicos de pequeno porte, a anchoita
(Engraulis anchoita) destaca-se em aguas brasileiras,
constituindo-se em um estoque alternativo abundante,
com potencial estimado de captura sustentada de
135.000t/ano, sendo a maior parte da captura proveniente
da regido sul do pais e em menor escala no sudeste’. A
distribuicdo da anchoita no Brasil vai desde Cabo Frio
(RJ]) até o Chui (RS), sendo dominante durante os meses
de julho a outubro®. No Brasil, esse recurso ainda néo
¢ explorado comercialmente. Dentre as razdes para o
ndo desenvolvimento da pesca de anchoita destaca-
se, principalmente, o desconhecimento do mercado
consumidor com relagao a essa espécie. Outros fatores a
serem considerados recaem no habito para o consumo,
o baixo rendimento obtido em fung¢do do tamanho da
espécie, a rapida perda da qualidade associada a sua
fragilidade durante o manuseio, a falta de tecnologia
envolvendo as capturas e o desconhecimento dos
sistemas de tratamento e acondicionamento a bordo
para a preserva¢ao dessa matéria-prima*. Considerando
o esgotamento de determinadas espécies devido a
sobrepesca e o estoque abundante de anchoita na costa
Sul do pais, é possivel o emprego desse pescado para a
produgdo de conservas utilizando meios de cobertura
como molho de tomate e Sleos comestiveis, obtendo
produtos semelhantes aos existentes no mercado,
elaborados com sardinha (Sardinella brasiliensis)>.

O presente estudo objetiva o processamento de
conservas utilizando a anchoita como matéria-prima, a
determina¢ao da composi¢do proximal do produto final,
a estanqueidade das latas e a avaliagdo microbioldgica
das conservas adicionadas de molho com tomate e 6leo
de girassol.
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MATERIAL E METODOS

Matéria-prima e elaboracao dos enlatados

O pescado utilizado para o enlatamento foi a
anchoita (Engraulis anchoita) capturada na costa do Rio
Grande/RS. A captura foi realizada por traineira, por arraste
de meia-agua, utilizando rede de cerco. Apos a captura,
a anchoita foi acondicionada na quantidade de 14 kg em
caixas perfuradas de polipropileno e resfriada com gelo
em escamas na propor¢ao de 30 %. Apds o desembarque,
o pescado foi congelado e estocado a -25 °C para posterior
processo de enlatamento.

Para a elabora¢do dos enlatados, as amostras de
pescado foram descongeladas em cidmara de resfriamento
a 4 °C durante 24 h. As conservas foram preparadas
com e sem pré-cozimento, utilizando-se dois meios de
cobertura: molho de tomate e dleo de girassol. Para as
latas submetidas ao pré-cozimento, este foi realizado
utilizando vapor saturado a 95 °C por 20 min. Durante
essa operagdo, o liquido de constituigdo do pescado foi
exsudado e removido por gravidade, considerando que as
latas foram processadas com o fundo voltado para cima
na esteira transportadora. Os tempos de salmouragem
foram estabelecidos em 2 e 5 min na concentrac¢io salina
de 24 °Bé. O molho de tomate foi preparado a partir da
polpa de tomate concentrada (30 — 32 °Brix) diluido em
agua na propor¢do 3:1. As embalagens utilizadas foram
fabricadas em aluminio com 2 pegas, corpo e tampa, com
capacidade para 125 g (peso liquido). Dos lotes produzidos
foram retiradas 3 amostras (latas) de cada tratamento
e as determinagdes foram realizadas em triplicata. O
tratamento térmico foi realizado a 115 °C por 20 min. O
enlatamento, bem como todas as outras operagdes que o
antecederam, foi realizado na Indtstria Actemsa S.A.

Caracteriza¢ao quimica do pescado em conserva

Apos a abertura das latas, o meio de cobertura
foi escorrido por 2 min utilizando peneira inox. Este
procedimento de preparacdo das amostras seguiu as
orientacdes do Laboratério Nacional de Referéncia
Animal - LANARA®. Em seguida, as amostras foram
homogeneizadas para a realizagdo das determinagdes
analiticas. O teor de umidade foi determinado por
gravimetria por meio de secagem em estufa a 105°C
até a obtengdo de peso constante segundo metodologia
descrita pelo Instituto Adolfo Lutz’. As proteinas foram
quantificadas pelo método micro-Kjeldahl (Association
of Official Analytical Chemists - AOAC)’. No calculo, foi
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utilizado o fator de conversio especifico 6,25. Os lipidios
foram determinados em extrator Soxhlet, segundo a
técnica descrita pelo Instituto Adolfo Lutz®.

A determinacio de cinzas foi realizada de acordo
com o método descrito pela AOAC, pela incineragdo em
mufla a 500 - 550 °C’. Os cloretos foram determinados
como cloreto de sodio, segundo metodologia descrita
pelo Instituto Adolfo Lutz®. O método utiliza cromato de
potassio 10 % como indicador e titulagdo com solugido de
nitrato de prata 0,1N.

Avaliagdes microbiologicas

A determinagdo de Staphylococcus coagulase
positiva foi realizada conforme o método descrito pela
Instrugdo Normativa n° 62, de 26 de agosto de 2003%.
O método utilizou o Agar Baird-Parker como meio de
crescimento. As placas foram incubadas invertidas a 36
+ 1°C por 48 h.

A detec¢do de Salmonella spp. foi realizada
segundo técnica descrita pela American Public Health
Association — APHA?, a qual utiliza dois meios distintos
para o enriquecimento seletivo: Caldo Selenito-cistina
(CSC) e Caldo Tetrationato (CTT). Os meios foram
incubados a 36 + 1 °C por 24 h. O plaqueamento seletivo
foi realizado em Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) e
Brilliant-green Phenol-red Lactose Sucrose Agar (BPLS), e
as placas foram incubadas invertidas a 36 + 1 °C por 24 h.

A determinacdo de Clostridium sulfito redutor
foi realizada segundo a Instrug¢dao Normativa n° 62, de
26 de agosto de 20038, o qual utiliza como meio base
o Agar Triptose Sulfito Cicloserina (TSC). As placas
foram colocadas em jarro de anaerobiose e incubadas a
36 £ 1 °C durante 24 h.

O teste de esterilidade comercial foi realizado
conforme a Instru¢ao Normativa n° 62, de 26 de agosto de
2003%, as amostras permaneceram incubadas a 36 + 1 °C

por 10 dias e a 55 + 1 °C por 7 dias, objetivando a detec¢do
de crescimento bacteriano e/ou possivel vazamento
evidenciado pelo estufamento da embalagem metalica.

Avaliacdo estatistica

Os dados obtidos experimentalmente foram
avaliados por andlise de variancia (ANOVA) e teste de
comparagdo de médias de Tukey, ao nivel de 5 % de
significancia, utilizando-se o programa Statistica for
Windows versao 6.0'.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdo das conservas utilizando como meio de
cobertura o molho de tomate

A defini¢ao dos tempos de salmouragem e pré-
cozimento da anchoita eviscerada estao representados na
Tabela 1.

Tabela 1. Tempos de salmouragem e pré-cozimentos da anchoita eviscerada

5 Tratamentos
Operagoes
1 2 3 4
Tempo de
. 2 2 5 5
salmouragem (min)
Pré-cozimento Sim Nao Sim Nao

A Tabela 2 apresenta os valores da composi¢ao
quimica das conservas de anchoita (Engraulis anchoita)
em molho de tomate. Os teores sdo expressos sobre o
musculo comestivel da anchoita eviscerada com pele.

Os resultados apresentados na Tabela 2
demonstram que os teores de umidade no musculo do
pescado ndo apresentaram diferengas significativas entre
os tratamentos executados.

Considerando os tempos de salmouragem
pré-estabelecidos, ndao houve diferencas significativas

Tabela 2. Composi¢do quimica da anchoita eviscerada (g/100 g) enlatada com molho de tomate

Tratamentos
*Componentes (%) 1 5 3 2
Proteinas 16,57 £ 0,04* 16,24 + 0,05* 15,94 + 0,04* 15,31 £ 0,02
Lipidios 3,94 + 0,022 4,66 +0,02° 3,15+0,01* 4,90 +0,01°
Umidade 73,0 £ 0,06° 73,28 + 0,04* 73,70 £ 0,23* 73,98 £ 0,05*
Cinzas 3,22 £0,16* 3,67 +0,01° 3,80 +0,02° 4,10 £ 0,11¢

Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas ao nivel de 95 % de confian¢a (p < 0,05).

*Resultados (média + desvio padrio).
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nos teores de cinzas para as conservas submetidas aos
tratamentos 2 e 3. Comparando os teores de cinzas
entre os tratamentos 1 e 2, os quais foram submetidos
ao mesmo tempo de salmouragem, verificou-se que as
amostras sem a aplicacdo do pré-cozimento apresentaram
resultados superiores de cinzas. De modo analogo, para
as conservas submetidas aos tratamentos 3 e 4, com
tempo de salmouragem de 5 min, os valores de cinzas
foram superiores nas amostras sem pré-cozimento. O
cloreto de sddio absorvido durante a salmouragem pode
ter sido a causa da elevagdo do teor de cinzas para as
amostras nao submetidas ao pré-cozimento. Os teores
proteicos nao apresentaram diferengas significativas
entre os tratamentos realizados. Considerando tempos
de salmouragem diferenciados, os percentuais lipidicos
foram superiores para as conservas que nio foram
submetidas ao pré-cozimento. Uma justificativa a ser
considerada é a possivel variabilidade do teor de lipidios
na matéria-prima utilizada no experimento, decorrente
de uma desuniformidade na composi¢ao quimica da
espécie envolvida em fun¢do da época de captura e
tamanho do pescado. Outra justificativa a ser considerada
¢ o reduzido periodo de tempo entre o enlatamento do
pescado propriamente dito e a ocorréncia das andlises.
Ha necessidade de uma estabilidade do produto que so6
acontecera com o tempo de quarentena realizado durante
a estocagem. Furlan, et al', avaliando a composi¢do
quimica da anchoita processada, encontraram 16,80 % de
proteinas, valor sensivelmente superior aos encontrados
neste trabalho. Colembergue et al'?, avaliando a
composi¢dao quimica da sardinha (Sardinella brasiliensis)
enlatada em molho com tomate, encontraram os
seguintes valores para a composi¢do quimica: 19,35 %
proteinas, 15,11 % lipidios, 62,44 % umidade e 2,70 %
cinzas. Em comparagdo com esses resultados, a anchoita
apresentou valores proteicos e lipidicos inferiores, e
percentuais superiores de umidade e cinzas.

Avaliacdo das conservas utilizando como meio de
cobertura o dleo de girassol

Os valores obtidos na composi¢do quimica das
conservas de anchoita enlatada em 6leo de girassol estdo
apresentados na Tabela 3. Os percentuais estdo expressos
sobre o musculo comestivel, com pele. A defini¢ao dos
tempos de salmouragem e pré-cozimento da anchoita
eviscerada estao representados na Tabela 1.

Como podem ser observados na Tabela 3, os
teores de cinzas apresentaram diferencas significativas para
os tratamentos com diferentes tempos de salmouragem. Este
parametro obteve valores superiores para os tratamentos
3 e 4, considerando a salmouragem de 5 minutos, o que
poderia ter ocasionado uma maior absor¢do de cloreto
de sédio pelo musculo do pescado, elevando este teor.
Similar as conservas de anchoita em molho de tomate, este
parametro apresentou valores superiores para as amostras
que ndo foram submetidas a operacdo de pré-cozimento
e mesmo tempo de salmouragem. Sem a operagdo de pré-
cozimento, o pescado retém uma maior quantidade da
agua de constitui¢do e, por decorréncia, o cloreto de sédio
absorvido durante a salmouragem, o que pode elevar o nivel
desse parametro (cinzas). Os teores lipidicos encontrados
foram superiores para aquelas amostras processadas com
o pré-cozimento. Isto se deve provavelmente a uma maior
absor¢do do oleo de girassol pelo musculo do pescado
submetido a esta operagdo. No pré-cozimento, o musculo
do pescado perde umidade e, quando ¢é adicionado o
meio de cobertura, hd uma tendéncia a ser absorvido pela
musculatura do pescado, induzindo o aumento.

Na Tabela 3, ainda, pode-se observar que o teor
de umidade foi inferior para os tratamentos em que as
conservas foram submetidas ao pré-cozimento. Comrelagdo
ao percentual de proteinas encontrado, de forma similar
as avaliacbes envolvidas com as conservas adicionadas de
molho de tomate, ndo apresentaram diferengas significativas
para os quatro tratamentos realizados.

Tabela 3. Composi¢do quimica da anchoita eviscerada (g/100 g) enlatada com 6leo de girassol

Tratamentos
*Componentes (%) 1 2 s 3 2
Proteinas 16,97 +£ 0,072 16,76 + 0,06* 15,97 + 0,06* 15,89 +£0,21*
Lipidios 7,68 £ 0,01° 5,70 + 0,06" 7,91 + 0,03* 5,19 + 0,08°
Umidade 65,87 + 0,15* 68,74 + 0,24° 66,26 + 0,32% 68,23 + 0,01
Cinzas 3,16 = 0,04° 3,28 +£0,01* 3,78 +0,13° 3,87 +0,17°

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas ao nivel de 95 % de confianga (p < 0,05).

*Resultados (média + desvio padrao)
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Pizato et al”, avaliando conservas de tilapia em
6leo comestivel, encontraram os seguintes resultados:
proteina 12,2 %; lipidios 32,7 %; umidade 48,4 % e cinzas
3,1 %. Observa-se que a anchoita enlatada apresentou
maiores conteidos proteicos, de cinzas e umidade, e
valores lipidicos inferiores. Pfeil et al,'"* em trabalhos de
pesquisa com sardinhas (Sardinella brasiliensis) enlatadas
com Odleo comestivel, encontraram valores diferenciados
para a composi¢cdo quimica das conservas com e sem
pré-cozimento: 25,58 e 25,21 % proteinas; 7,79 e 5,34 %
lipidios; 63,78 e 64,85 % umidade; 3,85 e 4,38 % cinzas,
respectivamente as operagdes envolvidas. A anchoita
enlatada em Oleo de girassol apresentou percentuais
proteicos e de cinzas inferiores, contetido lipidico
semelhante e valores de umidade superiores.

Avaliac¢ao do teor de cloretos

A operagdo de salmouragem tem a finalidade
de eliminar a limosidade superficial do pescado e de
melhorar sua textura. Em determinadas operagoes,
quando o enlatamento ¢é realizado sem a aplicagdo
da salmouragem, por¢oes da pele podem manter-se
aderidas a superficie interna da embalagem ocasionando
o rompimento da musculatura no momento da retirada
do produto da lata’. Para as conservas de anchoita em
molho de tomate e 6leo de girassol, os teores de cloretos
avaliados para cada tratamento estdo apresentados na
Tabela 4.

Como pode ser observado na Tabela 4, o teor de
cloretos da anchoita enlatada em molho de tomate néo
apresentou diferencas significativas nos tratamentos
executados utilizando o mesmo tempo de salmouragem.

As conservas de anchoita em 6leo de girassol
nao apresentaram diferencas significativas relacionadas
com os teores de cloretos entre as amostras submetidas
ao diferentes tempos de salmouragem (2 e 5 min), com
ou sem o emprego de pré-cozimento. Comparando-
se os teores de cloretos obtidos para as amostras de
anchoita enlatada com diferentes meios de cobertura e,
submetidas aos mesmos tratamentos de salmouragem
e pré-cozimento, podemos observar que as conservas
adicionadas de molho de tomate apresentaram resultados
superiores para este parametro (0,17, 0,19, 0,21 € 0,24 %).
Isto se deve provavelmente ao teor de cloreto de sddio
presente no molho de tomate adicionado como meio
de cobertura. Para as conservas adicionadas de 6leo de
girassol, o teor de cloretos é proveniente somente do
pescado de origem marinha e do efeito da salmouragem.
Determinagdo microbiologica das conservas de
anchoita

Nas determinacdes realizadas nao foi observado
crescimento de coldnias caracteristicas relacionadas com
os micro-organismos avaliados (Tabela 5).

De acordo com a Resolugdo RDC n° 12/2001,
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - Anvisa®,

Tabela 4. Teor de cloretos (NaCl) na anchoita enlatada adicionada de molho de tomate e 6leo de girassol

*Cl 1
Tempo de salmouragem (min) Pré-cozimento Cloretos (¢/100g) -
Molho de tomate Oleo de girassol
2 Sim 0,17 +0,01° 0,10 = 0,02*
2 Nao 0,19 + 0,01 0,12 +0,01°
5 Sim 0,21 £ 0,01 0,13 +£0,01°
5 Nao 0,24 +0,01¢ 0,21 £0,01¢

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas ao nivel de 95 % de confianga (p<0,05).

*Resultados (média + desvio padrao)

Tabela 5. Avaliagdo microbioldgica das conservas de anchoita em 6leo de girassol e molho de tomate

Micro-organismos

Resultados microbiologicos

Staphylococcus coagulase positiva (*UFC.g") <10°

Clostridium sulfito redutor (*UFC.g™?) <10°

Salmonella spp. (em 25g) Auséncia
| Testes de esterilidade comercial

Incubagdoa 55+ 1°C Negativo

Incubagido a 36 £ 1°C Negativo

*Unidade Formadora de Colonia
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os produtos a base de carnes, pescado, ovos e similares
cozidos devem apresentar uma populagdo microbiana
maxima para Staphylococcus coagulase positiva e
Clostridium sulfito redutor equivalente a 10° UFC/g
e auséncia de Salmonella spp. Portanto, as conservas
de pescado avaliadas se encontram de acordo com a
legislagdo vigente associada a inocuidade deste alimento
para consumo humano. Colemberg', avaliando
a qualidade da conserva de anchoita (Engraulis
anchoita) em molho com tomate, detectou auséncia de
Salmonella spp, Staphylococcus coagulase positiva (< 1
x 10° UFC/g) e Clostridium sulfito redutor (< 1 x 10>
UFC/g). Observou, portanto, uma conformidade com a
legislacdo da Anvisa®, resultado semelhante ao obtido
neste trabalho. As amostras submetidas ao teste de
esterilidade comercial com a utilizagdo de incubacoes
a36+1°Ceab5+1°Cnio apresentaram alteragdes
por decorréncia de um inadequado processamento
oriundo de uma esterilizagdo deficiente ou recravaciao
nao conforme.

CONCLUSAO

Por meio dos resultados obtidos, é possivel
concluir que as conservas de anchoita apresentaram
qualidade satisfatdria, estando de acordo com a legislagdo
vigente, sendo possivel o processamento desse pescado
em conserva. Para o estudo da viabilidade comercial
dessas conservas, sugere-se a realizacao de futuros
trabalhos com avalia¢des sensoriais.
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RESUMO

O pogo ¢é considerado uma importante fonte de suprimento de dgua para consumo humano por
populacdes que ndo tém acesso a rede publica de abastecimento em Manaus. A elevada porosidade
dos solos de uma regiao, associada a quantidade de chuvas, pode comprometer a qualidade da 4gua de
pogo por contaminagéo, principalmente antropogénica. Com o intuito de verificar essa contaminagao,
foram avaliadas 962 amostras oriundas das seis zonas do Municipio de Manaus durante todo o ano
de 2007 e de 2008, divididas nos periodos de chuva (inverno amazénico) e de seca (verdo amazonico)
da regido, por meio de andlises laboratoriais (fisico-quimicas e microbioldgicas). Foram encontrados
resultados fora dos pardmetros estabelecidos na Portaria n° 2914/2011 do MS em 20 % das amostras
correspondentes ao periodo de seca e em 34 % das amostras referentes ao periodo de chuva. Esses
resultados alertam para o risco da populagdo ser acometida por diversas doencas de veicula¢do hidrica.
Outrossim, este estudo mostra que é necessaria a intervengdo de 6rgdos competentes no sentido de
minimizar a ocorréncia de varias doencas de veiculagdo hidrica como parasitoses, hepatite infecciosa,
febre tifoide, paratifoide, disenteria bacilar, cdlera, dentre outras, na populacdo de Manaus que faz uso
de agua de pogo.

Palavras-chave. dgua, anilises fisico-quimicas, analises microbiologicas.

ABSTRACT

The use of wells by populations for domestic water supply in Manaus is an important source of water
for human consumption. The high porosity of the soils associated with the rain amount can cause
effect on the quality of well-water due to the anthropogenic contamination. The present study assessed
the well-water quality by analyzing 962 samples collected from six areas of the municipal district of
Manaus. Physiochemical and microbiological analysis were performed in samples collected in 2007
and 2008 during the rainy and dry seasons. Of the total analyzed samples, 20 % corresponding to
the dry season and 34 % to the rainy season showed water quality parameters noncompliant with the
established standard (Decree n° 2914/2011). This study indicated the health risk to the population by
consuming this well-water. Hence, it is necessary to implement the sanitation and water supply program
for reducing the risk and minimizing the occurrence of waterborne diseases.

Keywords. water, physicochemical analysis, microbiological analysis.
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INTRODUCAO

Em cidades onde as redes de abastecimento
de agua encanada sdo insuficientes para suprir toda
a demanda, a busca de fontes alternativas, como
a perfura¢ao de pocos, tem se tornado a principal
solugdo'?, que apresenta vantagens praticas e econdmicas
quanto a sua captagdo, além de ser abundante e de
qualidade, dispensando tratamentos quimicos, exceto
desinfecc¢ao®.

No estado do Amazonas, o uso de agua de pogo
faz parte do senso comum em matéria de abastecimento
de dgua para consumo humano, seja pela facilidade de
obtenc¢ao ou pela dificuldade de receber regularmente
agua de abastecimento encanada, até mesmo em grandes
industrias e condominios. A Companhia de Pesquisa
de Recursos Minerais estima que existam cerca de sete
mil pogos clandestinos na cidade de Manaus*.

Em geral, os depodsitos de agua subterranea
sao naturalmente protegidos, mas ndo estao isentos
de agentes de poluigdo e contaminagdo®. Além das
contaminagdes com esgoto lancado sem nenhum
tratamento, existem outros fatores que podem gerar a
contaminagdo da agua. Ja foram identificadas amostras
de aguas superficiais contaminadas por metais pesados
em Manaus, com possibilidade de contaminac¢do dos
recursos hidricos subterrdneos®’.

Comumente, onde nio h4 rede de abastecimento
de dgua, normalmente ndo ha coleta de esgoto, em geral,
usam-se fossas ou sumidouros para o esgotamento
doméstico, dessa forma, esses dejetos podem vir a
contaminar a agua subterranea tornando-a imprépria
para o consumo devido a sua proximidade aos pogos,
ou por infiltra¢do no solo®.

O uso de agua sem controle na qualidade coloca
em risco a saide do usudrio, gerando problemas para
a saude publica devido a alta incidéncia de doengas
de veiculagdo hidrica e outras ditas negligenciadas a
ela relacionadas, gerando alto custo e a necessidade
de um servi¢o especializado para o tratamento destas
patologias’.

Em 1855, John Snow mostrou a relacdo entre
agua contaminada e o surto de cdlera em Londres'. Para
a populagdo de Manaus, as caracteristicas estéticas da
agua de poco sdo os fatores mais importantes para sua
utilizagdo, sendo que, na maioria dos casos, a aparéncia
da agua é o unico fator considerado para seu uso, sem a
realiza¢ao de analises fisico-quimicas ou bacterioldgicas
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que de fato indiquem se ela é apropriada para o consumo
humano'""2. Portanto, a populagdo consome agua de
poco sem a prévia verificagdo de sua qualidade e, desta
forma, talvez esteja consumindo agua com contaminantes
imperceptiveis sem a realiza¢ao de analises laboratoriais,
o que possibilita a disseminac¢do de doengas de veiculagdo
hidrica e coloca em risco a satide dos usuarios.

A avaliagdo da qualidade da agua por parametros
fisico-quimicos, como por exemplo, nitratos associados
a presenca de matéria organica no lencgol fredtico,
principalmente originaria de fossas sépticas, pode ser
ferramenta util para a verificagao de risco ambiental e
a saude humana®. Também é importante a verificagdo
de contamina¢ido microbiana (presen¢a ou auséncia de
bactérias do género coliformes), que é um indicativo
direto de contaminag¢dao ambiental por dejetos de
origem humana, principalmente esgotos'.

Assim, este trabalho objetivou identificar e
quantificar alguns destes eventuais contaminantes das
aguas subterraneas com marcadores fisico-quimicos
e microbioldgicos que sinalizem para a tomada de
medidas ambientais e sanitdrias, com o intuito de
minimizar e mesmo evitar efeitos nocivos sobre a satde
da populagio.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo descritivo e analitico de
avaliacao da qualidade da d4gua de pog¢o no municipio de
Manaus. Todas as amostras encaminhadas ao setor de
Produtos do Laboratério Central de Satde Publica do
Amazonas (LACEN-AM) para andlise nos anos de 2007
e 2008 foram analisadas, totalizando 962 amostras.

As amostras foram coletadas conforme
preconizado no Guia de Coleta de Amostras de Agua
do LACEN-AM em sacos plasticos estéreis de 1000 mL
para o ensaio fisico-quimico e 200 mL para o ensaio
microbioldgico, acondicionadas em caixas isotérmicas
com gelo e transportadas no mesmo dia para o Setor de
Produtos do LACEN-AM.

Foram realizadas andlises microbioldgicas
de coliformes totais e Escherichia coli, conforme
descrito em Official Methods of Analysis of AOAC
International®. Os parametros fisico-quimicos da dgua
pesquisados foram alcalinidade, cloreto, dureza, nitrato,
pH e turbidez, descritos no Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater'® e as analises
de amonia e cor, descritas nas Normas Analiticas do
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Instituto Adolfo Lutz". Estes pardmetros, escolhidos por
serem indicadores de alteragdes na qualidade da agua e
de contaminagdo, estdo elencados nas andlises previstas
na Portaria n° 2914/2011', e a presenga de alguns
deles acima de valores maximos estabelecidos podem
representar risco para a saide humana.

Os resultados obtidos estdo apresentados
como médias + desvio padrdo e foram analisados pelo
programa Microsoft Excell. A utiliza¢do dos resultados
foi autorizada pela Fundacdo de Vigilancia em Saude do
Amazonas (FVS-AM).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiramente, as amostras foram agrupadas
de acordo com os periodos de chuva e seca da regido
amazonica, sendo divididas em dois grandes grupos.
Verificou-se que, NOS anos de 2007 e 2008, os meses
de janeiro, fevereiro, marco, abril, maio, novembro e
dezembro tiveram o maior indice pluviométrico, sendo
considerado o periodo chuvoso ou inverno amazdnico,
e os meses de junho, julho, agosto, setembro e outubro,
que foram os meses com menor indice pluviométrico e
com temperaturas mais altas, sendo considerado como
periodo seco ou verdao amazonico®.

Do total de 962 amostras de agua de pogo do
municipio de Manaus dos anos de 2007 e 2008, foram
analisadas 535 nos meses chuvosos e 427 no periodo
considerado seco. A maior parte das amostras analisadas
(55 %) foi oriunda de escolas, o que torna preocupante o
fato da agua estar fora dos padrdes de potabilidade para
uso por criangas que ja tém o sistema imune fragilizado
por sua baixa idade, favorecendo a ocorréncia de doengas
de veiculagdo hidrica (Tabela 1).

Tabela 1. Procedéncia das amostras de pogo coletadas no municipio
de Manaus nos anos de 2007 e 2008

permitidos estabelecidos pela Portaria n° 2914/2011),
foi verificada diferenca significativa entre os periodos de
seca e chuvoso conforme apresentado na Tabela 2. Estes
resultados estiao de acordo com outros autores’* que
verificaram que a qualidade da agua de pogo ¢é afetada
pelo ciclo hidrologico.

Tabela 2. Resultado das andlises fisico-quimicas de agua de pogo no
periodo de seca (jun, jul, ago, set, out) e no periodo chuvoso (jan, fev,
mar, abr, mai, nov, dez) em Manaus, nos anos de 2007 e 2008

Periodo de seca  Periodo chuvoso

Resultado P
n % n %
Aprovado 342 80 352 66 <0,001*
Reprovado 85 20 183 34 <0,001*

*Teste Mann-Whitney

Assim, a qualidade da agua de pogo é afetada pela
chuva e é agravada pela alta porosidade do solo (Arenito
Manaus) e a grande quantidade de fossas domésticas
instaladas®*%. Em maior ou menor grau, todos os igarapés
urbanos de Manaus estao poluidos, seja por lancamento de
esgotos industriais, por esgotos domésticos, porlangamentos
de dguas servidas, ou pela falta de coleta de lixo. Na maioria
dos casos, a polui¢ao ocorre pela jungio das trés causas®.

Na Tabela 3 estio apresentados os resultados
das amostras reprovadas nas analises microbioldgicas do
municipio de Manaus, separadas por periodo chuvoso e
de seca. No periodo chuvoso foi observado um aumento
significativo no numero de amostras reprovadas,
sendo 50 % maior que o observado na época de seca.
Foram considerados como critérios para reprovagao,
amostras com presenca de coliformes totais e Escherichia
coli.

Tabela 3. Resultado das reprovagoes por analise microbiologica

Periodo de seca Periodo chuvoso

.. Periodo de seca Periodo chuvoso S n % n %
et n % n % Microbiologia 37 8,7 91 17,0
Escolas 237 55,5 288 53,8
Unidades de Satde 60 14,1 51 95 Outros estudos mostraram resultados similares,
Residéncias 54 12,6 72 13,5 como os de Santana e Zeferino' e o de Costa'!, que
Outros 76 17,8 124 23,2 encontraram coliformes totais acima dos valores
Total 427 100 535 100 admitidos pela Portaria do Ministério da Satde'

No verdo, 20 % das amostras apresentaram
alguma nio conformidade e, no inverno, 34 % das
amostras foram reprovadas em alguma analise
laboratorial (estavam acima dos valores méximos

em todas as areas de Manaus amostradas. Neste
ultimo estudo, foi constatado ainda que 75 % dos
pogos apresentaram agua impropria para o consumo
devido a presenca de coliformes totais e coliformes
termotolerantes acima do permitido nos dois periodos.
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Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados das
analises fisico-quimicas nos periodos de seca e chuvoso
em Manaus.

Tabela 4. Resultados das analises fisico-quimicas das dguas de pogo
do municipio de Manaus nos anos 2007 e 2008, separados por perio-
do de seca e chuvoso

Analises fisico-quimicas Periodo deseca  Periodo chuvoso

Alcalinidade (mg/L) 4,8 £6,95 3,80 + 4,87
Amonia (mg/L) 0,45+ 1,18 0,33+ 0,93
Cloretos (mg/L) 12,95 + 15,18 6,81 + 8,74
Cor (uH) 3,41 + 26,66 4,84 £ 24,53
Dureza (mg/L) 13,79 £ 12,73 12,95 + 12,86
Nitrato (mg/L) 9,13 +24,74 10,20 + 24,55
Turbidez (NTU) 0,52 + 1,18 0,67 + 1,77

uH=unidade de Hazen (mg Pt-Co/L); NTU=unidade nefelométrica
de turbidez

Foram verificados valores de alcalinidade de
4,8 mg/L no periodo seco e de 4,0 mg/L no periodo
chuvoso. Apesar de ndo estar entre os pardmetros
elencados pela Portaria n° 2914/2011 do Ministério da
Satude'®, a andlise da alcalinidade toma importancia por
ter incidéncia sobre o carater corrosivo ou incrustante
e, em altas concentragdes, pode afetar o sabor, que é
considerado um dos principais fatores de rejei¢do por
parte dos usuarios.

Neste estudo, encontraram-se valores de amonia
semelhantes aos estudos de Costa'' e de Silva®, dentro
do exigido pela Portaria do Ministério da Saude'®, que
¢ de até 1,5 mg/L. A amonia é formada no processo de
decomposi¢do de matéria orgénica (ureia-amonia), e tem
importancia por ser o primeiro produto da decomposi¢ao
de substancias nitrogenadas por isso, a presenca desta
substancia indica uma poluigdo orgdnica recente. A
amonia, assim como o nitrito, costuma estar ausente, pois
sao rapidamente convertidos a nitrato pelas bactérias.

O nitrato estd presente em aguas superficiais em
quantidades pequenas, e pode atingir niveis elevados
em aguas subterrdneas. As daguas de abastecimento
contendo quantidade excessiva de nitrato podem causar a
metemoglobinemia (cianose) e cancer em criangas*, quando
esta substancia estd presente na dgua em concentragdes
superiores a 10 mg/L, que ¢ o valor limite estabelecido pela
Portaria n° 2914/2011 do Ministério da Saude'®.

Foram encontrados valores médios de nitrato de
9,1 mg/L e 10,2 mg/L no periodo de seca e no periodo
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chuvoso, respectivamente. Entretanto, estes valores foram
menores aos encontrados por Carvalho* na zona leste de
Manaus (25,45 mg/L) e por Rocha e Horbe’, que foi de 17,8
mg/L, na drea do lixdo no bairro Novo Israel (Zona Norte).

Nas dguas subterraneas, os nitratos ocorrem em
teores geralmente abaixo de 5 mg/L. Altas concentragdes
de nitrato na agua estdo relacionadas a falta de sistema
de esgotamento sanitario, sendo comum também em
outras regides do pais. Valores de nitrato acima dos
limites exigidos na legislagao também foram encontrados
em 30 % das amostras do estudo de Freitas at al® em agua
de poco do Rio de Janeiro e por Alaburda e Nishihara®,
na regido metropolitana de Sao Paulo, que encontraram
15 % das amostras fora das especificagoes de alguma
forma de nitrogénio.

Scorsafava et al®, avaliando dguas de pogo
e de minas, também encontraram valores acima do
permitido na legislacdo e sinalizaram possivel indicio de
contaminag¢do ambiental e aumento do risco de doengas
de veicula¢do hidrica. Silva et al** atribuiram os achados a
forte dindmica de fluxo provocada pela alta pluviosidade
local, que funciona como um importante fator de
dispersio hidrodindmica dos poluentes pelo fluxo
subterraneo, o que promove a dilui¢ao das concentragdes
ionicas no aquifero.

Concentragoes altas de cloretos podem restringir
o uso da dgua em razdo do sabor que eles conferem e pelo
efeito laxativo que podem provocar. Teores andomalos
sao indicadores de contamina¢ao por agua do mar e
por aterros sanitarios. No presente estudo, encontramos
valores bem abaixo do exigido na Portaria n° 2914/2011
do Ministério da Saude'® (que é de 250 mg/L), nao sendo
um fator limitante para o uso das aguas analisadas.

Os valores de cor foram de 3,4 uH e 4,8 uH,
respectivamente, no periodo de seca e no periodo
chuvoso, valores bem abaixo do exigido pela
legisla¢do, que é de 15 uH. Valores dentro dos exigidos
na Portaria do Ministério da Satude'® também foram
encontrados por Costa'!, que determinou cor aparente
entre setembro a novembro de 2003, de 2,8 uH. A cor
é consequéncia de substancias dissolvidas como, por
exemplo, substancias humicas, taninos, pela presenca
de metais como o ferro e o manganés e residuos
industriais fortemente coloridos.

A dureza esta ligada a outros parametros, como
o pH e a alcalinidade e, dependendo destes, pode formar
depdsitos nos dutos e até obstrui-los completamente. As
analises realizadas indicaram valores médios proximos de
13 mg/L muito abaixo do valor maximo permitido pela
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Portaria n° 2914/2011 do Ministério da Satide'®, que é de
500 mg/L e semelhante aos observados em outros estudos
na cidade de Manaus'-***. O principal inconveniente de
aguas duras é porque o sabdo nao limpa eficientemente,
aumentando seu consumo, e deixando uma pelicula
insoltvel sobre a pele, pias, banheiras e azulejos do banheiro.

A turbidez da agua é devida a presenga de
materiais solidos em suspensdo, que reduzem a sua
transparéncia. E um indicador sanitdrio e padrio
de aceitagdo da agua de consumo humano. As aguas
subterraneas normalmente nio apresentam problemas
devido ao excesso de turbidez. Em alguns casos, aguas
ricas em ferro podem apresentar uma elevagao de sua
turbidez quando entram em contato com o oxigénio
do ar. Neste estudo foram encontrados valores médios
de 0,52 NTU na seca e 0,67 NTU no periodo das
chuvas, valores estes menores aos reportados por
Costa''. Ambos os estudos mostraram valores dentro
do exigido na Portaria do Ministério da Satude'.

O pH (potencial hidrogenionico), ou mais
popularmente descrito como grau deacidez, é um parametro
que afeta a qualidade da dgua. Os principais fatores que
determinam o pH da dgua sdo o gas carbonico dissolvido
e a alcalinidade. Neste estudo, foram encontrados valores
de pH de 5,4 na seca e 5,6 no periodo chuvoso. Em outros
estudos realizados na regido também foram verificados
valores de pH dcido: Santana e Zeferino' encontraram
valores entre 4,18 e 4,72; Silva®® encontrou valores de pH
entre 4,1 e 5,4 com média de 4,8 e Costa!' encontrou valores
de 4,7 na época da chuva (jan a mar) e 4,4 no periodo de
seca. Em todos os estudos os valores estiveram fora dos
limites exigidos na Portaria do Ministério da Saiade'®, que
estabelece valores de pH acima de 6.

O pH das aguas subterraneas varia geralmente
entre 5,5 e 8,5. A corrosao pode adicionar constituintes
para a agua, tais como: ferro, cobre, chumbo, zinco e
cadmio. O controle de pH da dgua bruta é fundamental
em processos importantes como a desinfec¢ao com
cloro e estd associado a fenOmenos, tanto de corrosiao
como de incrusta¢des da rede de distribui¢do. Os valores
de pH encontrados em todos os estudos na regido
amazOnica apontam para a necessidade de adaptagdo
da legislacao as caracteristicas da regiao, uma vez que,
até mesmo a agua de abastecimento no municipio de
Manaus, ndo consegue atingir o valor exigido, devido ao
carater acido da agua.

Freitas e Freitas'® descreveram a necessidade
de divulgacdo dos achados de estudos para a adequada

vigilancia da qualidade da agua. O grande nuimero
de amostras coletadas ao longo de dois anos para
a realizacdo neste trabalho possibilitou verificar as
variagdes nos periodos de seca e chuvas da regido
Amazoénica.

De acordo com os achados deste estudo, boa
parte das amostras analisadas apontam que as aguas
subterraneas utilizadas pela popula¢ao de Manaus estao
improprias para o consumo, de acordo com a legislagdo
vigente, sendo necessaria uma intervencao de orgaos
competentes para minimizar a ocorréncia de doencas
relacionadas a dgua.
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RESUMO

Perfumes e colonias sdo elaborados a partir de uma criteriosa sele¢iao de matérias-primas que, combinadas,
conferem caracteristicas unicas e de alto valor agregado ao produto. Em virtude da enorme lucratividade
que o setor da inddstria cosmética proporciona, a comercializagdo de produtos falsificados cresce
continuamente. Este estudo analisou a autenticidade e a seguran¢a de perfumes e colénias de marcas
nacionais encontrados no comércio clandestino de Sao Paulo, avaliando-se os parametros microbiologico,
citotoxico, perfil cromatografico e de autenticidade. Houve divergéncias entre as caracteristicas das
amostras analisadas e dos padroes de referéncia, as quais indicam que estes produtos nao eram procedentes
das empresas detentoras das marcas. Este dado serve de alerta para intensificar a fiscalizagdo e adogao de
medidas contra a pratica da falsificagdo, como as campanhas educativas, para esclarecer os riscos que estes
produtos podem causar a saide e a seguranga dos consumidores.

Palavras-chave. autenticidade, falsificacdo, perfumes, colonias, fragrancia.

ABSTRACT

Perfumes and colognes are produced with a careful selection of raw materials, which are combined to
provide a unique characteristic and of high value-added product. Due to the huge profits provided to
the cosmetic industry, the sale of counterfeit goods has been growing. This study aimed at assessing the
authenticity and safety of perfumes and colognes of national brands marketed in the clandestine trade of
Séo Paulo, by evaluating the following parameters microbiological, cytotoxicity, chromatographic profile
and authenticity. Characteristics differences between the samples and the reference standards were found,
indicating that they were not manufactured by the industry companies which hold the perfume brand.
Theses findings serve as a warning to intensify the surveillance and to follow the measures against the
practice of forgery, as by means of educational campaigns, for elucidating the risks that these products can
cause to the consumers health and safety.

Keywords. authenticity, forgery, perfumes, colognes, fragrance.
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INTRODUCAO

A manufatura de perfumes é uma arte complexa,
que requer selecdo e combina¢io de fragrancias
naturais e sintéticas. Um perfume pode conter centenas
de ingredientes, combinados harmoniosamente por
especialistas capacitados, que criam produtos de marca
registrada com odor e propriedades unicas, de alto
valor agregado. Dentre mais de 2000 ingredientes de
fragrancias, os perfumes sao formulados misturando-
se quantidades adequadas de dleos essenciais, agentes
fixadores, preservantes, diluentes e outros'>.

As substancias aromaticas que compdem as
fragrancias, por suas diversas origens e caracteristicas
quimicas particulares, tém valores de pressdo de vapor
proprios, o que garante indices de volatilidade variaveis.
Combinando esses ingredientes com estas caracteristicas,
o perfumista consegue preparar uma fragrancia que, ao
evaporar, arrasta notas diferentes a cada instante. Deste
modo, a estrutura da fragrancia pode ser dividida em
trés fases, de acordo com a sua volatilidade: a) notas de
saida, também denominadas topo, superior ou cabeca
do perfume: sdo as primeiras notas que podem ser
percebidas ao abrir um frasco de perfume ou ao aplica-lo
sobre a pele; b) notas de corpo ou de meio ou coragao:
correspondem ao nucleo da fragrincia; c) notas de fundo
ou base: permanecem sobre a pele ap6s varias horas de
sua aplicagdo™!!.

O prego dos produtos de perfumaria apresenta
diferencas, dependendo da sua classificagdio como
perfumes, colénias ou logdes, as quais refletem na
composi¢do da mistura: quanto maior a porcentagem
das esséncias nas fragrancias, maior o pre¢o do produto’.

Segundo dados da Associagdo Brasileira da
Industria de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos?,
as fragrancias representam o segundo lugar em vendas
no pais, com mais de 400 marcas comercializadas. E um
mercado promissor que coloca o Brasil entre os paises
que mais produzem, vendem e consomem cosméticos no
mundo, ficando atras apenas dos Estados Unidos e Japao.
Em vista disso, os perfumes mais apreciados se tornam
alvo potencial para falsificagdes. Essa pratica, além de levar
a diminui¢do de custos pela evasdao de impostos, rendas e
empregos, gera riscos a saide e a sociedade como um todo,
devido a utilizagdo de matérias-primas de origem duvidosa,
expondo os consumidores a misturas toxicas'>>'".

Nas empresas produtoras, perfumes e colonias tém
sua conservagdo e qualidade pré-avaliadas por testes de
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estabilidade, fotoquimico e de seguranca. Isto ndo ocorre
num produto falsificado, cujas fragrancias utilizadas
sao de procedéncia desconhecida, podendo apresentar
concentracao da esséncia inferior & dos perfumes
originais. Os falsificadores de perfumes, frequentemente,
formulam seus produtos com alcool combustivel, as vezes
contendo metanol, extremamente toxico, em substituicao
ao alcool desnaturado usado por fabricantes idoneos.
Ha trabalhos na literatura que relatam os riscos a saude
causados pelo uso de produtos falsificados, tais como:
alergia, neurotoxicidade e dermatites de contato™'".

O objetivo deste estudo foi verificar a
autenticidade e seguranca de perfumes e colonias
encontrados no comércio clandestino de Sao Paulo,
avaliando os parametros: microbioldgico, citotdxico,
perfil cromatografico e de autenticidade.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas 30 amostras de perfumes
e colonias de marcas nacionais apreendidas e
encaminhadas pelo Instituto de Criminalistica de Sao
Paulo. Para a realizacio dos ensaios de autenticidade,
citotoxicidade in vitro e perfil cromatografico, foram
utilizados os respectivos padroes de referéncia das
empresas fabricantes dos produtos originais.

Analise microbiologica

Foram avaliados os parametros contidos
na Resolucio n° 481, de 23 de setembro de 1999'%
enumeragdao de micro-organismos aerdbios mesofilos,
auséncia de coliformes totais e fecais, auséncia de
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa,
utilizando metodologias analiticas preconizadas pela
Farmacopeia Brasileira®.

Preparagao das amostras

Aliquotas de 10 mL foram adicionadas a frascos
contendo 90 mL de Caldo Letheen (diluicdo inicial).
Apds a homogeneizagdo em agitador tipo vortex por 2
minutos, foram executadas diluicdes decimais seriadas
utilizando o mesmo meio de cultura.

Enumeragdo de micro-organismos mesofilos totais
aerdbios

Foi utilizado o método de contagem em placas
por meio de semeadura em profundidade “Pour Plate”,
de acordo com a Farmacopeia Brasileira", usando o agar
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caseina de soja para a enumeragdo de bactérias mesofilas
aerobias e o agar sabouraud dextrose para a enumeragio
de fungos. As placas preparadas foram incubadas em
estufa bacterioldgica a 32,5 + 2,5 °C por cinco dias para
bactérias e a 22,5 + 2,5 °C por sete dias para fungos.

Pesquisa de coliformes totais e fecais

Para a pesquisa de coliformes totais e fecais
foi utilizado método preconizado pela Farmacopeia
Brasileira, teste de auséncia de bactérias gram-
negativas biletolerantes. Aliquotas contendo 1 mL dos
produtos foram transferidas a frasco contendo caldo
de enriquecimento de enterobactérias, segundo Mossel,
e incubados em estufa bacterioldgica a 32,5 + 2,5 °C
durante 24 a 48 horas".

Foram realizadas subculturas a partir dos frascos
positivos do caldo de enriquecimento de enterobactérias
em placas contendo agar violeta vermelho neutro bile
glicose. Coldnias com caracteristicas morfoldgicas
de Dbactérias gram-negativas biletolerantes foram
isoladas para a realizacdo de provas bioquimicas para
identificagdo, quando necessario.

Pesquisa de Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa

A pesquisa dos micro-organismos patogénicos
S. aureus e P. aeruginosa foi realizada a partir da
dilui¢do inicial das amostras apos incubagao em estufa
bacterioldgica a 32,5 + 2,5 °C por 48 horas.

Para o isolamento dos micro-organismos foram
realizadas subculturas em meios de cultura seletivos em
placa: agar Vogel Johnson (V]) e agar manitol salgado
para a pesquisa de S. aureus e agar cetrimide para a
pesquisa de P. aeruginosa. As placas foram incubadas
em estufa bacteriologica a 32,5 + 2,5 °C por 48 e 72
horas, respectivamente. Colonias com caracteristicas
morfolégicas para cada micro-organismo foram
isoladas para a realizacdo de provas bioquimicas para
identificagdo, quando necessario.

Perfil cromatografico

Perfis cromatograficos das amostras e
padroes sem diluicdo foram obtidos em duplicatas
por cromatografia em fase gasosa com detector de
ionizacao de chama (CG/FID). Condi¢oes de andlise:
cromatografo a gas HP6890 com detector FID; coluna
capilar de polietileno glicol (DB-Wax), dimensdes
30 m x 0,25 mm x 0,25 pm; temperatura inicial do

forno: 60 °C; rampa de aquecimento: 60 °C (1 min),
10 °C/min até 240 °C (7 min); temperatura do injetor:
250 °C; volume de inje¢do: 1 pL; split 1:100; temperatura
do detector: 250 °C; fluxos dos gases: nitrogénio
30 mL/min, hidrogénio = 40 mL/min, ar sintético
450 mL/min; aquisi¢ao de dados: software HPChem.

Avaliacao da citotoxicidade in vitro

Este ensaio foi realizado para verificar a presenga
de possiveis efeitos toxicos das amostras e padrdes
de referéncia, comparando os seus indices. Usou-se
o Método de difusiao em agar com a linhagem celular
NCTC CLONE 929 (ATCC-CCLI1) de tecido conjuntivo
de camundongo™.

As amostras foram embebidas em disco de papel
de filtro atdéxico, colocado sobre o meio semi-solido.
Apds 24 horas, as leituras das placas foram feitas para
verificar se houve a formacdo do halo claro ao redor
do material correspondente as células mortas, que nao
incorporaram o corante vital vermelho neutro’. Quando
presente, os halos resultantes de efeito citotdxico foram
cuidadosamente medidos, usando paquimetro calibrado,
e classificados em indices de zona (IZ), de acordo com a
Farmacopeia Americana'®.

Todas as amostras foram avaliadas em triplicata
e, como controles negativos e positivos, utilizaram-
se, respectivamente, disco de papel de filtro atdxico e
fragmentos de latex.

Teste de autenticidade

O teste de autenticidade foi realizado comparando
as amostras com os padrdes de referéncia fornecidos
pelas empresas fabricantes detentoras das marcas
originais. Foram avaliados os parametros de odor e cor.
Em relagdo ao odor, as composi¢des aromaticas foram
avaliadas por meio de “fitas olfativas” impregnadas com
jatos de fragrancias da amostra e padrao na presenca dos
responsaveis técnicos da empresa fabricante. Avaliou-se
a cor por observacéo visual.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A falsificagdo é uma pratica ilegal que tem
crescido nas tltimas décadas, acarretando prejuizos para
a industria e a sociedade, sendo o consumidor um dos
principais responsaveis para que esse mercado continue
a existir. O baixo custo de produtos falsificados, quando
comparados aos produtos originais, ¢ um grande
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atrativo, contribuindo para a existéncia desse mercado
paralelo.

A anilise da composi¢do quimica de aromas e
amostras relacionadas é uma tarefa complexa e trabalhosa,
devidoao grande nimero de componentes, semelhanga de
propriedades fisico-quimicas e existéncia de substancias
em altas concentragdes associadas a varias outras em
niveis baixos, que quase sempre sdo as responsaveis
pela qualidade do odor ou cor. Considerando que as
composi¢oes das fragrancias ndo sdo patenteadas, pois
sao um segredo comercial, os 6rgaos regulamentadores
nido podem obrigar os fabricantes a identificarem os
ingredientes nos seus produtos. Dessa forma, é necesséario
o emprego de técnicas analiticas vidveis e confidveis paraa
determinac¢ao de contaminagdes de produtos especificos,
por exemplo, dgua, alcool, solventes organicos, entre
outros reagentes, ou por substancias de importancia
farmacoldgica ou técnica, tais como mentol, limoneno,
citral e outros®>*.

A andlise de autenticidade revelou que as
amostras de perfumes e colonias, quando comparadas
com as amostras de referéncia, apresentaram diferencas
quanto aos parametros de odor e cor. O odor é
basicamente o resultado de uma interagdo entre um
estimulo quimico e o sistema receptor olfativo. Dentre os
atributos avaliados, foi possivel discriminar intensidades
diferentes das fragrancias, sendo que a equipe de
avaliacdo estava treinada pelas empresas detentoras das
marcas, utilizando ferramentas e técnicas adequadas
para a obtencdo de resultados confidveis. Ressalta-se
que condi¢oes de armazenamento destes produtos,
originais ou nao, como quando expostos a condi¢des
drasticas de temperatura e luz, podem interferir em suas
caracteristicas de odor e cor. Entretanto, em relacio ao
pardmetro cor, a avaliagdo destas amostras mostrou
diferencas significativas quando comparadas as amostras
de referéncia por apresentarem cor totalmente divergente
do padrao original. Além disso, as embalagens primarias
reconhecidas como de procedéncia do fabricante
apresentavam os lacres violados, demonstrando provavel
reutiliza¢do das embalagens.

A avaliagdo microbioldgica evidenciou que as
amostras analisadas estavam em conformidade com a
legislacdo vigente'”: enumeragdo microbiana inferior a 10
UFC/mL, auséncia de coliformes totais e fecais e auséncia
de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.

O controle microbiologico de cosméticos tem
como objetivocomprovaraausénciade micro-organismos
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patogénicos, bem como avaliar a carga microbiana
presente, que se for elevada, pode comprometer a
estabilidade do produto, causando alteragdes de suas
caracteristicas organolépticas, resultando em produtos
potencialmente perigosos para o consumo.

As matérias-primas utilizadas na produ¢ao
de produtos falsificados ndo passam por controle de
qualidade e sdo obtidas de fornecedores nao qualificados.
Além disso, o processo de produgdo ndo cumpre com os
requisitos de Boas Praticas de Fabricagdo, o que pode
causar contamina¢ao microbiana do produto acabado.
No caso dos perfumes e colonias, a conformidade
dos ensaios microbioldgicos pode ser explicada pela
composi¢do desta categoria de produtos, pois o alcool
possui potencial antimicrobiano e citotoxico e as
matérias-primas de origem sintética em sua formulagdo
nido favorecem o crescimento e desenvolvimento
microbiano.

As andlises por CG/FID das 30 amostras
encaminhadas pelo Instituto de Criminalistica ndo
indicaram correspondéncia com os respectivos padroes
de referéncia das empresas fabricantes das amostras
auténticas. As amostras apresentaram, quase na sua
totalidade, o mesmo perfil cromatografico, como
mostrado na Figura 1, com picos majoritarios na regido
dos tempos de retengdo 11-13,2 minutos, sugerindo
serem originarias da mesma mistura de constituintes
para formar a base do produto. Comparando-se os
cromatogramas obtidos, verificou-se que, na maioria das
vezes, esses constituintes majoritarios estdo até presentes
nos perfis cromatograficos dos padroes, mas em
proporcoes diferentes, como exemplificados na Figura
2, cujo perfil cromatografico corresponde ao padrao da
amostra auténtica 26.

A cromatografia a gas é a técnica mais largamente
utilizada para analise de perfumes, devido ao fato de ser
uma técnica de alta eficiéncia, que permite a separagdo
de compostos de propriedades fisicas semelhantes,
identificando a pureza e fornecendo o perfil da
composi¢ao®’’.

No teste de citotoxicidade in vitro, todas as
amostras causaram morte celular. Este fato ja era
esperado para esta categoria de produto, devido a sua
composi¢do possuir ingredientes agressivos para células
cultivadas in vitro. As amostras de perfumes e colonias
apresentaram IZ 2 menor que os obtidos nos padroes de
referéncia. Essa diferenca pode ser explicada pelo fato
das amostras supostamente falsificadas de perfumes e
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Figura 2. Perfil cromatografico do padrao de referéncia da amostra 26

coldnias estarem mais diluidas, quando comparadas com
os respectivos padroes de referéncia, cuja composigio
apresenta ingredientes com niveis altos de concentragao.

Os resultados obtidos comprovam que os
produtos analisados nao eram os mesmos de fabricagdo
da empresa detentora da marca, o que evidencia uma
problematica quanto ao comércio clandestino. Essa
pratica ilegal é prejudicial tanto para as empresas de
perfumes quanto para os consumidores, que enfrentam
o risco de serem expostos a substancias nocivas. Os
produtos falsificados ndo passam por inspe¢do e podem
ser elaborados com matérias-primas de qualidade e
procedéncia duvidosa, passiveis, portanto, de provocar
inimeros maleficios, como alergia, irritacdo cutinea,
avermelhamento e descamacio, coceira, inchaco e até

mesmo manchas na pele>'’.

A Associagao dos Distribuidores e Importadores
de Perfumes, Cosméticos e Similares ADIPEC
recomenda que, na compra desses produtos, deve-se fazer
uma inspe¢do detalhada, observando-se a rotulagem,
prazo de validade, etiqueta na embalagem secundaria,
caracteristicas odoriferas, se existe notificacio das
empresas fabricantes e/ou importadoras e distribuidoras
na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA/
MS, emissao de nota fiscal e preco compativel.

CONCLUSAO
Concluiu-se que nenhum dos produtos
encaminhados pelo Instituto de Criminalistica

correspondia aos respectivos padroes de referéncia,
demonstrando que nao eram de fabricagdao da empresa
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detentora da marca. Os dados obtidos servem de alerta
aos 0rgaos competentes para intensificagdo da fiscalizagdo
e adogdo de medidas contra a pratica da falsificagdo,
como campanhas educativas, esclarecendo os riscos que
esses produtos podem causar a saude e a seguranca dos
consumidores.
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ABSTRACT

Factors responsible for false-negative results (F-N) in RT-PCR assay for detecting N. meningitidis in serum
and CSF samples were investigated. As the meningococcal disease should be rapidly treated because of
its high mortality and epidemic potential, the F-N in diagnostic testing may cause treatment failures
and/or on disease restraint in community. Thus, it is crucial to learn the factors which cause F-N in RT-
PCR assays. The F-N were induced by inhibition, low quantity of target DNA in extracted samples, and
inadequate temperature employed at PCR annealing procedure. As bacterial DNA concentration in samples
might be highly variable, the ideal sample volume to be extracted could not be defined. As previously
recommended for N. meningitidis gene-grouping by RT-PCR assay, the annealing temperature at 60 °C
was not suitable for Band W ,_ genogroups. Altogether, these factors induced F-N in 31 samples; therefore,
30 % of N. meningitidis detected by RT-PCR were classified as non-genogrouped. The inhibitors and/or
the low amount of target DNA induced F-N on RT-PCR, independently of the specimen volume used for
extracting DNA. However, adjustments on the PCR annealing temperature and amount of extracted DNA
added into the reaction might avoid the occurrence of the majority of F-N.

Keywords. real-time polymerase chain reaction, N. meningitidis, N. meningitidis serogroup, melting
temperature, cerebrospinal fluid.

RESUMO

Foram investigados os fatores que causam resultados falso-negativos (RF-N) nas reagdes de PCR-TR no
diagnostico de N. meningitidis em amostras de soro e LCR. Considerando-se que a doenga meningocécica
deva ser rapidamente tratada pela alta letalidade e potencial epidémico, o RF-N no ensaio diagnostico
pode ocasionar falhas no tratamento e/ou na contengao da doenga na comunidade. Portanto, é importante
elucidar os fatores que induzem RF-N na PCR-TR. Os RF-N ocorreram em virtude de inibi¢do, baixa
quantidade de DNA-alvo nas prepara¢gdes de DNA e inadequada temperatura no procedimento de
anelamento. Por ser altamente varidvel a concentracio de DNA bacteriano em amostras clinicas, ndo
foi possivel definir o volume ideal de amostra a ser extraido. A temperatura a 60 °C para anelamento,
recomendada para genogrupagem de N. meningitidis por PCR-TR, nao foi adequada para genogrupos B e
W ... Estes fatores ocasionaram a indugdo de RF-N em 31 amostras; consequentemente, 30 % das bactérias
detectadas pelo PCR-TR foram classificadas como ndo genogrupéveis. Inibidores e/ou baixa quantidade
de DNA-alvo induzem RF-N, independentemente do volume de amostra utilizada na extracdo de DNA;
entretanto, ajustes na temperatura de anelamento e na quantidade de amostra extraida adicionada na
reagdo podem evitar a maioria destes RF-N.

Palavras-chave. reagdo em cadeia da polimerase em tempo real, N. meningitidis, N. meningitidis sorogrupo,
temperatura de anelamento, liquido cefalorraquidiano.
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INTRODUCTION

Bacterial meningitis is a serious disease
that requires laboratory confirmation for optimal
management. Most bacterial meningitis is still caused
by Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae and
Haemophilus influenzae serotype b, although the latter
has declined in incidence substantially in many countries
since the introduction of H. influenzae b vaccine”
Although bacterial culture is considered the gold standard
method for laboratory confirmation, many cases are
diagnosed using non-culture approaches, including latex
agglutination, counterimmunoelectrophoresis (CIE),
conventional PCR and, more recently, real-time PCR
(RT-PCR)**.

In April 2007, we begun using multiplex RT-
PCR for the diagnosis of bacterial meningitis caused by
N. meningitidis*, S. pneumoniae®, and H. influenzae® on
cerebrospinal fluid (CSF) and serum samples in Greater
Sao Paulo, Brazil®. For samples that are RT-PCR positive
for N. meningitidis, genogrouping is also performed
using specific singleplex RT-PCR assays (for serogroups
ABCY, W, and X)4.

Since the introduction of multiplex RT-PCR
for diagnosis of bacterial meningitis in Greater Sdo
Paulo, two unexpected situations have arisen: (i) we
have identified 6 serum samples with false negative RT-
PCR results for N. meningitidis, and (ii) 25 CSF samples
with false negative serogroup-specific RT-PCR results
for serogroups B (n=15) and W . (n=10). As RT-PCR
is more sensitive and specific than most non-culture
diagnostic methods including CIE, the possibility of false
negative RT-PCR results is of great interest. The objective
of this study was to investigate the reasons for these 31
false negative RT-PCR results.

MATERIAL AND METHODS

Institutional review board (IRB) approvals

The Instituto Adolfo Lutz (IAL), as well as the
Comissido Nacional de Ftica em Pesquisa, the Brazilian
national IRB, approved the study.

Clinical samples

From April to May 2007, we received 534 clinical
samples suspected of bacterial meningitis collected in
Greater Sao Paulo, State of Sao Paulo, Brazil. Six serum
and 25 CSF samples with discordant CIE and RT-PCR
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results were selected to this study (Table 1). Fifteen
additional non-discordant sera samples were included in
the study for comparison reasons.

Culture, CIE, and latex agglutination

As a retrospective study, culture, CIE, and
latex agglutination results for the 25 CSF and 21 sera
samples were accessed on our database (Table 2). All
6 serum samples were serogroup C by CIE and latex
agglutination, one was N. meningitidis C by culture and
slide agglutination test using polyclonal antiserum. All
6 sera samples were N. meningitidis negative by RT-
PCR, but genogrouped as C by RT-PCR genogrouping.
Fifteen CSF samples were serogroup B by CIE and latex
agglutination, 8 of them were culture positive for N.
meningitidis and serogroup B by slide agglutination; by
RT-PCR all 15 samples were N. meningitidis but none of
them was genogrouped. The remaining 10 CSF samples
were serogroup W, by CIE, latex agglutination, 2 of them
were culture positive for N. meningitidis and serogroup
W, .. by slide agglutination; by RT-PCR all 10 CSF were
N. meningitidis, but none of them were genogrouped.

DNA extraction

DNA extraction was performed using QIAGEN
QIAamp DNA Blood mini kit (QIAGEN, Valencia, CA)
as described by the manufacturer except that an aliquot of
500 uL of sera and CSF were processed, and the DNA was
eluted in 50 pL of TE buffer. A second DNA extraction
was also performed using 200 pL for all sera and CSF
samples with available volume.

Real-time PCR assay

Two different RT-PCR assays were used in
this study. The first was a multiplex RT-PCR including
primers and probe for ctrA®, lytA®, and bexA’ genes®. The
second RT-PCR assay was performed as a singleplex for
N. meningitidis genogroup determination®. All samples
were submitted to RT-PCR assays with 5 uL as template.
As inhibition was one possible reason for discrepant
results between CIE and RT-PCR, we also repeated the
genogrouping RT-PCR assay using 2 uL and/or 5 pL of
extracted DNA as template, from 200 puL and 500 pL
of extracted DNA for comparison. Nine CSF samples
were submitted to RT-PCR with 2 uL and 5 pL and the
remaining 16 CSF samples with 2 uL only.

DNA was amplified with 7300 Real Time PCR
system (Applied Biosystems) by using the following
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Table 1. Laboratory results for 31 samples with false negative RT-PCR results

Sample # Material Gl agglfl:itz:tion Con‘:g;:onal fri:()(:gllli(::fe* Multiplef T_ngnogrouping
36.766 Serum MenC MenC Negative ND Negative C
43.792 Serum MenC MenC MenC MenC Negative C
44.670 Serum MenC MenC Negative Negative Negative C
55.039 Serum MenC MenC Negative Negative Negative C
60.830 Serum MenC MenC Negative Negative Negative C
61.253 Serum MenC MenC Negative Negative Negative C

2.065 CSF MenB MenB MenB ND Men NG
4.128 CSF MenB MenB MenB MenB Men NG
4.366 CSF MenB MenB MenB ND Men NG
6.301 CSF MenB MenB MenB MenB Men NG
8.914 CSF MenB MenB MenB MenB Men NG
8.915 CSF MenB MenB MenB MenB Men NG
9.105 CSF MenB MenB MenB MenB Men NG
17.339 CSF MenB MenB MenB ND Men NG
24.633 CSF MenB MenB MenB MenB Men NG
32.863 CSF MenB MenB MenB MenB Men NG
33.822 CSF MenB MenB MenB ND Men NG
40.276 CSF MenB MenB MenB ND Men NG
40.722 CSF MenB MenB Negative ND Men NG
44.292 CSF MenB MenB Negative ND Men NG
62.107 CSF MenB MenB MenB MenB Men NG
15.333 CSF MenW135 MenW135/Y MenW135 ND Men NG
37.801 CSF MenW135 MenW135/Y MenW135 ND Men NG
61.573 CSF MenW135 MenW135/Y MenW135 MenW135 Men NG
63.237 CSF MenW135 MenW135/Y MenW135 ND Men NG
67.184 CSF MenW135 MenW135/Y MenW135 ND Men NG
79.261 CSF MenW135 MenW135/Y MenW135 MenW135 Men NG
770.501 CSF MenW135 MenW135/Y MenW135 ND Men NG
770.502 CSF MenW135 MenW135/Y MenW135 ND Men NG
770.503 CSF MenW135 MenW135/Y MenW135 ND Men NG
770.504 CSF MenW135 MenW135/Y MenW135 ND Men NG

*Serogrouping by slide agglutination. CIE: Counterimmunoelectrophoresis; MenB: N. meningitidis serogroup B; MenC: N. meningitidis serogroup C;
grouping Dy g8 % g group g group
MenW135: N. meningitidis serogroup W135; NG: non-groupeable; ND: not-done

CSF: cerebros pinal fluid
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Table 2. Multiplex RT-PCR results for 21 sera samples according the extraction volume

Multiplex RT-PCR Ct value

Sample
Ll 500 pL extraction 200 pL extraction
Group # Men Men
36.766 MenC NA 36
43.792 MenC NA NA
6 false negative sera samples 44.670 MenC NA 38
by RT-PCR 55.039 MenC NA NA
60.830 MenC NA 38
61.253 MenC NA 24
20.929 MenC 38 NA
24.733 MenC 36 34
27.382 MenC 28 31
28.312 MenW, . 26 24
36.520 MenC 38 33
38.655 MenC 40 40
40.722 MenB 38 NA
15 additional sera samples 44.292 MenB 39 37
46.811 MenC 40 28
49.874 MenC 29 27
50.859 MenC 26 24
50.861 MenC 30 29
53.254 MenC 34 28
56.607 MenC 34 33
62.811 MenC 19 24

CIE: Counterimmunoelectrophoresis; MenB: N. meningitidis
NA: no amplification; Men: N. meningitidis

cycling parameters: 95 °C for 10 min, followed by 45
cycles of 95 °C for 15 seconds and 60 °C or 55 °C for
1 min. Amplification data were analyzed by instrument
software. Negative samples were defined as those with
cycle threshold (Ct) values greater than 40. As RT-
PCR positive controls, 1 ng of extracted DNA from
N. meningitidis serogroups B, C and W, ,, was used per
reaction.
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Conventional PCR

Other than inhibition, false negative genogroups
B and W,,_ could be related to the annealing temperature
used for the RT-PCR assay. To investigate the need for
adjusting the annealing temperature, some samples were
submitted to conventional PCR using genogroups B
and W, RT-PCR primers and using 60 °C and 55 °C,
as annealing temperatures. For this conventional PCR
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serogroup B; MenC: N. meningitidis

serogroup C; MenW

135°

we used DNA extracted from the 8 CSF genogroup B
N. meningitidis culture isolates, and from all 10 CSF with
CIE and latex serogroup W,,. (figure not shown). For
some samples RT-PCR genogrouping was also repeated
using both annealing temperatures as mentioned above.
All 31 samples with suspected false negative RT-PCR
results were also tested on a conventional multiplex
PCR for N. meningitidis identification (crgA gene), and
serogroup determination (siaD for genogroup B, and
synG for genogroup W, ). The PCR products were
visualized after run on 2 % agarose gel.

RESULTS
Conventional PCR

Only one of the 6 serum samples was positive for
N. meningitidis serogroup C by conventional PCR. Twenty
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three CSF samples were positive for N. meningitidis by
conventional PCR, 13 and 10 were serogroups B and
W.,.., respectively (Table 1).
RT-PCR for N. meningitidis on sera samples

Four out of 6 false negative sera samples
became positive after reducing the extraction volume
from 500 pL to 200 pL (Table 2). The remaining two
samples were still negative using 200 uL volume for
extraction. However, those two samples were RT-PCR
genogrouped confirmed as N. meningitidis serogroup
C. By testing the additional 15 sera samples, the
reduction in volume for DNA extraction affected the
positivity of 2 samples previously RT-PCR positive for
N. meningitidis (Table 2). There was no amplification
for the other targets of the RT-PCR multiplex assay
(S. pneumoniae and H. influenzae).

N. meningitidis RT-PCR genogrouping

Experiments were conducted for the 15 and
10 false negative genogroups B and W ., respectively.
The first experiment was to verify if the recommended
annealing temperature for the genogroups B and
W .. assays were optimized. To accomplish this we
used extracted DNA from 8 isolates out of the 15 CIE
serogroup B, and all 10 CIE serogroup W, cases
(Table 1).

The second experiment was to verify if 500 pL
extraction product had inhibitors that could interfere
in the reaction. However, because the limited volume
for most of the 25 CSF samples, we were only able to
additionally extract 200 pL from 9 samples (Table 3).
Genogrouping Band W .. N. meningitidis was performed
for these 9 CSF samples using 2 pL and 5 pL at 55° C
and 60 °C (Table 3). For the remaining 16 CSF samples,

5

Table 3. Comparison of RT-PCR genogrouping results using different template volumes, annealing temperatures and CSF extracted volumes

RT-PCR Genogrouping Ct values

500 pL CSF extracted 200 pL CSF extracted
Sample # CIE Culture 60 °C 55 0C 60 °C 55 0C

5uL  2pL  5pL 2L 5uL 24l 5uL 24l

4.128 MenB MenB NA 33 35 23 41 32 26 26

6.301 MenB MenB NA 37 32 28 NA 37 32 30

8.914 MenB MenB NA 39 NA 26 NA 31 33 27

8.915 MenB MenB NA NA NA 39 NA NA NA 39

9.105 MenB MenB NA 33 29 26 41 30 26 27

24.633 MenB MenB NA 36 31 28 32 31 27 27
32.863 MenB MenB NA 38 33 29 ND ND ND ND
62.107 MenB MenB NA 37 32 29 ND ND ND ND

15.333 MenW ND 43 32 25 26 41 35 24 35

37.801 MenW, . MenW, . NA 44 NA 32 NA 30 21 19

61.573 MenW . MenW . NA 36 31 31 NA 40 30 30
63.237 MenW . ND NA 37 32 29 ND ND ND ND
67.184 MenW ND 41 34 27 30 ND ND ND ND
79.261 MenW .. ND NA 33 27 25 ND ND ND ND
770.501 MenW ND NA 31 32 24 ND ND ND ND
770.502 MenW ND 44 32 26 24 ND ND ND ND
770.503 MenW, . ND NA 44 38 37 ND ND ND ND
770.504 MenW ND NA  NA 38 37 ND ND ND ND

CIE: Counterimmunoelectrophoresis; CSF: cerebrospinal fluid; MenB: N. meningitidis serogroup B; MenW , : N. meningitidis serogroup W

NA: no amplification; ND: not-done

135°
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genogrouping was performed from the 500 pL extraction
at 55 °C using 2 pL as template.

The results from these two experiments show
that all the 25 originally false negative genogroup
samples became genogrouped when using 500 puL sample
extraction, at 55 °C, and using 2 pL of extracted DNA as
template (15 genogroup B and 10 genogroup W

135)'

DISCUSSION

Bacterial meningitis is a public health problem
worldwide, and for appropriated control, early diagnosis
is necessary. To overcome the lack of culture results,
laboratories have used other methods to detect the
presence of N. meningitidis, H. influenzae and .
pneumoniae in clinical samples. Conventional PCR and,
more recently, RT-PCR assays, are the most promising
approaches because they provide rapid detection of
different target genes with high sensitivity and specificity.

Some of these PCR assays have been standardized
based on whole cell suspensions or DNA extracted from
isolates with little or no clinical samples included®.
In practice moving from bacterial isolates to clinical
samples on PCR assays brings at least two new issues
to be addressed. The first is the presence of different
source of inhibitors, especially on serum samples.
The use and amplification of an internal control for
inhibition detection does not guarantee that inhibition
is not affecting the reaction, since inhibitors do may not
affect all reactions equally. In addition, sometimes it is
inappropriate or impossible to introduce one more set of
primers and probe on a multiplex RT-PCR assay without
disturbing the kinetics of other reactions in the mixture,
what may result in reduced sensitivity of the assay. The
second issue is the wide range of bacteria DNA present in
clinical samples. The amount of bacteria DNA is not only
related to clinical disease severity, but also on the sample
volume available or chosen for DNA extraction®

In reality, some PCR assays are introduced in a
clinical laboratory routine with strong evidence of high
sensitivity and specificity but they have not always been
fully validated on clinical samples. It is using prospective
results, that adjustments are introduced to optimize the
assays. The objective of this work was to optimize our RT-
PCR assay, finding the reasons for its apparently lower
sensitivity in comparison with the CIE in detecting N.
meningitidis and its genogroups B and W, on sera and
CSF samples, respectively.
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When we first began performing multiplex RT-
PCR for detection of N. meningitidis, H. influenzae,
and S. pneumoniae DNA on clinical samples, 200 pL
aliquots of sera or CSF were used for DNA extraction.
For comparison reasons, CIE was always performed in
parallel. After few weeks of testing we had more CIE
than RT-PCR positive results on sera and CSF samples.
Additionally, we were observing too many RT-PCR
results with high Ct values what makes difficult to
differentiate a positive from a negative result (data not
shown). Increasing the extraction sample volume to
500 pL, we were able to correct these discrepancies.
However, after months of using RT-PCR in our laboratory,
we found 6 new false negative RT-PCR results. Why did
our multiplex RT-PCR not detected N. meningitidis on 6
serum samples despite the fact that RT-PCR has higher
sensitivity? PCR of blood and blood fractions has been
reported to be highly unpredictable and challenging
due to the presence of inhibitors in blood and the low
concentration of bacterial DNA**71%!! Drawing of
blood for PCR at times different from those at which
blood for culture was drawn also compromise analysis of
sensitivity for both methods.

The reduction in sera volume for DNA extraction
reduces the presence of inhibitors but it also reduces
the amount of target DNA in the final purified DNA
suspension. This reduction appears to have greater effect
on the sensitivity of the S. pneumoniae component of
the assay than on N. meningitidis component among our
samples (data not shown). As the concentration of DNA
present in a sample can be highly variable, it was not
possible to define an ideal sample volume to be extracted.

The reduction on sample volume did not make
2 of the 6 false negatives RT-PCR become positive by
multiplex RT-PCR (Table 2). As these two samples were
genogrouped as C by RT-PCR, and reactions, ctrA and
siaD have the same low limit of detection of 200 fg, the
samples still have inhibitors that selectively interfere on
the ctrA reaction but not on the genogroup C reaction.
These are examples of how difficult is to adjust PCR
assays for clinical samples, where there is a wide range
of DNA target in it, and different types and amount of
sample related inhibitors.

The use of extracted DNA from isolates is a
necessary step for standardization of a new PCR assay
for diagnosis, and that was how N. meningitidis RT-PCR
genogrouping was optimized®. The best primer and probe
concentrations were determined based on RT-PCR: (i)
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multicomponent signals and exponential curves, (ii)
60 °C annealing temperature, (iii) using as template
extracted DNA from isolates. But there was no attempt to
check how the annealing temperature was affecting the
efficiency of the reaction on clinical samples. Our results
show that 60 °C is not the best annealing temperature for
B or W, genogrouping reaction on clinical samples, and
that was one of the reasons why 15 serogroup B and 10
serogroup W, . N. meningitidis positives samples by CIE
were not genogrouped confirmed by RT-PCR; the other
reason was the presence of inhibitors. After reducing
the annealing temperature to 55 °C and the amount of
template to 2 pL in the reaction, all 25 samples were
successfully genogrouped as B or W,  and our rate of
non-genogrouped samples dropped from 30 % to 7 %.
Additional investigations will focus on the reasons for
the 7 % of non-genogrouped samples. Interestingly,
serogroup C RT-PCR genogrouping is successfully
performed using the 60 °C annealing temperature as we
have 73 samples genogrouped by RT-PCR as C using
this temperature, and 25 and 10 of them were confirmed
by CIE and by slide agglutination serogrouping from
culture isolates, respectively. The detection of the 25 false
negative genogrouping results was only possible because
we run in parallel CIE as an additional test to RT-PCR.
No problem with positive controls was ever detected.
Our results suggest that the annealing temperature
and consequently the efficiency of the reaction are less
important when DNA template is not a limiting factor.

In summary, false negative results by RT-PCR
assay for N. meningitidis may occur independently of the
chosen volume for DNA extraction (500 pL or 200 pL);
a better DNA extraction process where higher sample
volumes are processed with more efficiency in removing
inhibitors is desirable; optimization of RT-PCR assays for
clinical samples should not be only based on extracted
DNA from isolates, but also on clinical samples; and
it is important to check how the recommended 60 °C
annealing temperature for RT-PCR TagMan assay may
affect each individual reaction.

Based on the results of this study, we adopted the
following sample processing algorithm:

1) For the DNA extraction process: employ 500
uL for CSF and 200 pL for serum.

2) For the RT-PCR assays for genogroups B and
W .. we employ 2 pL of DNA template and annealing

135°
temperature of 55 °C. If no amplification, the sample is

tested for the presence of the other genogroups.
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RESUMO

As aldeias Guarani de Angra dos Reis e Paraty possuem abastecimento de agua constituido por captacido
das nascentes, tratamento da agua com cloro e/ou filtros e reservatorios de armazenamento. O sistema de
saneamento é estruturado por mddulos sanitarios fornecidos pela Funasa. Para investigar a contaminagao
ambiental por protozodrios e helmintos, as amostras de agua e de solo das aldeias foram avaliadas por
meio de andlises parasitologicas. De quatro aldeias, foram coletadas 24 amostras de dgua nas captagoes
com cartuchos filtrantes, 24 dos reservatérios de dgua clorada por sifonacdo e 64 amostras de solo por
raspagem superficial no peridomicilio. Todas as amostras foram analisadas pelas técnicas de centrifugo-
sedimentacio, centrifugo-flutuagio e ensaio imunoenzimatico para Cryptosporidium spp., Giardia lamblia
e Entamoeba histolytica, associando-se & pesquisa de larvas de nematddeos no solo. As aldeias de Paraty
Mirim e Rio Pequeno apresentaram maior positividade para parasitas nas amostras de agua, detectando-
se cistos de amebideos e Giardia sp., antigenos de G. lamblia, E. histolytica e Cryptosporidium spp. Foram
detectados ovos de Ascaris sp., Trichuris sp., antigenos de Cryptosporidium spp. e E. histolytica nas amostras
de solo da aldeia Sapukai. Esses resultados indicam elevada contaminagdo ambiental e deficiéncia no
tratamento da agua que abastece as aldeias Guarani.

Palavras-chave. agua de consumo humano, contaminagao do solo, andlise parasitoldgica, protozoarios,
helmintos, comunidades indigenas.

ABSTRACT

In Guarani villages of Angra dos Reis and Paraty the water is supplied by springs capture, water treatment
with chlorine and/or filters and storage reservoirs. The sanitation system is structured by sanitary modules
provided by Funasa. In order to evaluate the environmental contamination by protozoa and helminths, the
soil and water samples collected from the villages were assessed by means of parasitological analyses. From
four villages, twenty-four water samples were collected from the intake points using filter cartridges, 24
samples from chlorinated water reservoirs by siphoning and 64 soil samples by scraping the soil surface of
domiciliary surrounding areas. All samples were analyzed by means of centrifugal sedimentation, flotation
techniques, and enzyme immunoassay for Cryptosporidium spp., Giardia lamblia and Entamoeba histolytica,
and associated detection of soil nematode larvae. The Paraty Mirim and Rio Pequeno villages showed the
highestnumber of positive water samples for parasitesamoebidsand Giardiasp. cysts, G. lamblia, E. histolytica
and Cryptosporidium spp. antigens. Eggs of Ascaris sp.and Trichuris sp.; antigens of Cryptosporidium spp.and
E. histolytica were detected in the village Sapukai soil. These results indicate a high environmental
contamination and a deficiency in the treatment of water that supplies the Guarani villages.

Keywords. drinking water quality, soil contamination, parasitological analyses, protozoa, helminths,
indigenous communities.
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INTRODUCAO

As infeccbes ocasionadas por veiculagdo
hidrica ocorrem quando hd ingestio ou banho com
agua contaminada por micro-organismos ou agua
inadequadamente tratada'. Essas infec¢oes, sobretudo as
causadas pelos protozodrios intestinais, sao consideradas
como um dos principais problemas de saude publica’.
Embora o tratamento da d4gua potavel envolva
procedimentos de clarificagdo, sedimentacao, filtragao,
cloracio e fluoretacéo, esses ndo sdo totalmente eficazes
na eliminagdo de ovos de helmintos e, principalmente,
cistos de protozoarios**.

A vegetagao de cobertura e o lengol freatico
contaminados por esgotos e efluentes podem atuar
como veiculo e fonte de agentes causadores de
doencas, considerando que as pessoas estdo, direta ou
indiretamente, em contato permanente com o solo por
meio de alimentos, dgua e ar®. O solo pode possibilitar
a infecgdo por parasitos via contaminagdo de maos e
unhas, agua ou alimentos e ainda, penetragao de larvas
infectantes através da pele, principalmente associada ao
habito de andar descalco®.

Apesar do solo e da dgua serem considerados
importantes  veiculos  na  transmissio  das
enteroparasitoses, poucos laboratdrios de companhias
de abastecimento de agua realizam a detec¢do de formas
evolutivas de protozoarios e helmintos, alegando falta
de padronizagao, complexidade das técnicas e custo
elevado’. Para agua de abastecimento, a Portaria n°
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2914/2011 do Ministério da Saude preconiza a pesquisa
de cistos de Giardia sp. e Cryptosporidium spp®. Ja em
solo, a deteccdo de ovos e larvas de helmintos e cistos
de protozoarios, geralmente, é realizada em pesquisas
epidemioldgicas, principalmente em amostras coletadas
em parques e pragas publicas’.

A prevaléncia das parasitoses é elevada em
locais nos quais as condigdes de saneamento basico sdo
insatisfatorias. Os indigenas, nas diversas regides do
Brasil, tém um complexo quadro de saude, diretamente
relacionado a processos histéricos de mudangas sociais,
econOmicas e ambientais, aliado a expansao de frentes
demograficas e econdmicas da sociedade nacional.
Atualmente, verifica-se a emergéncia de desafios a
saude nessas populagdes, em consequéncia de doengas
cronicas ndo transmissiveis, doencas transmissiveis e
contaminag¢do ambiental. A fim de combater eficazmente
e prevenir os agravos a saude, que acometem essas
populagdes, faz-se necessario conhecer melhor o perfil
epidemioldgico do meio ambiente onde vivem!™.

Este estudo foi realizado em quatro aldeias
Guarani, situadas nos municipios de Angra dos Reis
(aldeia Sapukai) e Paraty (aldeias de Araponga, Rio
Pequeno e Paraty Mirim) do Estado do Rio de Janeiro
(Figura 1).

Sapukai, a maior das aldeias estudadas, com
cerca de 360 indigenas, localiza-se em Angra dos Reis,
no bairro de Bracui, regido de Mata Atlantica, em
altitudes que variam de 300 a 1.300 m''. Paraty Mirim,
com aproximadamente 180 indigenas, localiza-se no
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Figura 1. Mapa de localizacdo das aldeias Guarani nos Municipios de Angra dos Reis

e Paraty, RJ/Brasil. Fonte: Original
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bairro que leva 0 mesmo nome, a cerca de 20 km ao sul
da cidade de Paraty e distante aproximadamente 4,5 km
da estrada Rio-Santos'’. Araponga, que apresenta 20
habitantes de um mesmo nucleo familiar, é uma aldeia
de dificil acesso, muito preservada por estar em altitude
elevada no interior da Serra da Bocaina'®, estd situada
no bairro de Patriménio e distante aproximadamente
30 km ao sul da cidade de Paraty. Rio Pequeno, com 35
habitantes, situa-se no bairro do mesmo nome, localiza-
se 20 km ao norte da cidade de Paraty e cerca de 3 km
da estrada Rio-Santos, porém ainda ndo ha demarcagio
oficial da drea de reserva e aldeamento.

Todas as aldeias possuem modulos sanitarios, de
uso comunitdrio, instalados pelo setor de saneamento da
Fundagdo Nacional de Satde (Funasa) na parte externa
da casa e constituidos por construgdes de alvenaria ou
fibra, com vaso sanitdrio, chuveiros e pia. Os sistemas
de abastecimento de agua destas aldeias captam a agua
bruta das nascentes (mananciais superficiais) por meio
de canos de policloreto de vinila e a conduzem para
reservatorios de polietileno tipo caixa déagua, onde
recebe tratamento com hipoclorito de célcio. Filtros de
areia e pedra sao utilizados no sistema de abastecimento
da aldeia Rio Pequeno, enquanto filtros lentos de areia
sao utilizados em Sapukai; as aldeias Araponga e Paraty
Mirim nao possuem filtros.

O hipoclorito de calcio, assim como a areia e
pedra dos filtros, é fornecido regularmente pelo setor
de saneamento da Funasa. Todas as aldeias possuem um
Agente indigena de saneamento (Aisan), responsavel pela
limpeza dos reservatdrios de agua, reposi¢do do cloro
no tratamento da agua, limpeza dos médulos sanitarios
e manuten¢do dos filtros de areia e pedra, bem como
desobstrugao dos canos de agua.

Considerando que ndo ha, nessa regido, pesquisas
que abordem avaliagdo parasitologica de amostras
ambientais em comunidades indigenas, o objetivo deste
estudo foi avaliar a contaminagdo, por protozoarios
e helmintos, da agua de abastecimento e do solo dos
peridomicilios, com a finalidade de identificar possiveis
riscos de infec¢ao para a populagdo Guarani que vive nos
municipios de Angra dos Reis e Paraty.

MATERIAL E METODOS
Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de

Etica da Escola Sérgio Arouca, CEP-ENSP n°56/09,
protocolo: 0056.0.031.000-09, sendo parte de um
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projeto do Departamento de Ciéncias Biologicas da
ENSP/Fiocruz-R].

Local do estudo: Aldeias Guarani

Este estudo foi realizado em quatro aldeias
Guarani situadas nos municipios de Angra dos Reis
(aldeia Sapukai) e Paraty (aldeias de Araponga, Rio
Pequeno e Paraty Mirim) do Estado do Rio de Janeiro.

Coleta de amostras

As coletas das amostras foram realizadas no
periodo de fevereiro a outubro de 2010.

As amostras de agua foram coletadas em seis
sistemas distintos: trés existentes em Sapukai (Cachoeira,
Cacique e Pupunha), um em Araponga, um em Rio
Pequeno e outro em Paraty Mirim. Em cada um destes
sistemas, foram coletadas 04 amostras de agua bruta e 04
amostras de agua tratada, totalizando 24 amostras de cada
tipo de agua. Dois litros de d4gua bruta foram filtrados em
cartuchos modelo DPPPY-1 Micro Wind II da Cuno,
os quais foram acondicionados em sacos plasticos de
primeiro uso e identificados; as amostras de agua tratada
foram recolhidas nos reservatdrios por sifonagao em
garrafas plasticas de dois litros, previamente higienizadas
e identificadas.

As amostras de solo foram coletadas em quatro
pontos distintos de cada aldeia, escolhidos pela maior
concentracdo humana e/ou animais domésticos. Em
cada ponto, foram coletadas 04 amostras, totalizando
16 amostras de solo para cada aldeia e 64 amostras no
total. As amostras, constituidas por pool de pontos,
distantes 250 cm entre si, que circundavam um raio de
150 cm do local de escolha, foram obtidas por raspagem
superficial com pa de acgo inoxidavel, utilizando um
gabarito de 25 cm?, acondicionadas em sacos plasticos
de primeiro uso e identificadas.

Todas as amostras coletadas foram encaminhadas
aos laboratorios de Parasitologia do Instituto Biomédico
da Universidade Federal Fluminense (UFF) e de
Imunodiagndstico do Departamento de Ciéncias
Biolégicas (DCB) da Escola Nacional de Satde Publica
(ENSP) Fiocruz para analises, em recipiente isotérmico
e sob refrigeracéo.

Analise Parasitologica

Os cartuchos foram lavados com um litro de
solu¢do detergente neutro 0,001 %. Em seguida, o lavado
foi filtrado, em tamis e gaze, e sedimentado por intervalos
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de 24 horas, até obtengdo de sobrenadante limpido. O
mesmo procedimento foi executado com as amostras de
agua tratada, coletadas em garrafas plasticas.

Cada amostra de solo foi dividida em quatro
fragoes de 25 g cada, para pesquisa de larvas de
nematddeos por termohidrotropismo - técnica
microscopica de Baermann'. Apds esse processamento,
0s 100 g de amostra foram eluidos em um litro de solugéo
detergente neutro 0,001 %, filtrados em tamis e gaze e
sedimentados por intervalos de 24 horas, até a obtengédo
de sobrenadante limpido.

Para a pesquisa das formas evolutivas de
protozoarios e helmintos, parte do sedimento obtido
do pré-processamento das amostras de agua e solo
foi submetido as técnicas de Ritchie”® modificada por
Young et al'® com leitura de trés laminas por amostra e
de Sheather'” modificada por Huber et al'® com leitura
de uma lamina por amostra, em microscopio Optico
binocular Olympus® BX 41 em aumento de 100 vezes e
confirmac¢io em 400 vezes. O ensaio imunoenzimatico
(Elisa - Enzyme Linked Immunosorbent Assay) foi
realizado no laboratério de Imunodiagndstico do DCB -
ENSP utilizando os kits Wampole Cryptosporidium 1I test
Techlab’, Entamoeba Ridascreen” e Giardia Ridascreen'.
Seguiu-se o protocolo preconizado pelo fabricante dos
kits com leitura em equipamento Testline® ELx 800,
sendo aplicados 100 uL da amostra diluida na proporgdo
1:2 em solucéo diluente fornecida nos kits.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliagao parasitolégica da agua

Vinte e trés amostras coletadas de agua (48 %),
tanto bruta como tratada, foram positivas para formas
evolutivas de protozoarios, helmintos e/ou antigenos de
G. lamblia, Cryptosporidium spp. e E. histolytica, sendo
que estes resultados concordam com os obtidos por
Carneiro", que evidenciou, por técnicas microscopicas,
a presenca de cistos de Giardia sp., Entamoeba coli e
oocistos de Cryptosporidium spp. em agua antes e apos a
sua entrada nas caixas d'agua de residéncias na cidade de
Morrinhos/GO.

A positividade em dgua tratada, quando comparada
com a de dgua bruta, foi maior em Araponga e Rio
Pequeno e teve positividade similar em Sapukai Cachoeira
e Sapukai Pupunha, evidenciando que em 66,6 % (4/6)
dos sistemas de abastecimentos estudados, a agua tratada
apresentou positividade igual ou superior a agua bruta.
Estes resultados denotam uma possivel contaminagdo
da agua apos a captagdo, relacionada ao manejo ou ao
armazenamento nos reservatorios (Figura 2).

Em Rio Pequeno, Paraty Mirim e Sapukai
(sistema Cacique) foram detectados cistos de amebideos
com mais de quatro nucleos, em elevada intensidade
nas laminas de microscopia examinadas, apesar de nao
ter sido realizada avaliagdo parasitologica quantitativa.
A presenca destas estruturas pode indicar cisto de
amebideo em processo de maturagao para tornar-se cisto
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Figura 2. Distribui¢do em agua bruta e tratada das 23 amostras de adgua positivas
para protozodrios e/ou helmintos coletadas em aldeias Guarani, RJ/Brasil
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octanucleado, os quais podem pertencer a espécies de
amebas especificas de animais ou do ser humano, como
Entamoeba coli, o qual também foi detectado por Cutolo
e Rocha® na pesquisa de parasitos em dguas de reuso no
Estado de Sao Paulo.

Na agua tratada de Rio Pequeno foi encontrado
oocisto de Cystoisospora sp. com dimensoes compativeis
com C. rivolta, parasito de felideos e C. ohioensis,
parasito de canideos®. A presenga deste coccidio indica
contamina¢do por fezes de animais, sendo grande a
possibilidade de ser C. ohioensis, considerando haver
cdes domésticos coexistindo no peridomicilio.

Somente nos exames microscopicos das amostras
de agua da aldeia Paraty Mirim foram evidenciados,
tanto em dgua bruta quanto em tratada, cistos de Giardia
sp. com dimensdes compativeis com G. lamblia ou G.
microti**. A positividade verificada nessas amostras para
o antigeno de G. lamblia sugere que o cisto evidenciado
seria desse parasito, porém nao foi possivel descartar a
possibilidade da presenca de cistos de outras espécies de
Giardia sp. com dimensdes compativeis. Nas amostras
de agua dessa aldeia também foram detectados cistos
de amebideo tetranucleado com 10um de didmetro,
compativeis com o complexo E. histolytica/E. dispar, e
a confirmagdo do antigeno de E. histolytica sugere que
os cistos de amebideos tetranucleados detectados nas
técnicas microscopicas sao dessa espécie (Tabela 1).

A detecgao dos antigenos de Cryptosporidium
spp., E. histolytica e G. lamblia nas amostras de agua bruta
e tratada indica contaminagio fecal, de origem humana ou
outros animais, no manancial superficial ou diretamente
no reservatorio de agua clorada. Segundo Franco®,
esses protozodrios tém importancia em saide publica,
apresentando formas infectantes (cistos e oocistos)
com alta resisténcia a condi¢gdes ambientais adversas

e aos processos convencionais de tratamento da agua,
favorecendo a ocorréncia de surtos por veiculagao hidrica.

Nas amostras de agua coletadas nas aldeias Rio
Pequeno, Paraty Mirim e Sapukai (Cacique e Pupunha)
foram detectados larvas e ovos de nematodeos, que
podem ser espécies de vida livre e/ou parasitaria,
e demonstram que esses ambientes hidricos eram
adequados ao embrionamento, desenvolvimento e
sobrevivéncia de helmintos. Na dgua tratada no sistema
de Sapukai Cacique foram evidenciados ovos de Trichuris
sp. com dimensdes compativeis com T. vulpis, nematddeo
parasito de canideos com importincia em saude publica
por estar relacionado a casos de larva migrans visceral
humana* e infec¢do intestinal em humanos®.

A utilizagdo de filtros de areia e pedra no sistema
de Rio Pequeno e de filtros lentos de areia em Sapukai
nao impediu a passagem de ovos de helmintos e cistos de
protozoarios dos mananciais superficiais contaminados
para os reservatdrios de dgua clorada, sendo que estes
resultados concordam com os evidenciados por Heller
et al*, que isolaram cistos de Giardia sp. e oocistos
Cryptosporidium spp. em agua de mananciais superficiais,
antes e apds a etapa de filtragdo nas estagdes de tratamento
de agua na cidade de Vigosa, MG.

O filtro é um importante elemento para retengao
de formas evolutivas de parasitos, porém existem fatores
determinantes da eficacia do processo de purificagdo da
agua que devem ser considerados, como o didmetro do
poro da malha filtrante associado a variagdo da vazdo da
agua. Os resultados indicaram que a presenga do filtro nos
sistemas de abastecimento de agua de algumas aldeias ndo
interferiu na positividade de protozoarios e nematodeos
em rela¢do a aldeias que ndo utilizaram filtro, como Paraty
Mirim e Araponga. Segundo Lechevalier et al”, os filtros
diminuem a passagem de matéria organica, mas nao retém

Tabela 1. Distribui¢do dos protozodrios e/ou helmintos detectados por técnicas microscopicas e imunoenzimaticas nas amostras de agua
coletadas nos sistemas de abastecimento de quatro aldeias Guarani de Angra dos Reis e Paraty, RJ/Brasil

. . . Sapukai Sapukai Sapukai

Organismos Araponga Rio Pequeno  Paraty Mirim Cacll,loeira Cal: Qe Pull:unha
AB* AT  AB* AT**  AB* AT**  AB* AT* AB* AT* AB* AT*

Protozodrios - - 1 - 2 2 - - 1 - - -
Helmintos - - - 1 1 1 1 - 1 1 - 1
Antigeno de Entamoeba histolytica - - 1 2 1 1 1 - - - - -
Antigeno de Cryptosporidium spp. - 1 2 1 3 1 - 1 - - - 1
Antigeno de Giardia lamblia - - 1 1 3 2 1 - 1 - - -
Larva de nematddeo - - - 1 1 - - - 1 1 - -

AB*: Agua Bruta; AT**: Agua Tratada; -: nao foi detectado
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ovos de helmintos e principalmente cistos de protozoarios,
que passam entre os graos de areia ou pedra.

Em Rio Pequeno, assim como em Sapukai,
o reservatorio de agua clorada permanece sempre
tampado e situado em local de dificil acesso e elevagdo de
terreno, condigoes essas que dificultam a ocorréncia de
contaminacgdo fecal direta e sugerem que a contaminagéo
da 4gua com formas evolutivas de protozoarios e
helmintos tenha ocorrido no manancial superficial (dgua
bruta), sendo importante ressaltar que estas aldeias
estdo proximas a mata fechada e, portanto, suscetiveis
a contamina¢do dos mananciais por fezes de animais
silvestres ou material fecal do solo carreado pela agua das
chuvas. Apesar de benéfica, a elevagao dificulta a limpeza
rotineira que, associada a auséncia de filtros no sistema
de Paraty Mirim, determinaram actimulo de grande
quantidade de sujidades no fundo dos reservatorios.

A observagdo de uma tnica amostra positiva no
sistema de abastecimento da aldeia Araponga pode ser
consequéncia do dificil acesso a nascente, onde ocorre
a captagdo da agua bruta, e da supervisdo rigorosa do
cacique sobre o Aisan para a limpeza periddica do
reservatorio de agua clorada, no qual foi verificado
pouquissimo sedimento em seu fundo. A preocupagio do
cacique quanto alimpeza dos reservatorios e a agao efetiva
do Aisan nao foram observadas nas demais aldeias, fato
que pode ter propiciado a verificagdo de maior volume de
residuos nos outros sistemas de abastecimento.

Avaliagao parasitologica do solo

Dentre as 64 amostras de solo coletadas, 40
(62,5 %) foram positivas para protozoarios, helmintos
e/ou antigenos de G. lamblia, Cryptosporidium spp. e
E. histolytica. Todas as aldeias apresentaram ao menos
uma amostra de solo positiva para formas evolutivas
de protozoarios e helmintos, sem grandes variacdes nos
numeros absolutos e nos locais coletados, conforme
demonstrado na Tabela 2.

Ovos de Trichuris sp. com tamanho de 76 x 32
um, compativeis com T. vulpis (parasito de canideos) ou
T. campanula (parasito de felideos), foram evidenciados
em amostras no posto de saude de Sapukai e na escola em
Araponga, e indicaram a ocorréncia de contaminagao do
solo por fezes de caes e gatos domésticos que circulam
nessas aldeias ou de canideos ou felideos silvestres
oriundos da mata. A detec¢ao de ovos de Trichuris sp.
também foi relatada por Tavares et al*®, pesquisando solo
de pragas publicas na cidade Pelotas, RS.

Larvas de nematédeos foram isoladas em todas
as aldeias e ovos de nematddeos foram evidenciados
somente no modulo sanitario de Paraty Mirim e no de
Sapukai Cacique. A morfologia dessas larvas nao foi
avaliada, bem como a identifica¢io do género, sendo
somente observada a presenca para possivel verificagdo
das condigdes ambientais quanto ao desenvolvimento
de geo-helmintos. Os resultados obtidos permitiram
afirmar que o solo das aldeias é favoravel & manutengéo
e ao desenvolvimento de nematddeos de vida livre ou
parasitos denominados de geo-helmintos.

Ovos férteis de ascarideo com mensuragio
compativel com Ascaris sp. foram detectados apenas nas
amostras de solo do mddulo sanitério do sistema Pupunha
em Sapukai, em conformidade com os resultados
verificados na avaliacdo de amostras de solo de pragas
publicas de Maringa feita por Tiyo et al* e em pragas
publicas da cidade do Rio de Janeiro feita por Souza et
al*”. Os resultados obtidos neste estudo sugerem que esses
ovos sejam de A. lumbricoides, espécie de nematddeo
que parasita o ser humano e que a contamina¢do do
solo ocorreu por fezes humanas, visto que a aldeia nao
possuia suinos, seja pelo uso do ambiente como sanitédrio
por questdes culturais, como pela limpeza inadequada
dos mddulos sanitérios.

Poucas formas evolutivas de protozoarios
foram detectadas nas amostras de solo pelas técnicas
microscopicas. Tal fato pode ter ocorrido devido a
maior dispersio das formas evolutivas parasitarias
no solo, bem como por alteragbes morfoldgicas na
estrutura do protozoario por exposicdo a condigdes
ambientais adversas por longo periodo e que dificultam a
identificagdo microscopica. A detecgdo dos protozoarios
G. lamblia, Cryptosporidium sp. e E. histolytica foi possivel
por ensaio imunoenzimatico. Esta metodologia nao foi
utilizada anteriormente em amostras de solo, segundo
o referencial tedrico pesquisado para realizacao deste
estudo (Tabela 3).

A presenca de protozoarios e helmintos no
solo das aldeias Guarani indicou contaminagdo fecal
e risco de infeccdo para os indigenas, principalmente
para as criangas que andam descal¢as, em concordéancia
com estudo similar em comunidades indigenas no
Distrito de Iaureté/AM, realizado por Rios et al’’, no
qual detectaram, em amostras obtidas por raspagem
superficial do solo, ovos de Ascaris sp., Trichuris sp.,
cistos de E. coli, larvas de ancilostomideos e cistos de
outros protozodrios.
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Tabela 2. Frequéncia absoluta das amostras de solo positivas para protozodrios e/ou helmintos detectados por técnicas microscopicas e
imunoenzimaticas coletadas em quatro aldeias Guarani em Angra dos Reis e Paraty, R]/Brasil

Modulo Sanitario
Escola

Araponga Casa de reza

PN N
W W W N

Posto de Saude
Total 16 11

Modulo Sanitario 4 3

Escola

Rio Pequeno Casa de artesanato
Area de descanso 4 2
Total 16 10

Modulo Sanitario

Escola
Paraty Mirim Casa de reza
Area de descanso
Total 16

Modulo Sanitério do sistema Cacique

Escola

Sapukai Modulo Sanitério do sistema Pupunha

W W W W IN(ND =N

Posto de Saude
Total 16
Total global de amostras 64

e
[\S]

'y
(=]

Tabela 3. Distribui¢ao dos antigenos de protozoarios detectados por técnicas imunoenzimaticas nas amostras de solo coletadas nos peridomicilos
de quatro aldeias Guarani em Angra dos Reis e Paraty, R]/Brasil

Moédulo Sanitério - - 1

Escola - - -

A
raponga Casa de reza - 1 -

Posto de Saude - - -

Moédulo Sanitério 1 - 2
Paraty Mirim Escola ! . i
Casa de reza - 1 -
Area de descanso 1 1 -

-:ndo foi detectado
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CONCLUSAO

A detecgio de formas evolutivas de protozoarios
e helmintos em dgua de abastecimento e solo de
peridomicilio nas quatro aldeias Guarani de Angra dos
Reis e Paraty indicam a necessidade da implementagéo
de acgbes educativas, que estimulem a participagdo de
todos os sujeitos envolvidos, e de agdes sanitarias. Essas
acoes poderao favorecer o empoderamento dos indigenas
nas questoes de saide, possibilitando uma redugido
significativa da transmissio de enteroparasitoses,
incluindo-se as de carater zoondtico, onde se destaca o
controle de animais que circulam nestas aldeias pelas
entidades competentes em parceria com as comunidades
indigenas residentes.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade fisico-quimica da agua de abastecimento para consumo
humano da regido do Vale do Ribeira, SP, Brasil, entre 2008 e 2010. Foram medidos os pardmetros ferro,
turbidez, cor aparente, nitrato e avaliados segundo a Portaria n° 2.914/2011 do Ministério da Saude. O
fluoreto medido foi avaliado de acordo com a Resolu¢io da Secretaria de Estado da Saude SP 250/1995.
Foram coletadas 1.254 amostras de dguas de 15 municipios dessa regido. Os resultados mostraram
que 46 % das amostras estavam inadequadas para o consumo humano, principalmente pelos niveis de
fluoreto, que é adicionado a dgua de abastecimento publico para prevenir a carie dentdria. Observou-
se que 42,7 % das amostras estavam fora da faixa recomendada (0,6 a 0,8 mg.L"). Turbidez, ferro e
cor aparente acima dos valores maximos recomendaveis (VMR) pela legislagdo foram evidenciados,
respectivamente, em 2,2 %, 6,1 % e 2,1 % das amostras. Nenhuma das amostras apresentou nitrato.
A vista dos resultados obtidos, conclui-se que hd necessidade de implementar o monitoramento da
qualidade da agua.

Palavras-chave. dgua, fluoreto, satide publica, Vale do Ribeira, SP.

ABSTRACT

This study aimed at evaluating the physical-chemical quality of public water supply in the region of the
Vale do Ribeira, SP, Brazil, from 2008 to 2010. The parameters analyzed were iron, turbidity, nitrate
and apparent color that were evaluated according to the Decree n. 2914/2011 of the Brazilian Ministry
of Health. The measured fluoride was evaluated according to the Regulation of the State Secretariat of
Health of Sao Paulo SP 250/1995. A total of 1,254 water samples were collected from 15 municipalities of
this region. The results showed that 46 % of samples were inadequate for consumption mainly because of
the fluoride contents, which is added into public water supplies to prevent tooth decay. This study showed
that 42.7 % of samples were incompliant with the recommended range (0.6 to 0.8 mg.L"). Turbidity, iron
and apparent color above the maximum recommended values (MRV) were identified in 2.2 %, 6.1 % and
2.1 % of samples, respectively. No nitrate was detected in the analyzed samples. Based on these finding, it
is needed to implement a program for monitoring public water supply in this region.

Keywords. water, fluoride, public health, Vale do Ribeira, SP.
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INTRODUCAO

A agua tem importancia vital para todos os seres
humanos e a avalia¢do de sua potabilidade é primordial
para a saude da populagao. A disponibilidade dos
servicos de agua (captagdo e tratamento) e também de
esgoto (coleta e tratamento) podem ser considerados
como indicadores sanitarios. A agua é considerada
propria para o consumo humano quando seus
parametros microbioldgicos e fisico-quimicos atendem
aos padroes de potabilidade estabelecidos atualmente
pela Portaria n° 2.914/2011 do Ministério da Satde
(MS)".

O Vale do Ribeira é uma regido que se estende
ao sul do Estado de Sao Paulo e ao leste do Estado do
Parana e sua bacia, cuja extensdo é de 28.306 km?,
sendo 17.115 km? no estado de Sdo Paulo, possui alta
disponibilidade hidrica®. Segundo a Sabesp, na Unidade
do Vale do Ribeira, capta-se dgua para o abastecimento
tanto de mananciais superficiais, como de serra e
também de subterraneos®. Essa regido é composta por
areas de preservacdo ambiental e, em 1999, recebeu da
Unesco o titulo de Patrimo6nio Natural, socioambiental
e cultural da humanidade. O Vale do Ribeira é uma
das regioes menos urbanizadas do estado de Sao Paulo,
com populacdo estimada em 400 mil habitantes, grande
parte dela em dreas rurais, vivendo da agricultura
(banana e chd), mineragdo e extrativismo vegetal
(palmito)®. De acordo com o Sebrae*, o Vale do Ribeira
atualmente se caracteriza pela grande concentragao de
pequenas propriedades (até 50 ha) que produzem além
da banana e palmito, cha mate, arroz, milho, flores;
ha atividade de pesca de subsisténcia ao longo dos
140 km de extensdo do Complexo Estuarino Lagunar de
Iguape-Cananeia-Paranagua®. Segundo Chabaribery et
al® a regido apresenta caréncia na assisténcia médica e
sanitaria e deficiéncias no sistema publico de esgoto,
principalmente na area rural. Neste estudo, o foco foi
a fluoretagdo da dgua, que tem impacto na prevengao
e reducdo da incidéncia de cérie dentaria. De acordo
com o Centro de Controle de Doencas dos Estados
Unidos, a fluoretagio pode reduzir a incidéncia
da cdarie dentaria de 18 % a 40 %, nas criangas, e
aproximadamente 35 %, nos adultos’. A Portaria
635/1975 do Ministério da Saude (MS)’ estabeleceu
que a concentragao de fluoreto deve estar de acordo
com a média das temperaturas mdaximas didrias e
a Resolucdo 250 de 1995 da Secretaria de Estado da
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Saude?® fixou para o Estado de Sdo Paulo a faixa de 0,6
a 0,8 mg.L"! para fluoreto na agua.

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foiavaliar
a qualidade fisico-quimica da agua de abastecimento
para consumo humano da regido do Vale do Ribeira
baseando-se nos teores dos seguintes parametros: ferro,
turbidez, cor aparente, nitrato e fluoreto.

MATERIAL E METODOS

No periodo de 2008 a 2010 foram coletadas 1.254
amostras de dguas de 15 municipios da regido do Vale do
Ribeira, sul do Estado de Sao Paulo/Brasil:

Cajati (latitude: -24.730 e longitude: -48.110),
Itariri (latitude: -24.300 e longitude: -47.167), Cananeia
(latitude: -25.017 e longitude: -47.950), Juquia (latitude:
-24.317 e longitude: -47.633), Pedro de Toledo (latitude:
-24.283 e longitude: -47.233); Pariquera-Aqu (latitude:
-24.717 e longitude: -47.883), Iguape (latitude: -24.717
e longitude: -47.550), Ilha Comprida (latitude: -24.7313
e longitude: -47.5589), Jacupiranga (latitude: -24.699
e longitude: -48.004), Eldorado (latitude: -24.522
e longitude: -48.108), Miracatu (latitude: -24.283 e
longitude: -47.467), Sete Barras (latitude: -24.383
e longitude: -47.917), Iporanga (latitude: -24.583 e
longitude: -48.583), Barra do Turvo (latitude: -24.750
e longitude: -48.500) e Registro (latitude: -24.500 e
longitude: -47.833).

A amostragem levou em consideragdo, entre
outros, a densidade populacional, locais com grande
afluéncia de publico, de distribuicdo espacial de
doengas de transmissao hidrica, locais estratégicos
(hospitais, creches e escolas) de baixa pressao no
sistema de distribui¢do’. As amostras foram coletadas
pelas Vigilancias Sanitarias Municipais de acordo
com os requisitos basicos de coleta, transporte e
acondicionamento que constam no Manual de Coleta,
Conservagdo e Transporte de Amostras de Agua do
Centro de Vigilancia Sanitaria'®.

Nas amostras, foram determinados ferro
por espectrometria de absor¢do atdémica, limite de
quantificagdo do método (LQ) = 0,15 mg.L"'; cor aparente
por nefelometria; nitrato por espectrofotometria UV/
VIS, LQ = 0,05 mg.L'; turbidez por turbidimetria, LQ
= 0,1 uT e potenciometria com eletrodo seletivo para
determinacao de fluoreto, LQ = 0,15 mg.L"'. Os métodos
utilizados estdo descritos no livro de Normas Analiticas
do Instituto Adolfo Lutz’.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na analise das aguas da
regido do Vale do Ribeira, no periodo 2008-2010, estdo
apresentados na Figura 1, que mostra os municipios em
funcdo da distribuicdo do total de amostras analisadas,
satisfatorias e insatisfatorias.

Dentre os pardmetros avaliados, a turbidez e a
cor sdo indicativas da presenga de sdlidos dissolvidos,
em suspensio, ou material em estado coloidal, sejam eles
organicos ou inorgéanicos (areia, argila), porém muitas
vezes eles podem estar relacionados com a elevada
concentracdo de ferro'. Neste levantamento nao houve
registro de amostras apresentando apenas turbidez,
esta esteve sempre associada ao ferro e/ou cor. Todas as
amostras com ferro e/ou cor e/ou turbidez apresentaram
niveis acima dos valores maximos permitidos (VMP)
pela Portaria n° 2.914/2011'. Quanto ao nitrato, nenhuma
das amostras apresentou teores acima de seu VMP, de
10 mg.L"' de nitrato em nitrogénio'.

No total de 1.254 amostras, apenas 28 (2,2 %)
apresentaram turbidez acima do VMP (5 uT)'. O ferro
esteve presente em 77 (6,1 %) das amostras de agua
avaliadas em valores acima do permitido (0,3 mg.L")".
Dessas 77 amostras, 21 delas também apresentaram
turbidez em valores superiores aos da legislacao e 27 com
coracimado VMP (15uH)'. O consumo excessivo de ferro
pode causar uma doen¢a chamada hematocromatose que
se caracteriza pelo deposito deste metal nos tecidos de
o6rgaos como figado, pancreas, coracio e hipdfise'. A sua
presenca na agua pode favorecer o desenvolvimento de

ferro-bactérias, que ndo sio prejudiciais a saude, mas

140 M Total de amostras M potaveis
120

1

o o
S o

N° Amostras
P (=23
o o

[
=3

F-<0,6 mg/L

dao cor e odor a agua. Das fontes potenciais, o ferro
pode ser proveniente tanto da méa condi¢ao da bomba do
poco (encanamento enferrujado) ou mesmo da prépria
natureza das rochas com a sua dissolu¢ao pelo gas
carbdnico da agua. Nas aguas superficiais, o ferro pode
ocorrer com a erosao das margens ou ainda ser produto
dos efluentes industriais da regiao'?.

As amostras com fluoreto abaixo e acima da
faixa recomendada, 0,6 a 0,8 mg.L", sio consideradas
insatisfatorias, segundo a Resolu¢ao n° 250% de Séo
Paulo. Neste estudo, o fluoreto foi o pardmetro com
maior numero de amostras em desacordo, média total de
42,7 % (Figural). Na Tabela 1 estdo as porcentagens das
amostras insatisfatdrias e os valores médios com desvio-
padrao daquelas com teores inferiores a 0,6 mg.L' e
superiores a 0,8 mg.L"' para cada municipio. Miracatu,
Eldorado, Sete Barras e Juquia tiveram mais da metade
das amostras analisadas insatisfatdrias para fluoreto,
sendo que Juquia apresentou o maijor indice de amostras
insatisfatorias, 68,5 %, incluidas as amostras com falta
e excesso de fluoreto na agua de abastecimento. Foi o
municipio que apresentou a maior porcentagem (17,1 %)
de amostras com excesso de fluoreto; particularmente,
em 2010, foram 14,3 %, com niveis de 0,9 a 1,5 mg.L". A
amostra com maior concentracao de fluoreto, 1,94 mg.L",
foi encontrada em 2010, no municipio de Sete Barras.
Amostras colhidas na saida de tratamento também
apresentaram altos niveis de fluoreto, foram trés: em
Pariquera-agu 1,59 mg.L', em 2009 e 1,71 mg.L', em
2010 e uma de Registro, em 2010, 1,25 mg.L".

O excesso de fluoreto é preocupante, pois pode
causar a fluorose dentdria (manchas esbranquicadas

W F->0,8 mglL M Ferro /cor fturbidez cffluoreto
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‘\g\

'9
¢
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Figura 1. Avaliagdo da dgua de abastecimento da regidao do Vale do Ribeira, no periodo 2008-2010
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Tabela 1. Porcentagem e média com desvio padrdo das amostras dos municipios que apresentaram teor de fluoreto fora da faixa recomendada®

(0,6 -0,8 mg.L'F)

% amostras

Média + dp das amostras

% amostras > 0,8 Média + dp das amostras

Municipios <0,6mgL' F <0,6mgL'F mg.L'F >0,8mg L' F
Barra do Turvo 473 0,45 + 0,07 0,0 -
Cajati 38,3 0,45 + 0,06 6,8 1,29 + 0,33
Cananéia 28,6 0,34 + 0,01 0,0 -
Eldorado 56,6 0,43 + 0,10 2,0 1,52 + 0,02
Iguape 25,0 0,50 + 0,05 1,9 0,87 + 0,02
Ilha Comprida 26,3 0,51 + 0,02 3,0 1,01 + 0,05
Iporanga 37,5 0,47 + 0,08 0,0 -
Itariri 25,5 0,43 + 0,13 6,4 1,11 + 0,20
Jacupiranga 475 0,43 + 0,11 0,0 -
Juquid 51,4 0,37 + 0,14 17,1 1,09 + 0,22
Miracatu 44,2 0,39+ 0,11 12,5 1,13 + 0,22
Pariquera-agu 36,4 0,48 + 0,06 2,0 1,79+ 0,11
Pedro de Toledo 3,0 0,51 + 0,02 1,3 0,89 + 0,00
Registro 12,2 0,51 + 0,03 9,8 1,14 + 0,08
Sete Barras 49,1 0,47 + 0,07 0,9 1,94 + 0,00

F = fluoreto; dp = desvio padrao

nos dentes) principalmente em menores de oito anos de
idade, que estdo com esmalte dentario em formacgéo; e até
mesmo atingir o esqueleto quando a agua de consumo
apresentar de 3 a 6 mg de fluoreto/L". Se a ocorréncia de
fluoreto for natural e estiver acima de 0,9 mg.L", segundo
o Decreto Federal 5440/2005', os responsaveis pela
distribui¢do devem alertar os consumidores.

As andlises revelaram que sdo frequentes
as amostras de agua com concentragido de fluoreto
abaixo da faixa recomendada (Figura 1 e Tabela
1). Em Miracatu foram 44,2 %; em Eldorado foram
56,6 % e em Juquiad 51,4 % das amostras. Sete Barras
apresentou 49,1 % das amostras em desacordo; em
Jacupiranga foram 47,5 % e em Barra do Turvo
47,3 %. Iguape, Itariri e Registro apresentaram as
menores porcentagens de desacordo.
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Segundo a Sabesp, as estagdes de tratamento de
agua (ETA) do Vale do Ribeira sdo todas automatizadas
- sistema Aqualog - que além de supervisionar as
fases da producdo de agua, monitora e controla
automaticamente bombas dosadoras de produtos
quimicos, entre eles o fluor, adicionado na forma de
acido fluorsilicico”. De acordo com Pestana'é, a falta
de treinamento do operador responsavel, problemas no
equipamento hidraulico e/ou variagdes no fluxo de agua
ao longo da rede de distribuicdo podem alterar os niveis
de fluoreto, pois foi o que a autora observou estudando
os teores de fluoreto na agua de abastecimento apenas
do municipio de Cananeia em 2010. Comparando a
situagdo com levantamento realizado em 2007-2009
com os municipios das DIR III, IV e V observa-se que,
de forma geral, os resultados do Vale do Ribeira sao mais
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impactantes’”. Nos municipios da DIR III (regido de
Mogi das Cruzes), o desacordo quanto ao fluoreto foi de
16,8 %, mas observou-se que houve problemas pontuais
como em Biritiba-Mirim e Santa Izabel, onde as maiores
porcentagens de amostras insatisfatorias com os teores
de fluoreto atingiram 51,2 % e 64 %, respectivamente'’.
Nos municipios da DIR IV (regiao de Franco da Rocha),
apenas 7,8 % das amostras de agua coletadas estavam
insatisfatorias em relacdo ao teor de fluoreto. Na DIR V
(regido de Osasco), este percentual atingiu 12,3 %, mas
dois municipios mostraram ter os maiores problemas de
fluoretagdo: Juquitiba, com 40,6 % de inadequagao e Sdo
Lourengo, que atingiu 62,0 %, em 2008".

Daré et al'® avaliaram de 2001 a 2005 o processo
de fluoretagdo da agua de abastecimento da regido de
Aracgatuba e obtiveram resultados semelhantes aos nossos.
De forma geral, aquela regido apresentou 51,6 % de amostras
fora da faixa, sendo 41 % abaixo e 11 % acima dela.

A fluoretagao da agua de abastecimento é eficaz na
prevengdo e reducdo da carie dental de forma universal,
quando é um processo continuo e os niveis sdo mantidos
dentro da faixa estabelecida'®, o que ndo foi evidenciado
neste estudo. A regido do Vale do Ribeira é uma dasregioes
mais carentes do Estado de Sao Paulo®” e, de acordo com
Barbato e Peres”, a carie dentaria é mais prevalente,
atinge mais pessoas e com gravidade, em grupos mais
desfavorecidos, ou seja, aqueles que tém menos acesso
e servigos assistenciais e preventivos, entre outros.
Para tal, faz-se necessdrio um monitoramento, além do
controle da prépria empresa que faz a fluoretagao. Isto
no principio do heterocontrole, pois segundo Narvai'?,
se um bem ou servi¢o implica risco ou representa fator
de prote¢ao para a saude publica, entdo além do controle
de produtos sobre o processo de produgao, distribuicdo e
consumo deve haver controle por parte das instituicoes
do Estado®.
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RESUMO

Neste estudo, foi desenvolvida a bebida isotdnica orgénica de tangerina. Apds uma sequéncia de testes,
foram obtidas trés diferentes formulagdes de bebida isotonica, contendo diferentes concentragdes de suco
de tangerina orgénico: F1= 15 %, F2=10 % e F3=5 %. As bebidas foram pasteurizadas e armazenadas em
embalagens plasticas a temperatura de + 4 °C até o seu consumo. As trés bebidas foram submetidas a
testes de solidos totais, acidez titulavel, potencial de hidrogénio (pH) e valor osmdtico. Foram realizadas
andlises microbiologicas iniciais de coliformes totais e fecais, e de bactérias aerdbicas mesofilas, bolores e
leveduras para avaliar a estabilidade microbioldgica das trés bebidas durante 30 dias, conservadas a + 4 °C.
Os testes sensoriais foram realizados com 30 praticantes de atividade fisica, de ambos os sexos e de 18 a 40
anos de idade. As bebidas apresentaram niveis adequados de sélidos solaveis, acidez e pH, assim como nos
resultados microbioldgicos. Por meio de testes sensoriais, foi apontada a preferéncia dos consumidores
para a bebida com maior teor de suco de tangerina (F1=15 %), o que indica a possivel viabilidade comercial

pelo seu melhor desempenho em relagdo & marca comercial para os atributos avaliados.
Palavras-chave. suco de fruta, isotdnico, organico, analise sensorial.

ABSTRACT

This study aimed at developing an isotonic organic tangerine beverage. After performing a sequence of tests,
three formulations ofisotonic beverage were prepared, by using different concentrations of organic tangerine
juice: F1=15 %, F2=10 % and F3=5 %. The beverages were pasteurized and stored in plastic containers
at = 4 °C until being consumed. The three beverages were analyzed to determine the total solids, acidity,
potential of hydrogen (pH) and osmotic value. The initial microbiological analyses were performed for total
and fecal coliforms; and mesophilic aerobic bacteria, yeasts and molds for assessing the microbiological
stability of three beverages for 30 days at + 4 °C. The sensorial characteristics were evaluated by 30 persons
practicing physical activity, of both sexes and aged from 18 to 40 years. The beverages showed appropriate
soluble solids contents, acidity and pH, and microbiological quality. By means of sensory testing, the
consumers chose the beverage containing the highest concentration of tangerine juice (F1=15 %). The
formulated beverages showed commercial potential, demonstrating the feasibility of developing an

organic beverage.
Keywords. fruit juice, isotonic, organic, sensory analysis.
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INTRODUCAO

Isotdnicos ou repositores hidroeletroliticos sdo
bebidas especialmente formuladas para praticantes de
atividades fisicas, com o objetivo de reposi¢ao hidrica
e eletrolitica’. A bebida isoténica é a que apresenta
concentracdo de substincias ou minerais semelhantes a
encontrada nos fluidos orgénicos, permitindo agilidade
de absorgdo e, consequentemente, rapida hidratacao apds
seu consumo’.

Tradicionalmente, os isoténicos sdo preparados
utilizando-se corantes e aromatizantes artificiais,
além de conservadores®. De acordo com estes autores,
na conservagido das bebidas isotonicas podem ser
considerados quatro obstaculos atuantes, isolada ou
conjuntamente, que garantem a estabilidade e seguranca
microbioldgica do produto, sendo elas a alta acidez (pH
< 4,6), o tratamento térmico (pasteurizagdo), a adi¢do
de conservadores quimicos e a assepsia e adequagdo da
embalagem.

A adigdo de sucos de frutas organicas na produgao
de isotonicos traz inumeras vantagens que vao desde o
incremento nutritivo ao maior sabor a bebida.

As tangerinas fazem parte da dieta dos brasileiros.
Além de serem importante fonte de vitaminas e fibras,
recentemente vém sendo reconhecidos por conterem
metabdlitos secundarios incluindo antioxidantes como
acido ascorbico, compostos fendlicos, flavonoides,
limonoides que sdo importantes para a nutricdo humana,
apresentando assim grande potencial no incremento
da bebida isotdnica’. Segundo Gouveia’, a tendéncia
atual é uma alimentacdo saudavel, com substituicio
de alimentos convencionais por orgéanicos, o que fez
ter aumentado a procura por esses alimentos livres de
agrotoxicos, hormonios e aditivos quimicos artificiais,
principalmente pelo publico praticante de esporte, o qual
apresenta a preocupagdo com a alimentagdo e habitos
saudaveis.

A agricultura organica exclui a adogao de
agroquimicos, bem como de todo e qualquer tipo de
material que possa produzir no solo fung¢des estranhas
as desempenhadas pelo ecossistema. Por meio de
agricultura organica, procura-se utilizar os recursos
locais, na busca de se obter a maxima reciclagem dos
nutrientes existentes®.

No cendrio brasileiro, os alimentos organicos
vém aumentando sua participagio em termos de
produgdo, comercializagdo e consumo. A expressiva e
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rapida elevacdo da demanda interna, impulsionada pelo
crescente numero de consumidores que tém procurado
alimentos mais saudaveis, de melhor sabor e que
preservem o meio ambiente, sinalizam para o aumento
do consumo interno e da produ¢ao nacional’.

Segundo o Projeto Organics Brasil, que retine
empresas exportadoras de produtos e insumos organicos,
o mercado de organicos em geral cresceu 40 % em 2010
e a expectativa é de ampliagdo nas vendas domésticas
com as novas regras para produ¢do. Da mesma forma, o
mercado externo de organicos também cresceu em 2010°.
Atualmente, entre os principais produtos organicos do
Brasil, destacam-se: acticar mascavo, café, cereais (milho,
arroz, trigo), dendé, erva-mate, frutas como o caju,
banana e citros como a tangerina, hortaligas, leguminosas
(feijao, amendoim), plantas medicinais e soja’.

O objetivo deste trabalho foi elaborar uma bebida
isotonica organica de tangerina e caracterizar suas
propriedades fisico-quimicas, sensorial e microbiologica
comparando com a bebida isotdnica comercial sabor
tangerina.

MATERIAL E METODOS

Material

As frutas foram adquiridas nos meses de junho
e julho em uma propriedade rural, a qual produz
alimentos organicos, localizada na cidade de Pinheiral,
no Sul Fluminense/R]. Os demais ingredientes utilizados
no preparo da bebida foram agtcar cristal organico
(Native®), citrato de sdédio dihidratado (Quimesp
Quimica Ltda), cloreto de s6dio (Cisne®), maltodextrina
sem sabor (Peter Food®) e 4cido citrico anidro (Quimesp
Quimica Ltda). A agua utilizada no preparo da bebida foi
deionizada em laboratério de bioquimica.

Formulagao e preparo da bebida

O preparo da formulagio base da bebida
isotonica procedeu-se por dissolucdo dos ingredientes
em agua deionizada, a saber: 40 g de sacarose, 0,2 g
citrato de sddio, 22 g de maltodextrina sem sabor e
0,7 g de acido citrico para cada litro da bebida. A partir
da formulagao base foram preparadas trés formulagoes
de bebida isotdnica com diferentes concentra¢des de
suco de tangerina orgénico, a saber: F1=15 %, F2=10 %
e F3=5 % de suco de tangerina organico. A formulagao
e preparo da bebida isotdnica foram realizados na
planta piloto de agroindustria do Instituto Federal do
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Rio de Janeiro, campus Nilo Pecanha/R] (IFRJ-CANP).
Posteriormente, as formula¢oes foram submetidas
a pasteurizagdo lenta (66 °C/30 min) em cubas de
aluminio, sob agita¢io manual e em banho-maria com
um termdmetro acoplado. O envase foi realizado com a
bebida ainda quente em embalagens plasticas sanitizadas,
as quais foram vedadas e submetidas ao resfriamento em
agua clorada a 30 °C. Posteriormente, as garrafas que ndo
foram submetidas as analises sensorial, microbioldgica
(em tempo zero) e fisico-quimica foram armazenadas
por 30 dias, sob temperatura + 4 °C para a realizagao das
analises de estabilidade microbioldgica.

Caracteristicas fisico-quimicas da bebida isoténica

A determinacdo do teor de solidos soluveis
totais das trés formulacdes foi realizada utilizando um
refratometro manual e sua leitura foi dada em °Brix.
O teor total de acidez titulavel (ATT) foi determinado
por titulagao com solugdo de hidroxido de sodio 0,1 N
padronizada. O potencial de hidrogénio (pH) foi obtido
pelo uso de potenciometro digital (marca Digimed,
modelo DM-22). Todas as andlises foram realizadas em
triplicata. Os dados foram tabulados e analisados por
ANOVA e teste de Tukey para compara¢iao de médias
(p < 0,05), utilizando o programa BIOESTAT 2.0.

Analisou-se também a eficiéncia da bebida
isotdnica com relacio ao seu valor osmético em
osmometro de pressdo de vapor. Assim, apds confirmagio
dos niveis de osmolalidade de todas as bebidas estarem
entre 270 a 300 mOsm/L'" procedeu-se com os testes
sensoriais.

Estudo sobre a estabilidade microbioldgica das bebidas
isotdnicas organica de tangerina

Para o estudo da qualidade microbioldgica
das bebidas F1, F2 e F3, foram realizadas andlises
microbioldgicas iniciais de coliformes totais e coliformes
fecais. Para o estudo da estabilidade microbioldgica das
trés bebidas isotdnicas, as mesmas foram submetidas a
analise microbioldgica de bactérias aerdbicas mesofilas,
bolores e leveduras, sendo estas avaliadas em tempo
zero, 15 e 30 dias de armazenamento sob a temperatura
de +4°C.

Teste sensorial de aceitacdo das bebidas isotonicas

As trés bebidas formuladas neste estudo foram
avaliadas sensorialmente no tempo zero, ou seja,
imediatamente apds o processamento. Uma quarta

amostra de bebida isoténica de marca comercial com
sabor e aroma artificial de tangerina foi analisada
juntamente com as trés formulagdes propostas neste
estudo.

Os testes de aceitagao foram realizados por 30
consumidores, voluntarios, de ambos 0s sexos e com
idade entre 18 e 40 anos, praticantes de atividade fisica e
habituados ao consumo de isoténicos. Cada consumidor
recebeu de forma monadica as quatro amostras da bebida
em copos descartaveis e codificados com numeros de
trés digitos a temperatura de + 4 °C. Utilizou-se a escala
hedonica ndo estruturada de nove centimetros ancorada
em seus extremos “desgostei extremamente” a “gostei
extremamente”. Ao fim do teste sensorial, os dados foram
tabulados e analisados por ANOVA e teste de Tukey para
comparagdo de médias (p < 0,05), utilizando o programa
BIOESTAT 2.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise fisico-quimica

NaTabelal,estaoapresentadasas médiasedesvios
padroes das caracteristicas fisico-quimicas das bebidas
isotonicas orgénica de tangerina. Conforme observado,
0 °Brix de todas as bebidas ficou entre 5,79 a 5,91 nio
diferindo significativamente entre si (p < 0,05). O °Brix
presente na bebida isoténica expressa a quantidade de
solidos soluveis totais presentes no produto, constituindo
numa relagdo importante para a qualidade do produto
final. De Marchi et al'' avaliaram o teor de °Brix em
isotonico natural de maracujd, tanto na bebida fresca
como na pasteurizada (92 °C/4 seg.) e constataram nao
haver alteracdo nos valores finais de °Brix entre os dois
tipos de processamento, o que indica que o método de
pasteuriza¢do nao interfere na manutencdo da qualidade
final da bebida em niveis de soélidos e soluveis. Com
relacdo a acidez titulavel, expressa em porcentagem de
acido citrico por 100 mL de isotdnico, observou-se que
todas as amostras ndo diferiram estatisticamente (p <
0,05) entre si, apresentando niveis de acidez entre 0,13
a 0,21 %. Os valores do °Brix e de acidez titulavel estao
proximos aos valores encontrados na bebida isoténica
desenvolvida no estudo de Petrus e Faria®, variando entre
5,9 a 6,8 °Brix e 0,1 % de acidez titulavel.

Em relagdo ao pH das bebidas, observou-se que
todas apresentaram niveis desejaveis de pH entre 3,1 e
3,3. Analisando os valores de pH obtidos para as bebidas
isotdnicas, observa-se que todas as amostras tiveram seus
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pH abaixo de 4,0. Esse valor de pH garante a seguranca da
bebida, a qual ndo se encontra susceptivel a proliferacao de
bactérias patogénicas, inclusive Clostridium botulinum,
pois o pH minimo para multiplicagdo das cepas varia
entre 4,8 e 5,0"%. Os valores de pH encontrados neste
estudo estdo de acordo com os resultados de pH obtidos
nos estudos de Petrus'® e De Marchi et al'' para bebidas
isotonicas.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas das bebidas isotonicas de
tangerina organica

Parametros Tipos de bebidas isotonicas
avaliados F1=15%ST  F2=10%ST  F3=5%ST
°Brix 591+0,11° 590+0,15* 5,79 £0,01*
Acidez tituldvel (%) 0,21 £ 0,01* 0,17+0,13* 0,13 +£0,01*
pH 3,2 £0,00° 3,3 £0,05° 3,1 £0,01*

Médias seguidas pela mesma letra, na respectiva linha, indicam
ndo haver diferenca significativa entre os resultados, a 5 % de
probabilidade, pelo Teste de Tukey; e + desvio padrao

Analise microbioldgica

Os resultados microbiolégicos de coliformes
totais e coliformes fecais, bolores e leveduras
apresentaram auséncia de elementos em todas as amostras
e em todos os tempos de armazenamento. Os resultados
microbioldgicos de bactérias aerdbicas mesofilas das trés
bebidas estudadas apresentaram em todos os tempos
avaliados valores inferiores a 2 UFC/mL. Ressalta-se que
nao ha portaria que estabelece padroes microbioldgicos
para repositores hidroeletroliticos. Entretanto, a Portaria
451/97, do Ministério da Saude', estabelece os valores
maximos permitidos de 10* UFC/mL para a contagem de
bolores e leveduras e de 1 NMP/g para coliformes totais
pautados aos sucos concentrados adicionados ou nio de
conservadores. Desta forma, os resultados demonstraram
qualidade microbioldgica favoravel, evidenciando boas
condi¢des higiénico-sanitdrias em todas as etapas de
processamento, assim como estabilidade microbiologica
quanto ao crescimento de microrganismos em 30 dias,
uma vez que a principal matéria-prima foi o suco
natural de tangerina. Estudo semelhante foi realizado
por Martins et al”®, no qual os autores elaboraram
um isotonico a base de fruta e hortaligas. O presente
estudo obteve estabilidade microbioldgica no tempo de
prateleira de até 30 dias utilizando o congelamento. Desta
forma, posteriores estudos poderio ser realizados com
isotonicos a base de frutas in natura, avaliando tempo
maior de estocagem.
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Analise sensorial de aceitacao

Na Tabela 2 estdo apresentadas a média e desvio-
padrdo de aceitagio do consumidor para as bebidas
isotonicas organica de tangerina e bebida isotonica
comercial. Pode-se observar que, quanto ao atributo
aroma, a bebida F1 obteve maior média (7,47 = gostei
moderadamente) em relacio as demais bebidas analisadas,
as quais obtiveram médias inferiores a 7,0 da escala
heddnica. Ja as amostras F2, F3 e F4 apresentaram médias
inferiores, demonstrando aroma pouco aceitavel.

Com relagao ao atributo cor, observou-se que
todas as bebidas nao diferiram significativamente (p <
0,05). Embora a amostra F1 tenha obtido média superior
a 6,0, de acordo com a escala heddnica, a mesma nao
apresentou diferenca estatistica das amostras F2, F3 e
F4, as quais ndo agradaram os consumidores em relagdo
a cor, obtendo médias 5,23; 4,9 e 5,39, respectivamente.
A cor, no entanto, mostrou-se variada de acordo com a
porcentagem de fruta utilizada na formulag¢ao, ou seja, as
bebidas com maior quantidade do teor de fruta obtiveram
resultados melhores.

Quanto ao sabor, foi observado que a amostra de
maior aceitagdo foiabebida F1, ouseja, abebida com o maior
teor de suco de tangerina natural, entretanto, a mesma nao
diferiu significativamente da bebida comercial avaliada.
E importante ressaltar que esta bebida foi constituida
de produtos naturais e organicos. Tradicionalmente, os
isotonicos tém sido preparados utilizando-se corantes
e aromatizantes artificiais, além de conservadores!'. As
bebidas F2 e F3 nio diferiram entre si, sendo classificada
pelos consumidores como “nem gostei, nem desgostei”.

Quando avaliada a qualidade global das quatro
bebidas estudadas, observou-se que a bebida F1, mais
uma vez, obteve maiores médias de suas notas em
relagdo as demais bebidas, embora ndo tenha diferido
estatisticamente da amostra da bebida comercial (F4) e da
bebida F2. Ressalta-se que a bebida isotonica comercial
usufrui da utilizacdo de corantes e aromatizantes,
podendo chamar mais a atengéo visual do consumidor. A
bebida F3 diferiu de todas as outras obtendo a classificacdo
sensorial “nem gostei, nem desgostei’, ou seja, foi
indiferente quando analisados pelos consumidores.

Martins et al'® realizaram andlise sensorial de
aceitagdo para dois tipos de bebida isotonica elaborada
com suco concentrado de frutas e hortalicas sendo
avaliados os atributos de cor, odor, sabor, textura e
aspecto global. Ambas as bebidas isotonicas obtiveram
notas minima em torno de 4,92 e maxima de 6,78
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Tabela 2. Aceitacdo do consumidor para as bebidas isotonicas de tangerina orgénica e bebida isotdnica comercial

Tipos de bebidas isotonicas

Parametros avaliados

F1=15 %ST F2=10 %ST F3=5 %ST F4 (Isotonico comercial)
Aroma 7,47 £1,11° 6,23 +0,98° 5,71 +1,81° 6,35 + 1,05°
Cor 6,09 + 1,87* 5,23 +2,01° 49 +2,37* 5,39 + 2,37¢
Sabor 7,72 £ 1,03* 5,97 + 1,42° 5,78 +1,82° 6,94 + 0,90°
Qualidade Global 7,64 +1,11° 6,14 + 1,30° 5,45 + 1,93° 6,65+ 1,23*

Escores: 1 = desgostei extremamente, 5 = nem gostei, nem desgostei, 9 = gostei extremamente; Médias seguidas pela mesma letra, na respectiva
linha, indicam ndo haver diferenca significativa entre os resultados, a 5 % de probabilidade, pelo Teste de Tukey; e + desvio padrao

para todos os atributos, ndo diferindo estatisticamente
(p <0,05).

Foi observado que a bebida F1 foi a melhor
avaliada em todos os atributos (sabor, aroma, cor e
qualidade global). A bebida F4, representada pela
amostra comercial, obteve médias pouco inferiores
a bebida F1. Ja as bebidas F3 e F2 apresentaram perfis
sensoriais semelhantes.

De modo geral, os resultados encontrados no
presente estudo sugerem que a amostra F1, com maior
teor do suco de tangerina in natura (15 %) obteve, na
maioria dos parametros avaliados, médias de notas
superiores a todas as outras bebidas estudadas, podendo
ser classificada como a bebida isotonica de maior
preferéncia segundo o julgamento dos consumidores.
Estudos realizados por Dr ' revelaram por meio de
estudos sensoriais com bebidas isotonica natural de
maracuja boa aceitagdo por parte dos consumidores
quando estocadas por até 141 dias sob conservagao em
refrigeracdo e aceitacdo as bebidas isotonicas naturais
quando estocadas a temperatura ambiente num periodo
maximo de 30 dias.

CONCLUSAO

Os resultados das analises fisico-quimicas e
microbiolodgicas estao de acordo com os pardmetros para
a bebida isotdnica, sendo o produto formulado seguro ao
consumo humano.

A avaliagdo da andlise sensorial demonstrou que
houve boa aceitacio da bebida com maior teor do suco
de tangerina in natura (ou seja, 15 %). Com isso, mostra-
se a possibilidade da utilizagdo de um isotdnico a base de
fruta organica, sendo direcionado a atletas que querem
tornar sua vida ainda mais natural pelo consumo de
alimentos com nivel reduzido de aditivos e agrotoxicos.
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RESUMO

Nos ultimos anos, houve aumento da popularidade das bebidas lacteas fermentadas em virtude de
beneficios nutricionais, praticidade de seu consumo e baixo custo do produto para o fabricante e
consequente redugio do prego final para o consumidor. Durante o processo de fabricagio, estes produtos
podem estar sujeitos a fontes de contamina¢do microbiana. Neste estudo foi investigada a microbiota
contaminante em bebidas lacteas fermentadas produzidas por pequenas e médias empresas, empregando-
se analises de contagem de fungos filamentosos e leveduriformes, determinagio do Numero Mais
Provavel (NMP) de coliformes totais e termotolerantes, pesquisa de Escherichia coli e de Salmonella spp.
e determinagdo dos valores de pH. Apesar de auséncia de Salmonella spp., houve elevada frequéncia de
fungos filamentosos e leveduriformes, tendo sido detectada E. coli em cinco amostras (16,67 %); e as
amostras foram classificadas como “produtos em condi¢des sanitarias insatisfatorias” Por conseguinte,
sugere-se que programas de qualidade, como as Boas Praticas de Fabricagdo (BPF) e Andlise de Perigos e
Pontos Criticos de Controle (APPCC) sejam introduzidas e empregadas pelos produtores de alimentos,
para prevenir riscos de contaminacao, a fim de oferecer produtos seguros para o consumidor.
Palavras-chave. qualidade microbiologica, produtos lacteos, coliformes, fungos filamentosos e
leveduriformes.

ABSTRACT

Lately, the acceptability of fermented dairy beverages has been increased, due to the nutritional benefits,
the practical consumption and the low cost of product for the manufacturers, and consequently for final
market price to the consumers. During the manufacturing process, these products can be susceptible to
microbiological contamination. The present study investigated the contaminant microbiota in fermented
dairy beverages produced by small- and medium-sized companies, by means of analyses on moulds
and yeasts counting, determination of the Most Probable Number (MPN) of total and thermo tolerant
coliforms, Escherichia coli and Salmonella spp. detection, and determination of pH value. In spite of the
absence of Salmonella spp., a high counts of yeasts and moulds were found, and E. coli was detected in
five samples (16.67 %); and the sample were classified as “products in poor sanitary conditions’, because
they showed thermo-tolerant coliforms counting higher than the standard established by the legislation
in force. Therefore, quality programs such as Good Manufacturing Practices (GMP) and Hazard Analysis
and Critical Control Points (HACCP) should be employed to prevent any contamination risk, in order to
provide safe products to consumers.

Keywords. microbiological quality, dairy products, coliforms, yeasts and moulds.

Rev Inst Adolfo Lutz. 2013; 72(1):93-8



Reis JA, Penna ALB, Hoffmann FL. Microbiota contaminante em bebidas lacteas fermentadas comerciais. Rev Inst Adolfo Lutz.

Sao Paulo, 2013; 72(1):93-8.

INTRODUCAO
No Brasil, dentre os indmeros derivados
licteos, as bebidas lacteas fermentadas sio os

mais comercializados e apresentam caracteristicas
sensoriais semelhantes as do iogurte'. De acordo com
o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade
de Bebidas Lacteas, pautado na Instru¢ao Normativa
n. 16, de 23 de agosto de 2005 (MAPA), as bebidas
lacteas fermentadas sdo produtos resultantes da
fermentagao, por cultivos especificos e/ou adi¢ao de
leites fermentados, da mistura do leite (in natura,
pasteurizado, esterilizado, UHT, reconstituido,
concentrado, em po, integral, semidesnatado ou
parcialmente desnatado e desnatado) e soro de leite
(liquido, concentrado e em po), adicionado ou nédo de
gordura vegetal ou substéncias alimenticias e isento de
tratamento térmico apds a fermentagdo. A base lactea
deve representar pelo menos 51,0 % (massa/massa)
do total de ingredientes do produto. A contagem
total de bactérias laticas viaveis deve ser no minimo
de 10° UFC/g, no produto final, para o(s) cultivo(s)
latico(s) especifico(s) empregado(s), durante todo o
prazo de validade. As bebidas lacteas podem conter em
sua formulacdo, além do soro do leite e dos cultivos
de Dbactérias ldticas, acidulantes, aromatizantes,
espessantes, emulsificantes, corantes, conservantes,
pedacos, polpa ou sucos de fruta e mel®.

Devidoasimplicidadedo processodefabricacao
pela utilizagdo de equipamentos bdsicos disponiveis
nas industrias, as pequenas e médias empresas
laticinistas possuem a infraestrutura necessaria para
a produ¢do de bebidas lacteas fermentadas. Porém,
diversos fatores podem resultar em contaminagao dos
produtos, especialmente de origem microbiana, tais
como: colaboradores pouco capacitados, descuidos
com a higiene pessoal, instalagdes industriais
inadequadas, falhas na higieniza¢do dos equipamentos
e acessorios, poucos recursos ou ainda condigdes
escassas para a implantacdo das Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF)’.

As bebidas ldcteas, assim como a maioria
dos produtos de origem animal, apresentam grande
susceptibilidade ao desenvolvimento microbiano.
Entretanto, as bebidas ldcteas fermentadas sio
alimentos acidos, com valores de pH variando entre
4,0 e 4,5. Apesar de ndo proporcionar condigoes
adequadas para o desenvolvimento de coliformes
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totais e termotolerantes, estudos relatam a presenca
desse grupo de micro-organismos em bebidas lacteas
fermentadas®*, que sdo indicadores de mas condigoes
higiénico-sanitarias durante o processamento. Com
relagao aos fungos filamentosos e leveduriformes, estes
encontram condi¢des oOtimas de desenvolvimento,
o que faz desse produto um excelente meio para sua
proliferagao®>.

O estudo da microbiota contaminante em
alimentos pode fornecer um diagnéstico importante
da necessidade de implantagdo de medidas preventivas
e corretivas nos programas de qualidade, atendendo as
recomendac¢oes de BPF e Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle (APPCCQC).

Neste estudo, o objetivo foi investigar a microbiota
contaminante em bebidas ladcteas fermentadas,
produzidas por pequenas e médias empresas, por meio
da enumeragio de fungos filamentosos e leveduriformes,
determinacio do Numero Mais Provavel (NMP)
de coliformes totais e termotolerantes, pesquisa de
Escherichia coli e de Salmonella spp. e a determinagao dos
valores de pH.

MATERIAL E METODOS

Obtencao das amostras

Foram adquiridas 30 amostras de bebidas lacteas
fermentadas, embaladas em sacos de polietileno de
1000 mL, de 11 diferentes marcas e diversos sabores,
produzidas por pequenas e médias empresas,
comercializadas na regido de Sdo José do Rio Preto, SP
(Tabela 1). Todas as amostras se encontravam dentro
do prazo de validade e foram acondicionadas em caixas
isotérmicas contendo cubos de gelo e transportadas de
imediato ao laboratério para analise’.

Enumeracao de fungos filamentosos e leveduriformes

Inicialmente foram realizadas as diluicdes
decimais seriadas até 10'°, sendo empregadas as
dilui¢oes pares (102, 10, 10, 10® e 10'?). Foi pipetado
assepticamente 1,0 mL das diluicdes empregadas, em
placas de Petri esterilizadas e identificadas. A seguir,
foram adicionados aproximadamente 20,0 mL de
agar batata dextrose acidificado com 4cido tartarico a
10,0 % (pH =4,0), ambos esterilizados. Apos solidificagdo
do meio de cultura, as placas foram incubadas a 25 °C por
120 horas. Os valores de UFC foram calculados segundo
as dilui¢oes empregadas’.
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Determina¢dao do Numero Mais Provavel (NMP) de
coliformes totais e termotolerantes

Foi utilizada a técnica dos tubos multiplos,
empregando-se o caldo lauril triptose com incubagio a
35 oC durante 48 horas e o caldo Escherichia coli (EC)
com incuba¢do em banho-maria a 45 °C durante 24
horas. A determinacdo do NMP de coliformes totais e
termotolerantes foi realizada empregando-se a tabela de
Hoskins’.

Pesquisa de Escherichia coli

A partir dos tubos considerados positivos em
caldo EC, usados na quantificagio de coliformes a 45 °C,
uma al¢ada foi inoculada por estrias em placas de Petri
contendo agar eosina azul de metileno e incubadas a
35 °C por 48 horas. As coldnias suspeitas foram
identificadas utilizando-se os testes bioquimicos de
indol/vermelho de metila/Voges-Proskauer/citrato -
IMViC"8.

Pesquisa de Salmonella spp.

Vinte e cinco mililitros de cada amostra de
bebida lactea fermentada foram adicionados em 225 mL
de caldo lactosado e de agua peptonada a 1,0 %, agitados
para a obteng¢do de uma solugdo homogénea e incubados
a 35 °C por 24 horas; em seguida, 1 mL de cada cultivo
foi transferido para tubos de ensaio contendo 10 mL de
caldo selenito cistina e incubados a 35 °C. Apds 24, 48
e 120 horas foram realizadas semeaduras em placas de
Petri, contendo agar Salmonella Shigella e agar verde
brilhante; as coldnias suspeitas foram submetidas aos
testes bioquimicos e soroldgicos’.

Determinacio dos valores de pH

Os valores de pH foram determinados por
medi¢ao direta em potencidmetro, introduzindo-se o
eletrodo diretamente nas amostras.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de pH das amostras apresentaram
uma variacdo de 3,90 a 4,76 (Tabela 1), considerados
como néo apropriados para este tipo de produto'.

Os valores de pH tém sua importancia
relacionada com o aspecto visual do produto final.
Os valores maiores do que 4,6 favorecem o processo
de sinérese, isso porque a estrutura do gel ndo é
suficientemente formada. Por outro lado, se o valor
do pH apresentar-se abaixo de 4,0 havera contragdo

do codgulo, devido a redugdo da hidratagdo das
proteinas, causando o dessoramento. Sendo assim, ¢é
fundamental que haja controle rigoroso do valor de pH
para evitar a acidificagdo elevada, em fun¢ao do tempo
de fermentagao. Isso evita que ocorra a separagdo de
fases e alteragdes nas caracteristicas sensoriais durante
sua conservagdo em temperaturas baixas, que poderao
tornar o produto indesejavel'.

Apesar da inexisténcia de um padrao
microbioldgico para fungos filamentosos eleveduriformes
em bebidasldcteas fermentadas', estes micro-organismos
foram encontrados nas 30 amostras analisadas, variando
de <1 a 3,7 x 10° UFC/mL. O desenvolvimento desses
micro-organismos se deve as suas caracteristicas
intrinsecas, tais como: a fermenta¢do ou a assimilacao
de lactose, a produc¢ao de enzimas proteoliticas e
lipoliticas, a assimila¢do de acido latico e acido acético,
o desenvolvimento em baixas temperaturas e valores de
pH". Tal contaminagdo pode estar diretamente associada
a adigdo de frutas, assim como praticas inadequadas de
higiene durante o envase do produto’.

Considerando todas as amostras de bebidas
lacteas analisadas, as de sabor de coco apresentaram os
maiores indices de contaminagao por fungos filamentosos
e leveduriformes (Tabela 1). De maneira geral, as polpas
de frutas utilizadas pelos laticinios sdo adquiridas de
terceiros. Provavelmente as caracteristicas intrinsecas
das polpas de coco e as condi¢oes de obtengdo e de
preparo resultem em maior incidéncia de fungos. Essa
contaminac¢do também pode ser atribuida aos elevados
teores de carboidratos, de dcidos graxos saturados e de
outros nutrientes de facil assimilacdo, normalmente
presentes nessas polpas, além de elevada atividade de
agua®.

O coco apresenta caracteristicas proprias de
um meio de cultura altamente nutritivo e pH favoravel
a a¢do microbiana, o que acarreta problemas em sua
conservagao logo apds a abertura do fruto. A polpa de
coco até o momento da extra¢do do fruto é considerada
um produto estéril, porém, o contato com o ambiente,
utensilios, equipamentos e manipuladores sem a devida
higienizagao podem tornar o produto, ao qual sera
adicionado, improéprio para o consumo, diminuindo sua
qualidade, possibilitando, inclusive, ser uma fonte em
potencial de contaminagdo microbiana®.

Das 30 amostras analisadas, 25 (83,33 %)
atenderam aos padroes estabelecidos pela legislacdo
em vigor'!, exceto 5 (16,67 %) referentes as marcas C
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Tabela 1. Populagio de fungos filamentosos e leveduriformes, coliformes totais e termotolerantes, E. coli e valor de pH de bebidas lacteas fermentadas

Bebidas lacteas Fungos filamentosos  Coliformes Coliformes ,
fermentadas pH e leveduriformes totais termo-tolerantes et ) ST
(marca/sabor) (UFC/mL) (NMP/mL)  (NMP/mL) (confirmativo) /%)

A

Ameixa preta 4,10 <1 <3 <3 - -

Coco 4,10 2,4x10* <3 <3 - -

Frutas vermelhas 3,90 <1 <3 <3 - -

Mamao com laranja 4,00 <1 <3 <3 - -

Morango 4,10 <1 <3 <3 = =

Péssego 4,10 1,8x10° <3 <3 - -

Salada de frutas 3,90 9,7 x 10° <3 <3 - -
B

Coco 4,10 1,3x10° <3 <3 - -

Morango 3,90 1,1x10° <3 <3 - -

Péssego 3,90 <1 <3 <3 - -

Vitamina: banana, mag¢a

. 4,00 2,7 x 10! <3 <3 - -

€ mamao
C

Coco 4,16 4,7 x 107 <3 <3 - -

Morango 4,18 5,6 x 10* 43 15 + -

Péssego 4,15 1,2x 10° <3 <3 - -

Salada de frutas 4,08 43x10° 23 23 + .
D

Coco 4,30 1,5x 10* <3 <3 - -

Morango 4,00 <1 <3 <3 - -

Péssego 4,10 5,0 x 10? <3 <3 - -
E

Coco 4,28 6,4 x 10* 1100 15 + -

Morango 4,76 3,2x 10° > 1100 > 1100 + -

Péssego 4,41 7,5x 10° 460 15 + -
F

Coco 3,97 3,1 x10°8 <3 <3 - -

Morango 4,00 <1 <3 <3 - -

Salada de frutas 4,00 <1 <3 <3 - -
G

Mamao, banana e mac¢a 4,00 2,6 x10° <3 <3 - -

Morango 4,00 7,5 x 10? <3 <3 - -
H

Coco 4,38 3,7x10° <3 <3 - -
I

Morango 4,05 <1 <3 <3 = =
J

Morango 4,01 5,0 x 10* <3 <3 - -
K

Morango 4,00 2,9x10° <3 <3 - -

Variagdo 3,90a4,76 <la3,7x10° <3a>1100 <3a>1100 -+ -

Padrao Federal® NMP/mL Maximo 10/mL Auséncia

em 25 mL

(+) = positivo/presenga; (-) = negativo/auséncia
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(sabores: salada de frutas e morango) e E (sabores: coco,
morango e péssego) (Tabela 1), o que revela uma situagdo
preocupante, uma vez que esses produtos estavam
disponiveis no comércio. Além disso, mostra que as
duas industrias (marcas C e E) e a fiscaliza¢ao ndo foram
eficazes na detecgdo de falhas no processo produtivo. Por
outro lado, quando os alimentos sdo produzidos seguindo
as BPF e APPCC, estas situagdes podem ser evitadas.

O numero mais provavel (NPM) de coliformes
termotolerantes variou de 15 a > 1100 por mL (Tabela
1), sendo que a legislaciao prescreve limite maximo de
10 por mL. Normalmente, os coliformes sio um grupo
de micro-organismos utilizados como indicadores das
condigoes higiénico-sanitarias em produtos lacteos. A
presenca deles ocorreu nas amostras que apresentaram os
maiores valores de pH, o que proporciona condi¢des para
o seu desenvolvimento (Tabela 1). Praticas inadequadas
durante o processamento por parte dos manipuladores,
a ma qualidade da agua, higieniza¢ao inadequada dos
equipamentos e procedéncias duvidosas dos aditivos
e de outras matérias-primas podem ser causas de
contaminagdo, comprometendo a vida de prateleira dos
produtos ou até tornando-os veiculos em potencial para
a transmissdo de doengas'**.

Sendo assim, as elevadas contagens observadas
nas amostras podem ser indicios de condi¢des sanitdrias
deficientes durante o processamento e/ou utilizagdo
de matérias-primas contaminadas, comprometendo a
vida de prateleira do produto. Recomenda-se, portanto,
como fundamental o cumprimento das BPF e APPCC,
ou seja, o continuo monitoramento das diferentes etapas
envolvidas no processo de elaboragido desses produtos,
desde a selecdo das matérias-primas, bem como em
todas as etapas do processamento até a estocagem e
distribui¢do do produto, a fim de garantir a seguranca
durante a vida de prateleira, bem como para minimizar
os danos a satide do consumidor.

Em todas as amostras analisadas ndo houve
isolamento de Salmonella spp. em 25 mL, portanto, em
acordo com o estabelecido pela legislagdo vigente'.

Algumas pequenas e médias industrias ainda nao
transmitem para o colaborador todas as informacoes
necessarias para a execugdo de seu trabalho. O
conhecimento dos conceitos de qualidade, BPF e APPCC
pelo colaborador ¢ de grande importancia, uma vez que
esse ¢ o principal envolvido na manipulagdo do alimento
durante seu processamento. Essa falta de conhecimento
pode ser também uma das razdes pela incidéncia de

contaminagdo acima dos limites legais nas amostras das
bebidas lacteas das marcas C e E.

Os relatos da realidade das pequenas e médias
industrias brasileiras mostram que sdo poucas as
possibilidades de investimentos que tém retorno em curto
prazo, e em funcéo da alta tributagdo que incide sobre os
produtos alimenticios, especialmente os lacteos, poucos
recursos sdo utilizados para a melhoria da infraestrutura,
especialmente na area de transportes e de financiamento
e para mao-de-obra qualificada®.

De maneira geral, nas industrias de alimentos,
a implementa¢do das BPE, por meio do controle de
qualidade da agua, da higienizacdo das superficies e
utensilios, da qualidade do ar ambiental, bem como
o treinamento dos manipuladores, é de fundamental

importancia para a seguranca e a qualidade
microbioldgica dos produtos finais.
CONCLUSAO

Das amostras avaliadas, 16,67 % foram

classificadas como “produtos em condigdes sanitarias
insatisfatorias, por apresentarem valores acima do
padrdo microbioldgico preconizado pela legislagdo
vigente para a pesquisa de coliformes termotolerantes, o
que revela uma situagdo preocupante, uma vez que esses
produtos estavam disponiveis no comércio.
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RESUMO

A ingestao de alimentos contaminados com Listeria monocytogenes representa um risco a saide humana.
A pesquisa de L. monocytogenes por meio de técnica de enriquecimento seletivo foi efetuada em 97
amostras de hortalicas, comercializadas no Estado do Rio de Janeiro. Foram analisadas 35 hortalicas in
natura, 32 minimamente processadas e 30 pratos de saladas cruas prontas para consumo. Os isolados
foram sorotipados por soroaglutinagdo classica utilizando-se antissoro policlonal flagelar e somatico.
Sete amostras (7,2 %) apresentaram L. monocytogenes, sendo duas hortaligas in natura e cinco em
forma de salada. Todos os isolados foram identificados como sorovar 1/2a. Em virtude da ocorréncia de
contaminagdo de hortaligas in natura com L. monocytogenes, ¢ fundamental que os consumidores estejam
esclarecidos quanto a possivel presenca deste patogeno nesse tipo de alimento, e ficarem cientes quanto
a realizagdo de corretos procedimentos de sanitizaciao e de cuidados para evitar a contaminagio cruzada
com outros alimentos. A presenga de L. monocytogenes em saladas prontas para consumo representa um
risco a satide dos consumidores, principalmente para individuos pertencentes ao grupo de risco.
Palavras-chave. Listeria monocytogenes, hortalicas, sorotipagem.

ABSTRACT

Consumption of food contaminated with Listeria monocytogenes poses as a risk to human health.
Ninety-seven samples of green leafy vegetables marketed in the state of Rio de Janeiro were analyzed
for detecting L. monocytogenes by selective enrichment. Thirty-five in natura green vegetables, 32
minimally processed samples and 30 ready-to-eat raw salads samples were assessed. The isolates were
serotyped by means of classical seroagglutination technique using somatic and flagellar polyclonal
antisera. Seven samples (7.2 %) showed to be contaminated with L. monocytogenes, being two in natura
samples and five ready-to-eat salads. All isolates were identified as serovar 1/2a. Considering these
findings on the contamination of in natura green vegetables with L. monocytogenes, the consumers
should be advised regarding to the possibility of this kind of product to be contaminated with this
pathogen, and also to imply vigilance in observing the proper sanitization procedures to avoid the
cross-contamination with other foods. Occurrence of L. monocytogenes in ready-to-eat salad samples
denotes a health hazard to consumers, especially to those who belong to risk groups.

Keywords. Listeria monocytogenes, leafy green vegetables, serotyping.
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INTRODUCAO

Hortalicas sdo importantes componentes de
uma dieta saudavel, provendo vitaminas, minerais e fito-
nutrientes. Pesquisas cientificas das tltimas duas décadas
tém demonstrado que uma dieta rica em vegetais pode
prevenir o surgimento de quadros de cancer e diminuir
a ocorréncia de doengas coronarianas. Devido a estes
beneficios em potencial, 6rgios governamentais de todo
o mundo tém incentivado o consumo de vegetais na
prevencdo de doencas'. Contudo, em paralelo ao elevado
consumo destes produtos, um aumento dos casos de
doencas de origem alimentar veiculadas por hortalicas
e saladas prontas para o consumo tem ocorrido’.
No encontro de especialistas relativo aos perigos
microbiologicos associados com produtos frescos,
promovido pela Organizagdo das Nagdes Unidas para
Alimentagao e Agricultura e pela Organizagao Mundial
da Saude em 2008, as hortalicas foram identificadas como
os produtos de maior preocupagdo do ponto de vista de
seguranca de alimentos®.

Dentre os micro-organismos patogénicos que
podem ser transmitidos por hortaligas esta a bactéria
Listeria monocytogenes'”. Esta espécie encontra-se
amplamente distribuida na natureza e apresenta
habilidade de sobreviver por longos periodos de tempo no
ambiente, colonizando vegetais, solo, aguas superficiais
e alimentos®. L. monocytogenes se diferencia de outros
patégenos alimentares pela capacidade de crescer a
temperaturas baixas, de resistir a condigdes adversas,
como ambientes com baixo pH, altas concentragdes
de NaCl e baixa tensdo de oxigénio®. E um patégeno
intracelular facultativo que causa infeccdes severas, com
quadros de aborto, meningite e septicemia, acometendo
principalmente gestantes, criangas, idosos e adultos com
o sistema imunologico comprometido, que formam o
grupo de risco para listeriose®. Constitui um problema
de saude publica devido a gravidade da listeriose e a
alta taxa de mortalidade, entre 20 a 30 %** Devido a
sua capacidade de se multiplicar sob temperatura de
refrigeracdo, alimentos prontos para o consumo, como
as hortalicas minimamente processadas, sio veiculos
comuns de infecgdo por este patdgeno'>.

No Brasil, a legislagdo vigente que regulamenta
os padroes microbioldgicos para alimentos® preconiza a
auséncia de Salmonella spp. em amostras de vegetais, nao
citando L. monocytogenes como critério. Contudo, surtos
causados por L. monocytogenes associados ao consumo
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de hortalicas ja foram reportados, sendo esta espécie
considerada como um perigo microbioldgico em vegetais
folhosos™.

Diante da crescente preocupa¢io mundial com
o papel de L. monocytogenes em infec¢des de origem
alimentar e a indicagdo das hortalicas como veiculos
deste patdgeno, o objetivo deste estudo foi investigar
a contamina¢do de hortalicas por L. monocytogenes e
identificar o sorovar dos isolados por soro aglutinagdo
convencional.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Um total de 97 amostras de hortalicas foi
analisado, incluindo 35 in natura (uma de acelga, uma de
agrido, 29 de alface, duas de chicoria e duas de couve), 32
minimamente processadas (MP) (uma de acelga, trés de
agrido, 21 de alface, uma de chicdria, duas de couve, trés
de espinafre e uma de rucula) e 30 de saladas de alface
de servicos de alimentagdo. As amostras foram coletadas
de forma aleatdria, em diferentes estabelecimentos
(feiras-livres, quitandas, supermercados e restaurantes)
nos municipios do Rio de Janeiro, Niterdi, Nova Iguacu
e Volta Redonda, do Estado do Rio de Janeiro, Brasil,
no periodo de outubro de 2010 a setembro de 2011. A
escolha das amostras e das marcas foi de acordo com
a disponibilidade no comércio do Estado do Rio de
Janeiro durante o periodo de analises. As amostras foram
acondicionadas em embalagens estéreis individuais para
transporte e mantidas sob temperatura de refrigeragdo
(4-8 °C) até o momento da andlise. As andlises foram
realizadas no Setor de Alimentos do Departamento de
Microbiologia do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade da Funda¢do Oswaldo Cruz, localizado no
municipio do Rio de Janeiro, R].

Analises microbiologicas

A pesquisa de L. monocytogenes foi realizada
conforme descrito por Hitchins e Jinneman®. Vinte e
cinco gramas da amostra foram homogeneizadas com
caldo de enriquecimento tamponado para Listeria (Oxoid,
Basingstoke, Inglaterra). O homogenato foi incubado
a 30 °C por 4 h. Apos este periodo, foram adicionados
os agentes seletivos (acriflavina, acido nalidixico e
ciclohexamina). A incubagio a 30 °C foi mantida por um
total de 48 h. Para o isolamento foi utilizado o Chromogenic
Listeria Agar (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra). As colonias
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caracteristicas foram submetidas aos testes morfologicos
e fenotipicos, dentre eles, a coloragio de Gram,
fermentagdo de carboidratos (glicose, esculina, maltose,
ramnose, manitol e xilose), produgdo de catalase,
hemolise em dgar sangue de carneiro e motilidade.

Sorotipagem dos isolados de L. monocytogenes

As culturas foram semeadas em agar tripticaseina
de soja contendo extrato de levedura (Merck,
Darmstadt, Germany) e enviadas ao Laboratdrio de
Zoonoses Bacterianas/IOC/Fiocruz para identificagio
e sorotipagem convencional por aglutina¢iao segundo
Seeliger e Hohne'.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De 97 amostras de hortalicas analisadas,
sete (7,2 %) apresentaram contaminagdo por L.
monocytogenes, duas amostras de alface in natura
e cinco amostras de saladas de alface de servicos de
alimentacdo (Tabela 1). Todos os isolados foram
identificados como pertencentes ao sorovar 1/2a.

A ocorréncia de L. monocytogenes nas amostras
de hortaligas in natura observada neste estudo (5,7 %), foi
superior ao relatado por De Giusti et al®, que detectaram

L. monocytogenes em apenas uma (0,4 %) amostra de
alface em 265 vegetais inteiros analisados pelo sistema
Bax PCR. Esses autores nao obtiveram confirmagio pelo
método de cultivo. Outros autores reportaram a auséncia
deste patogeno em amostras de vegetais in natura’".

A auséncia de L. monocytogenes nas amostras
minimamente processadas observada neste estudo é
corroborada pela pesquisa de Tresseler et al'’, que ndo
detectaram esse patégeno ao analisarem 126 amostras
de hortalicas MP comercializadas na cidade de Fortaleza
- CE. Froder et al relataram baixa ocorréncia de L.
monocytogenes em vegetais MP comercializados na
cidade de Sao Paulo - SP. Os autores isolaram a bactéria
em apenas uma amostra de espinafre (0,6 %) de um total
de 181 vegetais analisados. Em outros paises, Abadias
et al’° observaram uma ocorréncia de 3,4 ¢ 0,8 % em
amostras de alface e saladas MP contendo hortalicas
variadas comercializadas na Espanha. Cordano e
Jacquet” ndo detectaram L. monocytogenes em 154
amostras de vegetais MP analisadas no Chile. Na Italia,
De Giusti et al® analisaram 699 amostras de vegetais MP
pelo sistema Bax PCR e detectaram L. monocytogenes em
duas (0,3 %) amostras de saladas mistas contendo alface,
porém nao conseguiram isolar o patégeno nestas mesmas
amostras pelo método de cultivo. Como as hortalicas

Tabela 1. Resultados da pesquisa de L. monocytoegenes nas amostras de hortalicas

Classe da amostra

Tipo de hortali¢a (n° de amostras)

Ne° de amostras positivas (%)

Acelga (1) 0(0)

Agrido (1) 0 (0)
Alface (29) 2(6,9)

In natura

Chicéria (2) 0(0)

Couve (2) 0(0)
Total (35) 2(5,7)

Acelga (1) 0(0)

Agrido (3) 0(0)

Alface (21) 0(0)

Chicéria (1) 0(0)

Minimamente processada

Couve (2) 0(0)

Espinafre (3) 0(0)

Rucula (1) 0(0)

Total (32) 0(0)
Saladas de servigos de alimentagido Alface (30) 5(16,7)
Total de amostras de hortalicas 7 (7,2)
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minimamente processadas sao produtos submetidos a
procedimentos de higienizagio e sanitizagio, é esperado
que a contaminacdo por patdgenos seja inexistente
ou muito baixa caso os procedimentos tenham sido
realizados de forma eficaz’.

Das30amostrasdepratos prontoscomercializadas
em servicos de alimentagdo, L. monocytogenes foi
detectada em cinco amostras de alface (16,7 %). Em um
estudo realizado por Little et al'*,foi avaliada a prevaléncia
de L. monocytogenes em saladas mistas contendo carne
ou frutos do mar. Os autores relataram uma prevaléncia
de 47,2 e 52,8 % nas amostras contendo carne e frutos
do mar, respectivamente. A prevaléncia superior ao
observado no presente estudo pode estar relacionada a
presenca dos produtos carneos nas saladas.

Todas as cepas de L. monocytogenes isoladas
foram classificadas como pertencentes ao sorovar 1/2a.
Esse resultado foi concordante com dados da literatura,
que destacam este sorovar como um dos mais prevalentes
em amostras de alimentos'»“. Da mesma forma, na
avaliacdo de amostras de saladas prontas para consumo
contendo carne ou frutos do mar, realizado por Little
et al", o sorovar 1/2a foi o mais prevalente, sendo
identificado em 67,3 % dos isolados. Cordano e Jacquet"
também relataram maior prevaléncia do sorovar 1/2a
em amostras de salada de vegetais comercializadas em
supermercados na cidade de Santiago, Chile.

Tendo em vista os resultados obtidos neste
estudo, a presenca de L. monocytogenes em amostras
de hortalicas in natura sugere a possibilidade de estas
terem sido contaminadas durante a produgao no campo
pelo solo, agua contaminada, mao de manipuladores,
podendo a contaminagdo também ter ocorrido nos
estabelecimentos de venda. A contaminacdo das
amostras de saladas prontas para o consumo com L.
monocytogenes pode estar relacionada & contaminagao
por parte dos manipuladores, ou a contaminagao cruzada
com outros alimentos. A eficicia dos procedimentos
de lavagem e desinfec¢ao é essencial para a eliminagédo
de micro-organismos patogénicos presentes nos
vegetais. Em um estudo recente comparando diferentes
procedimentos de lavagem e desinfec¢do realizados em
servicos de alimentacdo no sudeste do Brasil, a utilizacao
de solu¢ao de hipoclorito de so6dio a 200 ppm por 15
min foi considerado o procedimento mais recomendado
para descontaminagdo de alface’. Assim, programas
de esclarecimento relacionados a procedimentos de
sanitizacdo de hortalicas frescas devem ser elaborados
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e repassados aos consumidores. Da mesma forma, os
responsaveis pelos servicos de alimentagdo devem estar
atentos quanto ao uso e adequa¢ao do Manual de Boas
Praticas de Higiene nos seus estabelecimentos.

CONCLUSAO

L. monocytogenes foi detectada em amostras de
alface de pratos prontos para consumo, o que representa
um risco a saide dos consumidores, principalmente
para individuos pertencentes ao grupo de risco. Este
patdgeno também foi isolado em amostras de alface in
natura, logo consumidores devem ser esclarecidos com
relagdo a possibilidade da contamina¢ao deste micro-
organismo em hortalicas, estando assim atentos quanto
a realizagdo de corretos procedimentos de sanitizagdo
e de cuidados para evitar a contaminacdo cruzada com
outros alimentos.
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RESUMO

A qualidade microbioldgica de 30 amostras de leite in natura e 30 de leite pasteurizado tipo C,
provenientes da bacia leiteira do Médio Mearim/MA, foi avaliada por meio de anilises de coliformes
a 35 °C e 45 °C, contagem de bactérias aerdbias mesoéfilas e psicrotroficas e pesquisa de Listeria spp. O
leite in natura apresentou contagem elevada de coliformes a 35 °C e 45 °C (1,5 x 10> a >1,1 x 10°NMP/
mL; <3 a >1,1 x 10° NMP/mL), bactérias mesdfilas (2,8 x 10*a 2,2 x 10° UFC/mL) e psicrotréficas (5,2
x 10* a 2 x 10° UFC/mL). Listeria spp. foi observada em 10 % (n=03) das amostras. As amostras de
leite pasteurizado tipo C, 96,66 % (n=29) e 86,66 % (n=26) mostraram discordincia com a Instru¢io
Normativa 51, respectivamente, para coliformes a 35 °C e 45 °C. Para as bactérias mesofilas, 100 % das
amostras estavam em acordo com a legislacao. As contagens de bactérias psicrotroficas foram expressivas
com valores de 1,5 x 10?a 2,5 x 10* UFC/mL e auséncia de Listeria spp. Os resultados sugerem que o leite
in natura e o pasteurizado tipo C foram produzidos e processados sob condi¢des higiénico-sanitarias
insatisfatorias, com risco de veiculagdo de Listeria spp. por meio de leite in natura.

Palavras-chave. leite in natura, leite pasteurizado, qualidade microbioldgica.

ABSTRACT

The microbiological quality of 30 samples of raw and 30 type C pasteurized milks, from the dairy region
of the Medium Mearim/MA, was assessed by analyzing coliforms at 35 °C and 45 °C, mesophilic aerobic
and psychrotrophic bacteria counting, and Listeria spp. detection. The raw milk showed higher counts
for coliforms at 35 °C and 45 °C (15 x 10% to >1.1 x 10> MPN/mL; <3 to >1.1 x 10* MPN/mL), mesophilic
bacteria (2.8 x 10* to 2.2 x 10° CFU/mL) and psychrotrophic bacteria (5.2 x 10* to 2 x 10° CFU/mL).
Listeria spp. was found in 10 % (n=03) of samples. Among the type C pasteurized milk samples, 96.66 %
(n=29) and 86.66 % (n=26) did not comply with IN 51 for coliforms at 35 °C and 45 °C, respectively. For
mesophilic bacteria, 100 % of samples were in agreement with the legislation. Psychrotrophic bacteria
counts were significant with values from 1.5 x 10% to 2.5 x 10* CFU/mL, and no Listeria spp. was detected.
These findings suggest that the both raw and type C pasteurized milks were produced and processed under
unsatisfactory sanitary conditions, with risk of transporting Listeria spp. through the raw milk.
Keywords. raw milk, pasteurized milk, microbiological quality.
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INTRODUCAO

No Brasil, na cadeia produtiva, a obten¢do do
leite ainda enfrenta obstaculos, especialmente em relagdo
as condi¢oes higiénico-sanitarias que comprometem
a qualidade final do produto, acarretando problemas
econdmicos, assim como riscos a satde publica,
principalmente quando consumido sem tratamento
térmico'.

A qualidade microbioldgica do leite in natura
produzido em varias regides do pais, em geral, apresenta
elevadas contagens de coliformes e aerébios mesdfilos,
indicando deficiéncia na higiene de produgdo®. A
pasteurizacdo ¢ um processo importante, pois inativa
0s micro-organismos patogénicos, porém nao recupera
um leite de ma qualidade, permanecendo uma
microbiota viavel de 0,1 a 0,5 % da contagem inicial.
Assim, quanto maior a contaminagdo microbiana antes
da pasteurizacgdo, maior sera sua microbiota residual’.

Portanto, o controle higiénico-sanitario dos
rebanhos e da ordenha até a pasteurizagdo é fundamental
para garantir a composi¢ao ideal do leite e reduzir o
risco de doencgas transmitidas por alimentos (DTA). A
listeriose é uma das doengas que pode ser transmitida
pelo leite in natura e pasteurizado, quando contaminado
por bactérias do género Listeria spp., principalmente
pela espécie L. monocytogenes. Entretanto, sdo bactérias
pouco competitivas e os casos de listeriose no Brasil sdo
subnotificados®. A doenga pode causar infecgdes graves
em humanos, como meningite, encefalite, endocardite
e pneumonia. Em gestantes pode causar abortamento,
morte fetal, nascimento prematuro, septicemia ou
meningite neonatal®.

Dessa forma, considerando a importancia
do leite a saide humana, presente na alimentagdo
de individuos de todas as idades e classes sociais,
destacando-se principalmente na dieta de criangas e
idosos, que nao devem consumi-lo com concentragdes
de micro-organismos capazes de causar agravos a saude,
este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade
microbiologica do leite in natura e pasteurizado tipo C,
provenientes da bacia leiteira do Médio Mearim/MA.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras
Foram coletadas 30 amostras de leite in natura
em um posto de captagdo que recebia leite de diversos

produtores e 30 amostras de leite pasteurizado tipo C
em um posto de distribui¢ao, localizados no municipio
de Bacabal/MA.

As amostras de leite in natura foram obtidas
somente de produtores do municipio de Bacabal. As
amostras de leite pasteurizado foram coletadas da
produgdo leiteira de cinco diferentes municipios da
regido do Médio Mearim/MA (Pedreiras, Bacabal,
Vitorino Freire, Igarapé Grande e Sao Luiz Gonzaga),
cujo leite foi transportado em caminhdo tanque
refrigerado até o Municipio de Itapecuru-Mirim, onde
ocorreu a pasteuriza¢do, sendo entdo distribuido para as
microrregides de origem.

As amostras foram acondicionadas em
caixas isotérmicas e transportadas ao Laboratdrio de
Microbiologia de Alimentos e Agua da Universidade
Estadual do Maranhao para a realizagdo das analises
microbioldgicas.

Analises microbiologicas

Para a determinagdo do numero mais provavel
de coliformes a 35 °C e 45 °C e para a pesquisa de
bactérias aerdbias mesofilas e psicrotroficas, utilizou-se
a metodologia indicada pelo Ministério da Agricultura
Pecudria e Abastecimento/MAPA®.

Para os coliformes, foi realizada a técnica dos
tubos multiplos, utilizando-se o caldo verde brilhante
bile lactose 2 % e incubados a 35 °C por 24 a 48 horas.
A partir dos tubos de caldo verde brilhante positivos,
foram transferidas aliquotas para tubos contendo caldo
Escherichia coli, sendo incubados a 45,5 °C em banho-
maria por 24 a 48 horas. O numero de tubos positivos
determinou o NMP/mL.

Para a pesquisa de bactérias aerdbias mesofilas
e psicrotroficas utilizou-se a técnica de pour-plate em
agar padrao. As placas foram incubadas a 35 °C por
48 horas e as colonias formadas foram enumeradas. O
resultado da contagem foi corrigido de acordo com a
dilui¢do considerada e expresso em UFC/mL.

Para a pesquisa de Listeria spp. foi utilizado
o Visual Immunoprecipitate Assay (VIP) método
preconizado pela Association of Official Analytical
Chemists— AOAC’,segundoespecificacdesdofabricante.
O resultado positivo do teste VIP para a presenca de
Listeria spp. é caracterizado pelo aparecimento de uma
linha cinza no dispositivo reagente, devido a presenca
de antigenos flagelares da bactéria, que sdo liberados
apos inativacao térmica. As amostras positivas no teste
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foram inoculadas em placas contendo agar cloreto de
litio feniletanol moxalactam seletivo para Listeria spp..

Os dados obtidos foram analisados segundo o
programa Biostata 3.0, de dominio publico. Os resultados
das variaveis qualitativas foram expressos em percentual
e das quantitativas em valores minimos e maximos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 podem ser observados os resultados
microbioldgicos de todos os micro-organismos
avaliados nas amostras de leite in natura. Foi observado
consideravel nivel de contaminagao pelos micro-
organismos indicadores, onde a maioria das amostras
apresentaram contagens superiores a 1,1 x 10° NMP/
mL para os coliformes a 35 °C e 45 °C. Estes resultados
foram semelhantes ao verificado por Maciel et al®,
que também observaram excessiva contaminagao por
coliformes ao avaliarem 30 amostras de leite cru obtidas
em trés pontos de venda no municipio de Itapetinga/BA,
com 100 % das amostras contaminadas, apresentando
valores entre 1,5x 10°a 2,4 x 10° NMP/mLe 1,5x 10° a
9,3 x 10* NMP/mL para os coliformes a 35 °C e 45 °C,
respectivamente.

Apesar da legislacdo’ ndo indicar padroes de
coliformes a 35 °C e 45 °C no leite in natura, a presenga
excessiva revela deficiéncia no controle sanitario do
rebanho e higiene inadequada dos utensilios e do
trasporte, bem como a auséncia de boas praticas de
manipulagdo, o quelevaacontamina¢doambiental e fecal
do leite. Portanto, o tratamento dos animais doentes,
a limpeza e sanitizagdo rotineira dos equipamentos
utilizados e a higiene pessoal do ordenhador sao fatores
cruciais para a melhora da qualidade bacterioldgica do
leite in natura.

Para as bactérias aerdbias mesdfilas, o leite
in natura apresentou contagem maximade2x 10° UFC/mL
e 10 % (03) das amostras estavam fora dos padrdes,
considerando o limite de 10° UFC/mL estabelecido
pela legislacao’ (Tabela 1). Diferente desta pesquisa, um
estudo avaliando a populagdo de aerdbios mesofilos em
amostras de leite cru provenientes de tanques individuais
e coletivos da Zona da Mata Mineira observou que todas
as amostras estavam fora dos padroes estabelecidos, com
contagem minima de 1,4 x 10° UFC/mL".

E muito importante a conservagio adequada do
leite in natura por meio do resfriamento, o nivel elevado
de mesoéfilos pode indicar falhas na temperatura de
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armazenamento e deficiéncias higiénicas no processo de
obtencio do leite.

A contagem de bactérias psicrotréficas no
leite in natura também apresentou méxima de 2
x 10° UFC/mL (Tabela 1). Apesar das contagens
expressivas, ndo existe padrao estabelecido para esses
micro-organismos. Entretanto, o nimero de bactérias
psicrotréficas presentes no leite cru indica as condigoes
higiénicas da obten¢do e o tempo e temperatura em
que o leite foi armazenado. Pinto et al'® ressaltam que
apesar de ndo existir regulamentacao especifica quanto
as bactérias psicrotroficas no leite cru, é imprudente
a fabricagdo de produtos a partir desta matéria-prima
com contagem de psicrotréficos superior a 5,0 x 10°
UFC/mL, pois estes micro-organismos podem provocar
alteracdes bioquimicas indesejaveis que limitam a vida
de prateleira dos produtos elaborados.

Quanto a pesquisa de Listeria spp. no leite in
natura, a Tabela 1 mostra que 10 % (03) das amostras
apresentaram contaminagao por esse micro-organismo.
Barancelli et al® afirmam que a presenca de Listeria
no leite cru é preocupante, pois existe o habito de
consumi-lo ou utiliza-lo na produgao de derivados sem
nenhum tratamento térmico, principalmente quando
contaminado por espécies de risco a saide publica,
como no caso de L.monocytogenes.

O controle rigoroso dessa bactéria, pela adogdo
de medidas corretas de higienizagao e sanitizagdo nas
plataformas de recepgdo do leite, pasteurizagdo do
produto, bem como a implantagio e manutencao de
controle dos pontos criticos em toda cadeia produtiva,
deve evitar que este micro-organismo seja incorporado
ao produto final, assegurando um alimento de qualidade
ao consumidor.

Os resultados das andlises das amostras de leite
pasteurizado estao descritos na Tabela 2. As amostras
também apresentaram contamina¢do por coliformes
a 35 °C e 45 °C, com contagens superiores a 1,1 x 10°
NMP/mL para ambos os grupos de coliformes. Esses
resultados sugerem falhas no sistema de pasteurizagio,
no que se refere ao bindmio tempo e temperatura, ou
contaminagéo do leite apds o processo térmico.

Com a elevada contaminagdo encontrada por
micro-organismos indicadores, ressalta-se a importancia
da adogdo de medidas corretas de higiene e manipulagdo
apOs a pasteurizagdo, assim como a verificagdio da
temperatura do pasteurizador para garantir que o leite
estejarecebendoatemperaturaadequada paraeliminar ou
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Tabela 1. Contagem de coliformes a 35 °C e 45 °C, bactérias aerdbias mesofilas, bactérias psicrotroficas e pesquisa de Listeria spp. nas amostras

de leite in natura da regido do Médio Mearim/MA

Micro-organismos

Leite in natura

Amostras fora dos padroes*

Coliformes a 35 °C* 1,5x10*a 2,1 x 102

n (%) 03 (10)
Coliformes a 45 °C* <3a2,44x10?

n (%) 11 (36,66)
Aerdbios mesofilos? 28x10*alx10°
n (%) 26 (86,66)
Bactérias psicro‘[réﬁcas2 52x10*a1,9x10°
n (%) 29 (96,66)
Listeria spp Presenca

n (%) 03 (10)

1,1x10°a>1,1x10°

27 (90) s
L1x10*a>1,1x10° sp
19 (63,34)
>1x10°a2x10°
04 (13,34) 03 (10)
>19x10°a2x10° sp
01 (3,34)
Auséncia
27 (90) 5P

*Brasil (2002); '"NMP/mL; *UFC/mL; SP: sem padrio estabelecido pela legislagiao

diminuir a carga microbiana inicial presente na matéria-
prima. Além disso, o manipulador é outro elemento-
chave na qualidade final do leite, pois representa uma das
principais fontes de veiculagao de micro-organismos.

Catdio e Ceballos'" encontraram resultados
semelhantes a esta pesquisa ao analisarem 45 amostras
de leite cru e 30 de leite pasteurizado tipo C, observando
elevada contaminacdo por coliformes a 35 °C e 45 °C.
Todas as amostras de leite pasteurizado tipo C avaliadas
estavam fora dos padrdes para os dois grupos de coliformes.
Apds a adogdo de medidas adequadas de higiene,
houve significativa redu¢do do numero de amostras
desconformes, com 22,2 % e 44,4 % das amostras de leite
pasteurizado fora dos padroes para coliformes a 35°C e a
45 °C, respectivamente.

Para as bactérias mesdfilas, o leite pasteurizado
tipo Capresentou contagem maximade 3,8x 10* UFC/mL,
divergindo dos resultados de Freitas et al'> em Belém/PA,
que ao analisarem amostras de leite pasteurizado quanto
a pesquisa de aerdbios mesofilos, relataram contagem
maxima de 10’ UFC/mL, com 41,9 % das amostras com
valores acima do limite estabelecido.

Embora todas as amostras de leite pasteurizado
tipo C avaliadas nesta pesquisa tenham apresentado
contagens dentro dos limites exigidos para as bactérias
mesofilas, os valores observados podem significar
matéria-prima com elevada contaminacéo, equipamentos
nio sanitizados e pasteurizacdo deficiente, indicando,
mais uma vez, a ocorréncia de falhas higiénicas e
tecnologicas no processamento do leite.

Em relacdo as bactérias psicrotroficas, as
amostras de leite pasteurizado tipo C apresentaram

contagens que variaram entre 1,5x 10 a 2 x 10° UFC/mL
(Tabela 2), superando os valores maximos verificados
no leite in natura. Apesar da legislagdo’ também ndo
estabelecer padrdo para as bactérias psicrotrdficas no
leite pasteurizado, Adams e Moss" ressaltam que esses
micro-organismos na quantidade de 1,0 x 10* UFC/mL,
podem produzir enzimas termoestdveis responsaveis
pelo odor e sabor desagradaveis e coagulagio do
produto, diminuindo a vida atil do mesmo. Moraes et al*
ressaltam que o leite com valores elevados de bactérias
psicrotroficas, constitui um risco para o consumidor
nido somente pela deterioracio da matéria-prima, mas
principalmente pela provavel presenca de alguns géneros
de bactérias como Pseudomonas e Listeria.

Este trabalho nido evidenciou a presenca de
Listeria spp. nas amostras de leite pasteurizado tipo C
(Tabela 2), semelhante aos achados de Padilha et al®® ao
avaliar 250 amostras de leite pasteurizado em Recife/PE.
Os dados obtidos nesta pesquisa e em outros trabalhos
corroboram com a posi¢do dos pesquisadores de listeriose
de origem alimentar da Organizagdo Mundial de Saude
que consideram a pasteuriza¢do um tratamento eficiente
para redugdo de Listeria no leite'>. No entanto, existem
estudos que tém evidenciado a presenca de Listeria
spp. no leite pasteurizado, como na pesquisa de Catédo
e Ceballos'! que constataram a presenga da bactéria em
30 % das amostras, indicando um processo de
pasteurizacio ineficiente ou contamina¢io pOs-
processamento do leite, ou ainda, a ocorréncia de
ambos os fendmenos. Os autores relatam que a falta
de notificagdes de casos de listeriose no Brasil, em
particular, os associados a alimentos na regido Nordeste,
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Tabela 2. Contagem de coliformes a 35 °C e 45 °C, bactérias aerdbias mesofilas, bactérias psicrotroficas e pesquisa de Listeria spp. nas amostras

de leite pasteurizado tipo C da regido do Médio Mearim/MA

Micro-organismos

Leite pasteurizado tipo C

Amostras fora dos padroes*

Coliformes a 35 °C* 4a4,6x10° >4,6x10°a>1,1 x10°
29 (96,66)
n (%) 22 08
Coliformes a 45 °C! <3a4,6x10? >4,6x10%°a>1,1x 10°
26 (86,66)
n (%) 25 05
Aerébios mesofilos® 2x10%a2,6x10° >2,6x10°a3,8x0* 00
n (%) 23 07
Bactérias psicrotroficas® 1,5x10%?a 1,5 x 10* >1,5x10%a2x 10° sp
n (%) 20 10
Listeria spp. Presenga Auséncia 00
n (%) 00 30 (100)
*Brasil (2002); '"NMP/mL; *UFC/mL; SP: sem padrio estabelecido pela legislagio
tornam interessante a pesquisa de Listeria spp., com a
comparagdo de sua presenca em relacdo a qualidade AGRADECIMENTOS

sanitaria do produto, utilizando-se como indicadores os
coliformes a 35 °C e 45 °C.

Apesar de ndo ter sido isolada Listeria spp. no leite
pasteurizado tipo C avaliado nesta pesquisa, esse fato nao
exime a possibilidade da presenca desta bactéria, ja que é
pouco competitiva em meio a outros micro-organismos,
principalmente quando estes se apresentam em indices
elevados, como observado nos resultados para os coliformes
que deixou a maioria das amostras de leite pasteurizado
tipo C em situagdo desconforme com a legislacao’.

CONCLUSAO

Os resultados microbiolédgicos do leite in natura
sugerem que a sua producio e obtengdo sao realizadas
sob precarias condigoes de higiene e manipulagéo.

Igualmente, a carga microbiana encontrada
no leite pasteurizado tipo C e o fato da maioria das
amostras encontrarem-se fora dos padrdes para os
coliformes, sugerem condi¢des higiénico-sanitdrias
inadequadas desde a ordenha até o processo de
pasteuriza¢do. Indicando, ainda, que a matéria-
prima apresentava elevada contaminagdo diante
do tratamento térmico que nao foi suficiente para
diminuir a carga microbioldgica.

O leite in natura e pasteurizado tipo C da
regido do Médio Mearim/MA apresentaram qualidade
microbiologica insatisfatoria para consumo ou
utilizacdo na elaboracdo de derivados, com risco a
saude do consumidor diante da elevada contaminacio
observada.
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ARTIGO ORIGINAL/ORIGINAL ARTICLE

Residuos de bifenilos policlorados em arroz e feijao do estado do
Rio Grande do Sul

Cocco, R. Residues of polychlorinated biphenyl in rice and beans in the state of Rio Grande do Sul.

Santa Maria, RS. [Dissertagio de Mestrado — Area de Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos, Centro de Ciéncias Rurais da
Universidade Federal de Santa Maria — UFSM]. Orientadora: Ijoni Hilda Costabeber.

Bifenilos Policlorados (PCBs) de uso industrial vém tendo seus residuos espalhados no ambiente. Sdo compostos
persistentes e ndo biodegradaveis que contaminam agua e solo e afetam organismos da cadeia alimentar. A exposi¢ao
humana aos PCBs se da especialmente pelo consumo de alimentos contaminados. Cereais e leguminosas, entre os
quais o arroz e o feijdo, sdo essenciais e tém grande destaque na alimentagdo humana. Por isto ganha relevancia a
deteccdo de residuos de PCBs nesses alimentos. Assim, o objetivo geral deste trabalho foi identificar e quantificar
residuos de PCBs indicadores em amostras de arroz e feijao obtidas no Rio Grande do Sul, em 2010. Objetivou-se
ainda calcular a ingestao didria estimada (IDE) de residuos de PCBs e determinar o teor de gordura para correlacionar
com os niveis destes compostos. A determinagdo dos residuos de PCBs foi realizada por cromatdgrafo a gas acoplado
a espectrometria de massas (GC-MS), apos a extragdo dos compostos através do método QUEChERS. Nas amostras
de arroz foram encontrados valores médios de 0,05 ng.g"' para o PCB 28, 0,67 ng.g"' para o PCB 52, 0,24 ng.g" para
o PCB 101, 0,27 ng.g"' para o PCB 118, 1,28 ng.g"' para o PCB 138, 1,43 ng.g"' para o PCB 153 e 0,45 ng.g"' para o
PCB 180. O PCB 52 foi o mais freqiiente, sendo detectado em 72,7 % das amostras de arroz, seguido dos PCBs 153
(54,5 %), 138 (50,0 %), 101 e 180 (13,6 %), 118 (9,0 %) e 28 (0,0 %). Nas amostras de feijao foram encontrados
valores médios de 0,14 ng.g' para o PCB 52, 1,63 ng.g' para o PCB 101, 1,33 ng.g' para o PCB 118, 0,92
ng.g' para o PCB 138 e 0,05 ng.g' para os PCBs 28, 153 e 180. O PCB 118 foi o mais freqiiente, sendo
detectado em 22,2 % das amostras de feijao, seguido dos PCBs 138 (11,0 %), 52 e 101 (5,5 %), e 28, 153 e 180
(0,0 %). Observou-se que o arroz apresentou niveis médios de PCBs superiores aos do feijao. A ingesta didria estimada
de PCBs foi de 7,82 ng.Kg' e de 3,14 ng.Kg"' de peso corporal por dia, para o arroz e o feijao, respectivamente. Em
relagdo ao percentual de gordura, o arroz apresentou teor de 0,32 % e o feijao de 1,10 %. Concluiu-se que ainda existem
residuos de PCBs em alimentos do Rio Grande do Sul, o que justifica novas pesquisas.

Palavras-chave. bifenilos policlorados; arroz; feijao; ingesta didria estimada; GC-MS.

Dissertagdo disponivel na Biblioteca do Centro de Ciéncias Rurais
da Universidade Federal de Santa Maria - UFSM.
E-mail: betadavet@hotmail.com
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excessivo de referéncias numa mesma citagdo. Citagoes de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e outros) devem ser evitadas.
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= Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (keywords).
= Devem apresentar Introdugio, Relato de caso, Discussdo e Concluséo, na forma de texto unico.

1.6 REsuMos DE TESES E DISSERTAGOES: Sdo aceitos resumos de teses e dissertagdes até um ano ap6s a defesa.

Informagdes complementares:
= Devem ter até 400 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (keywords).
= Sua apresentagdo deve conter o nome do autor e do orientador, titulo do trabalho em portugués e em inglés, nome da instituigdo em que foi apresentado, area

de concentragdo e ano da defesa.

2. APRESENTAGAO DO MANUSCRITO: Os textos devem ser redigidos em processador de texto Word for Windows 2003 ou compativel, no formato A4, espago
duplo, fonte Times New Roman, tamanho 12. Devem ser evitados arquivos compactados. A estrutura do manuscrito deve estar em conformidade com as normas
do Sistema Vancouver — Titulo; Autores e Instituigdes; Resumo e Abstract; Introdugao; Material e Métodos; Resultados; Discussao; Conclusao; Agradecimentos;
Referéncias; Tabelas; Figuras e Fotografias.

2.1 PAGINA DE IDENTIFICAGAO: Deve constar:

Titulo em portugués e em inglés: O titulo deve ser conciso, completo e conter informagdes. Se 0 manuscrito for submetido em inglés, deve ser fornecido um

titulo em portugués.

Autores: De acordo com o International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE), sdo considerados autores aqueles que contribuiram substancialmente
para a concepgdo e planejamento, ou analise e interpretagdo dos dados; contribuiram significativamente na elaboragdo do rascunho ou na revisao critica do
conteudo e participaram da aprovagéo da versao final do mesmo. Somente a aquisi¢ao de financiamento, a coleta de dados ou supervisao geral de grupos de pes-
quisa nao justificam autoria — maiores esclarecimentos sobre autoria podem ser encontrados na pagina do ICMJE (http://www.icjme.org). Deve constar o nome
completo, sem abreviagdes e com ultimo sobrenome em caixa alta (exemplo: Ana Maria Camargo da SILVA) e o e-mail do autor responsavel. O autor responsavel
para troca de correspondéncia deve estar assinalado com asterisco (*) e apresentar também o endereco completo.

Afiliagao: Deve ser indicada a instituigdo a qual cada autor estd afiliado, na seguinte ordem de hierarquias institucionais de afiliagdo: laboratorio, setor, segdo,

servico, divisdo, departamento, instituto, faculdade e universidade.
Financiamento da pesquisa: Se a pesquisa foi subvencionada, indicar o tipo de auxilio, 0 nome da agéncia financiadora e o respectivo nimero do processo.

Apresentagio prévia: Quando baseado em tese ou disserta¢ao, indicar o nome do autor, titulo, ano, nome do programa de p6s-graduagio e instituigao onde foi

apresentada. Quando apresentado em evento cientifico, indicar o nome do evento, local e ano da realizagao.
2.2 PREPARO DO MANUSCRITO:

Resumo/Abstract: Todos os textos deverdo ter resumos em portugués e inglés, dimensionados para ter até 200 palavras. Como regra geral, o resumo deve incluir
objetivos do estudo, principais procedimentos metodoldgicos, principais resultados e conclusées.

Palavras-chave/keywords: Devem ser indicados entre 3 a 6 descritores do contetido, extraidos do vocabuldrio Descritores em Ciéncias da Satde (DeCS) da Bire-
me (disponivel em http://www.bireme.br) nos idiomas portugués e inglés. Em inglés, com base no Medical Subject Headings (MeSH).

Caso ndo sejam encontrados descritores adequados para a tematica do manuscrito, poderdo ser indicados termos no existentes nos conjuntos citados.

Estrutura do texto:
A) Introdugao: Deve ser breve, relatando o contexto e a justificativa do estudo, apoiados em referéncias pertinentes ao objetivo do manuscrito, sintetizando a
importéncia e destacando as lacunas do conhecimento abordadas. Nao deve incluir dados ou conclusoes do estudo em referéncia

B) Material e Métodos: Os procedimentos adotados devem ser descritos claramente, bem como as varidveis analisadas, com a respectiva defini¢do, quando neces-
saria, e a hipotese a ser testada. Devem ser descritas a populagdo e a amostra, instrumentos de medida, com a apresentacdo, se possivel, de medidas de validade e
conter informagdes sobre a coleta e processamento de dados. Deve ser incluida a devida referéncia para os métodos e técnicas empregados, inclusive os métodos
estatisticos; métodos novos ou substancialmente modificados devem ser descritos, justificando as razdes para seu uso e mencionando suas limitagoes.

Os critérios éticos da pesquisa devem ser respeitados; os autores devem explicitar que a pesquisa foi conduzida dentro de padrdes éticos e foi aprovada por

comité de ética, indicando o nome do comité de ética, numero e data do registro.
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C) Resultados: Devem ser apresentados em uma sequéncia légica, iniciando-se com a descrigao dos dados mais importantes. Tabelas e figuras devem ser restritas
aquelas necessarias para argumentagio e a descrigdao dos dados no texto deve ser restrita aos mais importantes. Os gréficos devem ser utilizados para destacar os
resultados mais relevantes e resumir relagdes complexas. Dados em graficos e tabelas nio devem ser duplicados nem repetidos no texto. Os resultados numéricos
devem especificar os métodos estatisticos utilizados na anélise.

D) Discusséo: A partir dos dados obtidos e resultados alcangados, os novos e importantes aspectos observados devem ser interpretados a luz da literatura cientifica e das
teorias existentes no campo. Argumentos e provas baseadas em comunicagdo de cardter pessoal ou divulgadas em documentos restritos ndo podem servir de apoio as ar-
gumentagdes do autor. Tanto as limitagdes do trabalho quanto suas implicagdes para futuras pesquisas devem ser esclarecidas. Incluir somente hipéteses e generalizagdes

baseadas nos dados do trabalho. As conclusdes podem finalizar esta parte, retomando o objetivo do trabalho ou serem apresentadas em item separado.

E) Agradecimentos: Este item ¢ opcional e pode ser utilizado para mencionar os nomes de pessoas que, embora niao preencham os requisitos de autoria, pres-
taram colaboragao ao trabalho. Sera preciso explicitar o motivo do agradecimento, por exemplo, consultoria cientifica, revisao critica do manuscrito, coleta de
dados etc. Deve haver permissao expressa dos nomeados e o autor responsavel deve anexar a Declaragdo de Responsabilidade pelos Agradecimentos. Também
pode constar desta parte apoio logistico de instituigoes.

2.3 CITAGAO NO TEXTO: A exatiddo das referéncias ¢ de responsabilidade dos autores. Devem ser indicadas pelo seu nimero na listagem, na forma de expoente, sem uso de
parénteses, colchetes e similares. Nos casos em que ha citagio do nome do autor, 0 niimero da referéncia deve ser colocado a seguir do nome do autor. Trabalhos com dois

«»

autores devem fazer referéncia aos dois autores ligados por “e”. Nos outros casos apresentar apenas o primeiro autor (seguido de et al, em caso de autoria multipla).
Exemplos: Nos Estados Unidos e Canadd, a obrigatoriedade da declaragao dos nutrientes no rétulo do alimento é mais antiga e foram desenvolvidos métodos
hidroliticos, como 0 AOAC 996.06', de extracdo e determinagdo da GT por cilculo a partir dos AG obtidos por cromatografia gasosa com detector de ioni-
zagdo em chama (GC/DIC)>*.

Segundo Chang et al*’ , 0 aumento do tamanho das particulas resulta numa redugao da area de superficie conferindo uma melhora na retengao e estabilidade das mesmas.

2.4 REFERENCIAS: Listadas ao final do texto, devem respeitar a quantidade definida para cada categoria de artigos aceitos pela RIAL. As referéncias devem
ser normalizadas de acordo com o estilo Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals: Writing and Editing for Biomedical Pu-
blication, numeradas consecutivamente na ordem em que foram mencionadas a primeira vez no texto.

Os titulos de periddicos devem ser referidos de forma abreviada, de acordo com o Medline, disponivel no enderego http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/

<~

entrez?db=journals. Para consultar periédicos nacionais e latino-americanos: http://portal.revistas.bvs.br/main.php?home=true&lang=pt.

No caso de publicagdes com até seis autores, citam-se todos; acima de seis, citam-se os seis primeiros, seguidos da expressdo latina “et al”. Referéncias de um

mesmo autor devem ser organizadas em ordem cronoldgica crescente.

Exemplos:

Artigos de periddicos:

Aued-Pimentel S, Zenebon O. Lipidios totais e dcidos graxos na informagao nutricional do rétulo dos alimentos embalados: aspectos sobre legislagao e quantifi-
cagdo. Rev Inst Adolfo Lutz. 2009;68(2):121-6.

Weihrauch JL, Posati LP, Anderson BA, Exler J. Lipid conversion factors for calculating fatty acids contents of foods. ] Am Oil Chem Soc. 1977;54:36-40.
Hennington EA. Acolhimento como pratica interdisciplinar num programa de extensao. Cad Saude Coletiva [Internet]. 2005;21(1):256-65. Disponivel em:
[http://www.scielo.br/pdf/csp/v21n1/28.pdf].

Livros:

Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for nurses. 22 ed. Albany (NY):Delmar Publishers;1996.

Lopez D, organizador. Estudos epidemioldgicos qualitativos. Sao Paulo: James Martim; 2009.

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

Foley KM, Gelband H, editors. Improving palliative care for cancer. Washington: National Academy Press 2001[acesso 2003 Jul 13]. Disponivel em: [http://
www.nap.edu/catalog.php?record_id=10149].

Capitulos de livro:
Wirdh L. Histéria da Epidemiologia. In: Lopez D, organizador. Estudos epidemioldgicos qualitativos. Sao Paulo: James Martim; 2009.p.64-76.

Dissertagoes, teses e monografias:

Santos EP. Estabilidade quimica da manteiga da terra [dissertagdo de mestrado]. Bananeiras (PB): Universidade Federal da Paraiba;1995.

Moreschi ECP. Desenvolvimento e validagio de métodos cromatograficos e avaliagio da estabilidade de vitaminas hidrossoliveis em alimentos [tese de doutorado].
Sao Paulo (SP): Universidade de Sao Paulo; 2006.
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Trabalhos de congressos, simpdsios, encontros, seminarios e outros:
Barboza et al. Descentralizagio das politicas ptblicas em DST/AIDS no Estado de Sao Paulo. III Encontro do Programa de Pés-Graduagdo em Infecgdes e Saude
Publica; agosto de 2004; Sao Paulo: Rev Inst Adolfo Lutz. p. 34 [resumo 32-SC].

Dados eletronicos:
Companhia de Saneamento Bésico do Estado de Sdo Paulo - SABESP. O que fazemos/Qualidade da 4gua. [acesso 2008 Set 17]. Disponivel em: [http://www.
sabesp.com.br/CalandraWeb/CalandraRedirect/?temp=4&proj=sabesp&pub=T &db=&doci].

Legislagao:
Brasil. Ministério da Saude. Resolugao RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001. Aprova o Regulamento Técnico sobre Padrdes Microbioldgicos para Alimentos.
Diario Oficial [da] Republica Federativa do Brasil. Brasilia, DE 10 jan. 2001. Segao 1, n°7-E. p.45-53.

Autoria institucional:

Instituto Adolfo Lutz (Sao Paulo - Brasil). Métodos fisico-quimicos para analise de alimentos: normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz. 4* ed. [1? ed. digital]. Sdo Paulo
(SP): Instituto Adolfo Lutz; 2008. Disponivel em: [http://www.ial.sp.gov.br/index.php?option=com_remository&Itemid=7&func=select&orderby=1&Itemid=7].
Organizaciéon Mundial de la Salud - OMS. Como investigar el uso de medicamentos em los servicios de salud. Indicadores seleccionados del uso de medicamen-
tos. Ginebra; 1993. (DAP. 93.1).

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

Casos nao contemplados nesta instrugao devem ser citados conforme indicagdo do Committee of Medical Journals Editors (Grupo Vancouver), disponivel em:
http://www.cmje.org.

Referéncias a documentos nao indexados na literatura cientifica mundial, em geral de divulgagdo circunscrita a uma institui¢do ou a um evento (teses, relatorios
de pesquisa, comunica¢des em eventos, dentre outros) e informacdes extraidas de documentos eletronicos, ndo mantidas permanentemente em sites, se relevan-

tes, devem figurar no rodapé das paginas do texto onde foram citadas.

2.5 Numeros de figuras e tabelas: A quantidade de figuras e tabelas de cada manuscrito deve respeitar a quantidade definida para cada categoria de artigos aceitos
pela RIAL. Todos os elementos graficos ou tabulares apresentados serdo identificados como figura ou tabela, e numerados sequencialmente a partir de um, e nao

como quadros, graficos etc.

A) Tabelas: Devem ser redigidas em processador de texto Word for Windows 2003 ou compativel e serem apresentadas em arquivos separados, numera-
das consecutivamente com algarismos arabicos, na ordem em que foram citadas no texto. A cada uma deve-se atribuir um titulo breve, nao se utilizando
tragos internos horizontais ou verticais. As notas explicativas devem ser limitadas a0 menor nimero possivel e colocadas no rodapédas tabelas e ndo no
cabegalho ou titulo. Se houver tabela extraida de outro trabalho, previamente publicado, os autores devem solicitar formalmente autorizagdo da revista
que a publicou, para sua reprodugao.

B) Figuras: As ilustragoes (fotografias, desenhos, graficos etc.) devem ser citadas como Figuras, apresentadas em arquivos separados e numeradas con-
secutivamente com algarismos arabicos na ordem em que foram citadas no texto. Devem conter titulo e legenda apresentados na parte inferior da figura.
S6 serdo admitidas para publicagdo figuras suficientemente claras e com qualidade digital que permitam sua impressdo, preferencialmente no formato
vetorial. No formato JPEG, a resolu¢do minima deve ser de 300 dpi. Figuras em cores serdo publicadas quando for necesséria a clareza da informagio e
os custos deverdo ser cobertos pelos autores. Se houver figura extraida de outro trabalho, previamente publicado, os autores devem solicitar autorizagao,

por escrito, para sua reprodugéo.

3. DECLARAGOES E DOCUMENTOS SOLICITADOS: Em conformidade com as diretrizes do International Committee of Medical Journal Editors, sdo solicitados
alguns documentos e declarages do(s) autor(es) para a avaliagao de seu manuscrito. Observe a relagdo dos documentos abaixo e, nos casos em que se aplique,
anexe o documento ao processo. O momento em que tais documentos serdo solicitados ¢ variavel:

Carta de Apresentagio Todos Submissao
Responsabilidade pelos Agradecimentos Autor responsavel Aprovagao
Transferéncia de Direitos Autorais Todos Aprovagio
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A carta de Apresentagao do manuscrito, assinada por todos os autores, deve conter:

= Um pardgrafo declarando a responsabilidade de cada autor: ter contribuido substancialmente para a concepgio e planejamento ou anélise e interpretagio dos
dados; ter contribuido significativamente na elaboragdo do rascunho ou na revisio critica do contetido; e ter participado da aprovagio da versio final do manus-
crito. Para maiores informagdes sobre critérios de autoria, consulte a pagina do ICMJE (http://www.icjme.org).

X Um paragrafo contendo a declaragdo de potenciais conflitos de interesses dos autores.

X Um parégrafo contendo a declaragdo que o trabalho nao foi publicado, parcial ou integralmente, em outro periédico. Todos os autores devem ler, assinar e enviar

documento transferindo os direitos autorais. O artigo s6 sera liberado para publicac¢do quando esse documento estiver de posse da RIAL.

4. VERIFICAGCAO DOS ITENS EXIGIDOS NA SUBMISSAO:
. Nome e instituigdo de afiliagao de cada autor, incluindo e-mail e telefone do autor responsavel.
. Titulo do manuscrito, em portugués e inglés.
. Texto apresentado em letras Times New Roman, corpo 12, em formato Word ou similar (doc, txt, rtf).

. Resumos em dois idiomas, um deles obrigatoriamente em inglés.

1

2

3

4

5. Carta de Apresentagdo assinada por todos os autores.

6. Nome da agéncia financiadora e nimero(s) do processo(s).

7. No caso de artigo baseado em tese/dissertagao, indicar o nome da instituigio/Programa, grau e o ano de defesa.

8. Referéncias normalizadas segundo estilo Vancouver, ordenadas pela citagdo no texto e numeradas, e se todas estdo citadas no texto.
9. Tabelas numeradas sequencialmente, com titulo e notas, e no maximo com 12 colunas, em formato Word ou similar (doc, txt, rtf).

10. Figura no formato vetorial ou em pdf, ou tif, ou jpeg ou bmp, com resolugdo minima 300 dpi.

5. REVISAO DA REDAGAO CIENTIFICA: Para ser publicado, o manuscrito aprovado ¢ submetido a revisao da redagao cientifica, gramatical e de estilo. A RIAL
se reserva o direito de introduzir alteragoes nos originais, visando a manutengao da homogeneidade e qualidade da publicagao, respeitando, porém, o estilo e as
opinides dos autores. Inclusive a versao em inglés do artigo tera esta etapa de revisao.

6. PRoVAS: Apds sua aprovagio pelos editores, o0 manuscrito sera revisado quanto a redagio cientifica. O autor responsavel pela correspondéncia recebera as
provas grificas para revisio por correio eletronico em formato pdf (portable document format). O prazo méximo para a revisio da prova é de dois dias. E im-
portante cumprir os prazos de revisdo para garantir a publica¢io no fasciculo programado. Atrasos nesta fase poderao resultar em remanejamento do artigo para

fasciculos subsequentes.

7. PUBLICAGAO E DISTRIBUIGAO: Os artigos serdo publicados em ordem cronolédgica de aprovagao. As datas de recebimento e de aprovagao do artigo constarao
obrigatoriamente no mesmo.

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

A Revista do Instituto Adolfo Lutz é distribuida gratuitamente a entidades governamentais, culturais ou em permuta de periédicos nacionais ou estrangeiros.

Assessoria Editorial:

TIKINET

www.tiki.net.br/tiki
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