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RESUMO

Neste trabalho foi averiguado o uso do geoprocessamento como ferramenta para realizar pesquisa e
como subsidio para efetuar planejamento de a¢des em satde ptiblica. Diversos investigadores tém citado
a construcdo de sistema de vigilancia da saude orientado por um modelo de analise de situagdes de risco,
em substituigdo ao modelo de risco individual. Esta alternativa, que utiliza o espago como referéncia,
tem potencialmente mostrado maior poder explicativo por expressar diferentes acessos aos bens e aos
servigos de infraestrutura urbana. Com o sistema de geoprocessamento, torna-se possivel observar os
fatores socioecondmicos, assim como a utilizagdo e as formas de ocupagio de dreas. Além disso, podem
ser obtidos dados relevantes para efetuar o controle da vigildncia em relagao a satide e a0 meio ambiente
construido e habitado. O uso do geoprocessamento constitui uma importante ferramenta para realizar
a identificacdo, a localizacdo e o acompanhamento de populagdes, principalmente nas periferias dos
grandes centros urbanos. Este sistema contribui, ainda, para desenvolver os estudos de transmissao, de
disseminacao e, ainda, das a¢oes de controle das doengas e dos agravos de satide de uma determinada area
de abrangéncia.

Palavras-chave. saude publica, distribuicio espacial da populagdo, vigilancia epidemioldgica,
epidemiologia, geoprocessamento em satde.

ABSTRACT

In the present study is described the importance of the geographic information system (GIS) as a tool
for performing research and as a subsidy for action planning in public health. Many investigators have
described the construction of a health surveillance system based on a model to analyze the risk situations,
aiming at replacing the individual risk model. This option employs the space as a reference, which
potentially holds greater explanatory power for expressing different approaches to the profits and services
for urban infrastructure. The geo-processing allows to observe the socioeconomic factors, the ways and
the use of occupying the inhabited areas, to acquire relevant data for monitoring the sanitary surveillance,
and also built and inhabited environment. The geo-processing works as an important tool for performing
the identification, location and follow-up of populations. Therefore, the geo-processing contributes to the
study on transmission, distribution and actions directed to the diseases and health problems control in a
given scope area.

Keywords. public health, residence characteristics, epidemiologic surveillance, epidemiology, health geo-
processing.
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INTRODUCAO

O geoprocessamento é definido como um
conjunto de tecnologias de coleta de dados' que
produz informagdo demografica e contribui para o
reconhecimento das condi¢des de risco no territorio®.
Transformou-se em um instrumento valido para auxiliar
na constru¢ao de mapas e ajudar no planejamento,
monitoramento e na avaliagdo das agdes em satde’.

Neste sentido, o interesse das secretarias de saude
no uso do geoprocessamento e de outros softwares para
esquadrinhamento da drea urbana tem sido notavel*’,
uma vez que, além de transcender o monitoramento
de individuos doentes, estabelecendo uma léogica
para intervengdes que sejam diferenciadas e seletivas,
enquadra-se nas diretrizes do Sistema Unico de Satde
(SUS).

Qualquer mapa que simule representagio
diferente da mera reproduc¢ao do terreno pode ser
classificado como tematico®. Esse tipo de mapa ¢é
extremamente eficaz, pois pode mostrar a realidade,
facilitar a realizagdo de pesquisas, além de auxiliar
no planejamento e controle tanto de areas legalizadas
como clandestinas. Esse recurso tem sido utilizado
por vérios autores na drea da satide, desde a descrigdo
de endemias, no século passado, até a analise da
possibilidade de vulnerabilidade social da gravidez em
adolescentes”, e seus resultados tém contribuido para a
deteccdo de pontos de transmissiao e para a redefini¢do
da distribuicdo da rede de assisténcia de saide dentro de
um dado municipio. Neste estudo, objetiva-se descrever
o uso do geoprocessamento como ferramenta e subsidio
para o planejamento de agdes em saude publica, e
destacar, por meio de revisao bibliografica, sua aplicagdo
e contribui¢do em pesquisas cientificas.

METODOLOGIA

Trata-se de um estudo descritivo no qual foram
realizadas a busca e a analise critica de artigos cientificos
da Biblioteca Virtual em Saude (BVS), nas bases de dados
Medline, SciELO, Biblioteca Cochrane, LILACS, IBECS,
coletados em 2012, que utilizaram o geoprocessamento
no estudo de doengas de satide publica.

Inicialmente, foram selecionados os artigos para
a construcdo de uma breve historia sobre a condugdo dos
estudos da area de saide, seguida de uma descrigdo sobre
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a utilizacdo da tecnologia de georreferenciamento e de
uma analise dessa tecnologia associada a satude.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Breve historico da conducao de estudos na area da
Saude

A partir do século XVI, as caracteristicas
geograficas, principalmente o clima, eram colocadas como
responsaveis pela ocorréncia das doencas infecciosas e
parasitarias'®. Nos séculos seguintes, embasada na clinica
e na estatistica, nasce a epidemiologia para explicar a
ocorréncia das doengas transmissiveis, tendo como foco
aocorréncia da doenca nas coletividades''. Jd no inicio do
século XX, foram valorizados os estudos sobre o impacto
do ambiente, especialmente o clima, nas condigoes de
saude do homem'. Nesse sentido, as ideias de Pavlovsky
pressupunham a interacio homem-ambiente, em que o
desequilibrio pudesse produzir, alterar ou transformar os
focos de transmissdo de doencas®.

Nos anos 1960, a diferencia¢do social e cultural,
mais uma vez, volta a ser considerada como determinante
da variabilidade espacial da saide-doenga'?, apoiada,
principalmente, nos recursos da epidemiologia'’.

Ainda na década 1960 e também na década 1970,
os fatores econdmicos e sociais, tidos como determinantes
dos fendmenos coletivos, passam a ser entendidos
ndo apenas como atributos individuais ou elementos
do ambiente fisico, mas também como fendmenos
populacionais que consideram a historicidade de sua
determinacdo. Nesta linha de investigacdo, podem ser
citados os trabalhos de Barreto!4, Silva'®>, Paim!® e Barata
etal”.

A intersetorialidade, nos anos seguintes,
também passa a ser considerada nos estudos, pois trata
da articulagdo entre setores sociais, saberes, poderes e
vontades, para enfrentar problemas complexos. E uma
tendéncia, cuja finalidade é construir politicas publicas
para a superagdo da fragmentagdo dos conhecimentos
e das estruturas sociais para produzir efeitos mais
significativos na satde da populagao’®.

Geoprocessamento na area da satide

O geoprocessamento ¢ uma importante
ferramenta para a identificagdo, localizagdo, o
acompanhamento e monitoramento de populagdes.
Essa tecnologia baseia-se na medi¢do de determinada
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variavel com sua localizagao. Uma vez processadas (ou
georreferenciadas), as informagdes podem ser expressas
em formato de mapas digitais'®. Utiliza-se de simbologias
diversas para representar os fendmenos espacialmente
distribuidos na superficie (FIGURA 1). Assim, esse
tipo de analise permite identificar bolsdes de caréncia
e de ocorréncia dos agravos em micro areas de forma
simultanea e interativa®.
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Figura 1. Espacializacao das taxas de detec¢do de hanseniase, no
Estado de Sao Paulo, 1991-2002

Fonte: Opromolla PA, Dalben I, Cardim M. Andlise da distribuigdo
espacial da hanseniase no Estado de Sdo Paulo, 1991-2002. Rev Bras
Epidemiologia. 2005; 8(4): 356-64

Mapas e dados associados a localizagdes ja sao
utilizados, no cotidiano, para o planejamento e a gestao de
recursos e servicos e para a elaboragio de politicas publicas
ou privadas®. Além disso, a constru¢do de modelos de
endemia em dreas urbanas vem sendo analisada por
situagdes de riscos e por indicadores epidemioldgicos
espaciais, facilitando a monitoragao de doencas endémicas
ou evidenciando as desigualdades sociais”*.

Utilizando os conceitos de Mendes® para
territério-solo, é possivel observar a distribuigdo
geopolitica espacial dos casos de determinada doenga
nos municipios, o que possibilita a localiza¢ao rapida e a
visdo das regides mais atingidas, chegando a determinar
as ruas e os numeros em que as ocorréncias localizam-
se** e a ressaltar a ocorréncia do tempo como fator de
interacdo com essas circunstancias.

A Vigilancia em Satde estabelece, dentro de uma
légica assistencial, as dreas de abrangéncia constituidas
por conglomerados e por setores censitrios, que
correspondem a espagos de responsabilidade de uma
unidade de saude” com maior poder explicativo para
expressar diferentes acessos aos bens e aos servicos de
infraestrutura urbana®.

A andlise da distribui¢do espacial dos casos de
determinada doenga em municipios alicer¢a estudos
sobre a transmissibilidade nas regides e nas areas de
abrangéncia, permitindo acesso rapido as informagdes
necessarias para realizar a vigilancia dos casos. Da
mesma forma, cria condigdes para avaliar a necessidade
da descentralizagdo dos tratamentos, pois mostra onde
a popula¢ao é mais atingida, facilitando o trabalho dos
profissionais, a distribuicdo de medicamentos, as agdes
de educagdo permanente e continuada e a realocagdo dos
recursos humanos e fisicos (FIGURA 2).

Vila Virginia, Guanabara, Afonso
X111, Jardim Piratininga, Pio XII,
Centenirio, Maria Goret, Sao Jorge

Figura 2. Mapa da distribui¢ao da densidade de casos novos de Tu-
berculose, obtidos por meio do estimador Kemel, Ribeirdo Preto-SP.
2000-2006

Fonte: Hino P, Villa TCS, Cunha TN, Santos CB. Padrdes espaciais
da tuberculose e sua associagdo a condi¢do de vida no municipio de
Ribeirdo Preto. Ciénc Saude Coletiva. 2011;16(12):4795-802

Um novo aspecto que tem gerado interesse,
nio s6 da area de saude, sdo as construcoes em dreas
clandestinas urbanas que ocupam irregularmente as
areas dos lotes, dificultando, assim, a prevenc¢do da
transmissdo das doencas. Nas tltimas décadas, houve o
crescimento desordenado do tecido urbano das grandes
cidades brasileiras, aliado a um padrido de expansdo
horizontal continua, estimulado pela inser¢io de
conjuntos habitacionais populares e pelo surgimento de
loteamentos clandestinos nas areas de expansao.

A preocupagdo com essas questdes justifica-se
pelo crescimento intenso das areas urbanas, nas ultimas
décadas, lado alado com a pobreza e a insustentabilidade
dascidadesbrasileiras, muitoembora, nosgrandescentros,
haja projetos diretores aprovados consensualmente pelos
legislativos que planejam o crescimento das cidades®.
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Dessa forma, essas populagdes tendem a ser empurradas
para lugares sem servigos publicos e com quase nenhuma
renda diferencial. Sao locais onde investimentos em
saneamento, principalmente no tratamento de esgoto,
diminuiriam a incidéncia de doencas e de interna¢des
hospitalares e evitariam o comprometimento dos
recursos hidricos do municipio.

Em se tratando de acdes da drea da sadde,
a intersetorialidade proposta pelo SUS contempla a
avaliacdo e a inspecdo de dreas de abrangéncia de uma
determinada regiao ou polo e faz a vigilancia em satude
junto as habitacoes. Os agentes comunitdrios, a vigildncia
sanitdria e as diversas fiscalizacdes da Prefeitura
Municipal inspecionam e preocupam-se com 0 meio
ambiente, além de procurar coibir as a¢es dos ocupantes
dos imdveis irregulares e vizinhos que sdo destrutivas ou
que comprometem a saude publica.

Outra aplicagdo do geoprocessamento sio o0s
aglomerados (clusters), que podem ser entendidos
como um conjunto de pessoas ou de atividades que
se concentram em espagos fisicos relativamente
pequenos®?¥, facilitando o entendimento e a analise das
circunstancias que envolvem os problemas focalizados.

Aplicagao do Geoprocessamento na Saude

Estudos estdo sendo desenvolvidos
constantemente de forma setorizada, relatando a
ocorréncia do agravamento de doencas e da qualidade
de vida da populagdo e a sua relagdio com os fatores
socioambientais®*’.

Nesse contexto, estudos sobre doengas endémicas,
como a hanseniase, que tém utilizado a ferramenta do
geoprocessamento para explicar as possiveis interferéncias
datransmissibilidade e da endemia. Cury etal’ encontraram
relacdo da doenca com fatores sdcio-econdmicos, mas
nido com densidade populacional, como aventado até
entdo. Outras investigacdes analisam a distribuicdo
espacial da doenga em estudos descritivos e transversais,
com a inten¢do de compreender a ocorréncia geografica
da endemia e de propor agoes de vigilancia®*?. Por sua
vez, Opromolla et al** verificou a distribui¢ao das taxas
médias de deteccdo da hanseniase no estado de Séo Paulo
e identificou discreto declinio nos maiores percentuais
encontrados nas regides oeste e noroeste do estado no
periodo compreendido entre os anos de 1991 e 2002.
De forma subsequente a esse estudo, Rodrigues-Junior*
analisou o periodo compreendido entre os anos de 2004
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e 2006 e confirmou o declinio da endemia para a maioria
das regides do estado de Sao Paulo, enquanto que, para a
analise espacial, constatou que os coeficientes referentes ao
norte do estado sdo altos.

O uso do geoprocessamento também pode
permitirumaanalise historicadademandadoatendimento
nos servicos de satide em dreas endémicas da doenga,
assim como estudado por Lapa et al*, que constatou que,
apos a municipalizagdo, houve um aumento da detecgio e
de tratamento da hanseniase pelo municipio, otimizando,
assim, o atendimento das unidades de satde e produzindo
importantes alteragdes nos indicadores epidemioldgicos e
operacionais. Esses estudos sustentam cientificamente o
direcionamento das a¢des em vigilancia e satde.

Ainda nesse contexto, Sakamuri et al*® realizou
estudo sobre epidemiologia molecular utilizando
Polymerase Chain Reaction (PCR) em espécimes
clinicos de pacientes com hanseniase, e demonstrou
a distribuicdo geografica e a frequéncia das variagdes
genéticas do bacilo em cada um dos locais estudados.

No que tange a estudos sobre a dengue, Flauzino
et al” verificou que os setores censitarios mostram
heterogeneidade espacial em relagdao as condigoes de
vida, que, dentro de alguns setores, ha diferenciais na
distribui¢do espacial e temporal do risco de ocorréncia
da dengue e que a parcela economicamente ativa foi a
mais atingida na area de estudo. A identifica¢ao dos locais
que albergaram aglomerados de casos de dengue e sua
caracterizagdo demografica e socioeconomica fornecem
informacoes relevantes acerca do comportamento
espacial dessa enfermidade, especialmente em ambientes
urbanos diversos®®*. Estudo de revisdo realizado por
Flausino et al com propésito de avaliar o comportamento
da doenga identificou que, pelo fato de a dengue estar
relacionada as caracteristicas ecoldgicas do ambiente,
os estudos devem utilizar ndo somente a geotecnologia
(agregados de unidades espaciais), mas também
associar esse recurso as caracteristicas ambientais locais
e a indicadores sociodemograficos para ampliar o
entendimento da epidemia da dengue”. Nesse sentido, a
atuagdo de forma integrada entre os Agentes de Controle
de Vetores e os Agentes Comunitarios de Satde de um
mesmo municipio pode ser um fator que contribui para
o controle da doenga®.

Ha ainda estudo sobre o “Monitoramento
Inteligente da Dengue” (MI-Dengue), que associou a
utilizacdo de mapas georreferenciados em tempo real
que integram um sistema informatizado de coleta e
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de monitoramento de adultos de Aedes aegypti com o
objetivo de identificar dreas em situagdes “alerta”, “critica”
e “sem risco”, permitindo, assim, a¢des de controle. Os
resultados indicaram que realizar visitas em todas as
casas que estao localizadas em um raio de até 200 metros
de distancia da armadilha positiva pode contribuir para
a redugdo de casos de dengue'. Ainda em relagdo a
dengue, Santos*? também utilizou o geoprocessamento
para verificar a distribui¢do espacial de Aedes albopictus
e a ocorréncia de febre amarela e de dengue entre os anos
de 1997 e 2002 no Brasil.

Em relacdo a tuberculose, a incidéncia da doenca
e a coinfec¢do HIV/tuberculose mostraram-se mais altas
em areas de maior vulnerabilidade social, apontando
uma distribuicdo espacial ndo homogénea com a
identificagdo de areas de risco nos estudos que utilizaram
o0 geoprocessamento, sendo o uso dessa tecnologia eficaz
para o planejamento das agoes em satide pelos gestores
municipais**.

Em estudo epidemioldgico realizado na regidao
norte do pais identificou-se a distribui¢ao espago-
temporal, a estrutura do Programa de Controle da
Tuberculose e sua interacdo com a rede de Atencio
Basica de Saude. A maioria dos casos ocorreu em zona
urbana, com notificacio de a0 menos um caso em cada
bairro, porém a maior parte dos diagnésticos (75 %)
foi realizada pelos servigos especializados (hospitais
e servigos de referéncia), sendo que a rede de atengido
basica notificou apenas 25 % dos casos®.

Outrainvestigagdo detectou a distribuigdo espacial
e temporal das incidéncias brutas e ajustadas da TB,
identificando areas de maior risco para indigenas e nao-
indigenas no norte do Pais. As evidéncias apontaram que
o grupo de indigenas é mais vulneravel ao adoecimento,
mostrando, por meio de mapas tematicos, as dreas que
requerem maior atenc¢do para o controle da doenga*.

Técnicas de analise espacial mostraram dreas
de maior incidéncia da tuberculose na triplice fronteira
Brasil, Paraguai e Argentina. Com a utilizagdao de mapas,
a investigacao detectou cluster espacial de municipios
com incidéncia maior e acima da média estadual quando
comparado a regides que nao sao de fronteira, indicando
alto risco de transmissdao da tuberculose, possivelmente
devido a grande mobilidade populacional, o que aumenta
a vulnerabilidade®’.

Considerando que a maioria dos estudos e o
proprio Programa Nacional de Controle da Tuberculose
priorizam interven¢des para adultos, um estudo

desenvolvido em um estado brasileiro endémico
enfocou a distribuicdo da tuberculose infantil para
estimativa de risco e identificou areas de transmissdo
recente, que podem estar relacionadas com contatos
intradomiciliares*.

O uso do geoprocessamento estende-se, ainda,
a investigacdo da distribuicio dos casos ou de fatores
relacionados de outras doengas cronicas, como diabetes
e hipertensao arterial*’. Essa ferramenta pode colaborar
para o mapeamento digital das dreas de abrangéncia
das Unidades de Saude e da assisténcia realizada pelos
profissionais de saude.

Assim, diante da diversidade de estudos
mencionados ao longo deste trabalho, é possivel
considerar que, apesar de a preocupacao de estudar as
relagdes entre 0 meio e o ser humano nio ser recente,
as novas tecnologias incorporadas a esses estudos podem
facilitar a compreensdo da distribui¢ao das doengas em
uma determinada drea. Nesse sentido, a incorporagao de
um geoprocessamento permite a identificacdo de areas
heterogéneas e colabora com subsidios para a vigilancia
epidemioldgica, permitindo escolhas de estratégias e a
realizacdo de intervencoes especificas, de acordo com a
necessidade da populagao, bem como a priorizagio de
recursos para grupos mais vulneraveis®.

CONCLUSAO

O uso do geoprocessamento constitui uma
importante ferramenta para a identificagdo, a localizagdo
e o acompanhamento de populag¢des, principalmente nas
periferias dos grandes centros urbanos. Contribui, ainda,
para o estudo da transmissdo, disseminagdo e das agdes
de controle das doengas e dos agravos de saude de uma
determinada area de abrangéncia.
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RESUMO

Os teores de alfa-tocoferol foram determinados no colostro humano e nas férmulas infantis, para verificar
se estas amostras atendem ao requerimento nutricional do recém-nascido quanto a vitamina E. Foi
realizado estudo por corte transversal em amostras de 82 lactantes. O colostro foi coletado em jejum
imediatamente o pds-parto; e o alfa-tocoferol foi determinado pela cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). As férmulas infantis foram coletadas em supermercados, selecionando-se quatro marcas (F1, F2,
F3, F4) especificas para criangas de 0-6 meses, e as concentragdes de alfa-tocoferol indicadas no rotulo.
A concentragao média de alfa-tocoferol no colostro foi de 1479 + 807,7 ug/dL, que corresponde & oferta
de 7,3 mg por dia; e nas férmulas infantis foi de 810 + 182,4 pg/dL, equivalente a oferta de 4,1 mg/dia.
O leite de colostro forneceu 43 % de alfa-tocoferol a mais do que as féormulas, e superior em 82 % em
relagdo a recomendagdo para a faixa etdria. A fdrmula F3 forneceu apenas 68 % da recomendacgio didria
de alfa-tocoferol e valores acima de 4mg/dia nas demais férmulas. O colostro forneceu alfa-tocoferol em
quantidade superior as férmulas infantis, e nem todas as formulas dispéem alfa-tocoferol em quantidade
superior ao recomendado para suprir as necessidades e formar reservas para recém-nascido.
Palavras-chave. alfa-tocoferol, colostro, férmulas infantis, requerimento nutricional.

ABSTRACT

This study compared the alpha-tocopherol contents in human colostrum and infant formulas, and the
vitamin E requirements for newborns were assessed in the both samples. To perform this cross-sectional
study, the colostrums samples were collected from 82 lactating women, under fasting conditions, and
immediately after postpartum period. Alpha-tocopherol contents were determined by high performance
liquid chromatography (HPLC). Four brands of infant formula (F1, F2, 3, and F4), appropriate for children
aged 0-6 months, were obtained from a supermarket. The mean alpha-tocopherol concentration in the
colostrum was 1479 + 807.7 pg/dL, and in the formulas was 810 + 182.4 ug/dL, which corresponded to the
availability of 7.3 mg/day and 4.1 mg/day, respectively. The alpha-tocopherol concentration in colostrum
was 43 % higher than that in infant formulas, and 82 % higher than those the age-related recommended
contents. The F3 formula contained 68 % of the recommended daily dose of alpha-tocopherol only;
and the other formulas showed concentrations of >4 mg/day. Therefore, the colostrum provides alpha-
tocopherol in an amount higher than that found in infant formula, and not all of the formulas provided
alpha-tocopherol in quantities higher than those recommended to meet the needs and to form alpha-
tocopherol reserves for newborns.

Keywords. alpha-tocopherol, colostrum, infant formula, nutritional requirements.

192 Rev Inst Adolfo Lutz. 2013; 72(3):192-7



Melo LRM, Clemente HA, Dimenstein R. Concentragdo de alfa-tocoferol em colostro humano e em férmulas infantis e o atendimento ao re-
querimento nutricional do recém-nascido. Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2013; 72(3):192-7.

INTRODUCAO

O termo vitamina E se refere a um grupo de oito
compostos lipossoluveis (a-, B-, y- e 8-tocoferol e a-, B-,
y- e 8-tocotrienol), sendo que apenas o alfa-tocoferol
atende ao requerimento nutricional para humanos'.

Esta vitamina apresenta-se relevante por ser
capaz de exercer efeito protetor sobre o bindmio mae-
filho, evitando possiveis danos oxidativos®. Concomitante
a isso, a deficiéncia deste micronutriente no recém-
nascido tem sido associada a anemia hemolitica e
compromete o desenvolvimento do sistema nervoso
central, principalmente em pré-termos'”.

Em fungdo da transferéncia placentdria limitada
de vitaminas lipossoltveis, o recém-nascido apresenta
reservas corporeas reduzidas de alfa-tocoferol’. Sendo
assim, o leite materno, especialmente o colostro, devera
garantir o fornecimento desse micronutriente em
quantidades que sustentem a formacdo de reservas no
recém-nascido, garantam a prote¢do do organismo contra
a toxicidade do oxigénio e estimulem o desenvolvimento
do sistema imunoldgico®. Segundo a Dietary Reference
Intake (DRI), a quantidade capaz de assegurar o aporte
adequado de alfa-tocoferol, bem como a formacao de
reservas, ¢ de 4 mg/dia para criangas de 0 a 6 meses’.

O incentivo ao aleitamento materno apresenta-se
como uma medida de prioridade nacional no combate
a morbidade e mortalidade infantil por se tratar de
uma estratégia eficaz e de baixo custo®. A Organizagdo
Mundial de Satide (OMS, 2001) preconiza o fornecimento
exclusivo de leite materno até os seis primeiros meses de
vida da crianca’.

Apesar desta recomendagdo da OMS, no Brasil
hd a interrupg¢ao precoce desta pratica, sendo este um
dos mais importantes problemas de saude publica®.
Os resultados da II Pesquisa Nacional de Aleitamento
Materno® mostraram que apenas 41 % das criangas
menores de seis meses de idade sio amamentadas,
exclusivamente, corroborando com outros estudos
nacionais, que apontam frequéncia elevada de consumo
precoce de chas, dgua, suco, outros leites e formulas
complementares'®'?. No Nordeste, essa frequéncia
¢ ainda menor, evidenciando que apenas 37 % das
criancas sio amamentadas até os seis meses, revelando a
menor frequéncia de amamentagdo do pais’. Esse dado
¢ ainda mais preocupante, uma vez que esta é a regido
com as maiores taxas de mortalidade infantil no Brasil
e ha inumeros estudos que revelam associagdo entre

o uso precoce de outros leites e a morbimortalidade
infantil>'.

Qcorre, portanto, uma introdugio precoce de
alimentos ou férmulas que pode acarretar o aumento da
morbimortalidade infantil devido & menor ingestdo dos
fatores de protegdo existentes no leite materno, como as
imunoglobulinas e micronutrientes antioxidantes'.

A Resoluc¢io RDC n° 43, de 19 de setembro de
2011, da Anvisa, preconiza que essas formulas devem ser
capazes de satisfazer por si s6 as necessidades nutricionais
dos lactentes durante os seis primeiros meses de vida'®. No
entanto, esses produtos estao expostos a fatores como o
periodo e a temperatura de armazenamento, atividade de
agua, umidade e reconstituigdo adequada'’. Sendo assim,
é esperado que esses alimentos possuam conteudo de
alfa-tocoferol superior ao requerimento diario do recém-
nascido compativel com as possiveis perdas no intuito
de diminuir a probabilidade de comprometimento no
aporte de alfa-tocoferol.

Uma vez que a Sociedade Brasileira de Pediatria
recomenda o uso de féormulas infantis para neonatos que
nao podem ingerir leite materno’ e que o alfa-tocoferol
¢ um nutriente de extrema importancia, principalmente
nos primeiros dias de vida, é relevante verificar se os
valores da vitamina, fornecidos pelo colostro, bem como
pelas formulas infantis, atingem o valor de Ingestdo
Diaria Recomendada (% da DRI), atendendo, assim,
ao requerimento nutricional do recém-nascido para
Vitamina E.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi de carater transversal, realizado
entre janeiro e dezembro de 2012, no qual o processo
de definicdo da amostra foi baseado em demanda
espontanea, em que todas as puérperas que necessitaram
de interna¢do apds o parto, no periodo especificado,
foram submetidas aos critérios de triagem definidos para
este estudo.

Todos os procedimentos do estudo foram
conduzidos de acordo com os padroes exigidos pela
Declaragio de Helsink" e aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte, CAAE-0260.0.051.294-11.

O leite colostro foi coletado de 82 lactantes
adultas, entre 18-40 anos, sem patologias associadas
(diabetes, hipertensdo, neoplasias, doengas do trato
gastrintestinal e hepaticas, cardiopatias, infecciosas,
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sifilis, HIV positivo) que tiveram partos a termo,
ocorrido a mais de 12 horas do momento da coleta,
com concepto Unico, sem ma-formagdo e que nao
fizeram uso de suplementos vitaminicos durante a
gestacao.

A partir do primeiro dia pds-parto, durante dois
dias consecutivos, foram coletados 2 mL de colostro no
periodo da manha ap6s jejum noturno. O leite foi obtido
por expressao manual de uma inica mama, sempre no
final da mamada, para tentar evitar flutuagdes no teor de
gordura.

As amostras foram coletadas em tubos de
polipropileno protegidos da luz, transportadas sob
refrigeracdo até o Laboratério de Bioquimica dos
Alimentos e da Nutri¢ao no Departamento de Bioquimica
da Universidade Federal do Rio Grande do Norte.

Uma vez no laboratdrio, o leite foi colocado em
banho-maria a 37 °C, homogeneizado, retirada a aliquota
de 500 pL e, por fim, colocado em tubo de polipropileno
protegido da luz e armazenado a -18 °C até o momento
das andlises.

Para o leite, foi utilizada metodologia adaptada
de Romeu-Nadal et al®, em que, em 500 pL de colostro,
foram adicionados igual quantidade de etanol a 95 %
(Merck, Sdo Paulo, Brasil). O tubo, contendo a mistura,
foi agitado mecanicamente por 1 minuto. O processo
extrativo foi realizado em duas etapas com dois mililitros
de hexano cada (Merck, Sdo Paulo, Brasil), agitado
mecanicamente por mais 1 minuto e centrifugado (10
min, 1073G), resultando em uma extragédo total de 4 mL
da fase hexanica.

Metade do combinado organico obtido foi
evaporado, utilizando nitrogénio. O extrato seco foi
dissolvido em 500 pL de etanol absoluto, grau CLAE
(Merck, Sao Paulo, Brasil), para posterior analise em
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) de fase
reversa.

As concentracdes de a-TOH foram determinadas
por CLAE com cromatégrafo Shimadzu® LC-20AT,
equipado com loop injetor de 20 pL, comunicador CBM
20 A e acoplado a um Detector SPD-20A UV-VIS, com
deteccdo UV (A =292 nm). A separagdo cromatografica
foi realizada com coluna de fase reversa LC Shim-pack®
CLC-ODS (M) 4,6 mmx 25 cm. A eluicio foiisocrética, com
fase movel composta de metanol/agua ultrapura (Mili-Q)
em 97:3(v:v) com fluxo 1,0 mL/min. Os cromatogramas
foram integrados, utilizando o programa LC- solution”.

A identificagdo e quantifica¢ao do alfa-tocoferol
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nas amostras foram estabelecidas por comparagio da
area do pico obtido no cromatograma com a area do
respectivo padrao de alfa-tocoferol SIGMA®.

A concentragdo do padrio foi confirmada pelo
coeficiente de extingdo especifico’ em etanol absoluto
grau CLAE (Merck, Sao Paulo, Brasil), € 1 %, 1 cm = 75,8.

Para avaliar a oferta de alfa-tocoferol pelo leite
materno, foi adotada uma ingestdo diaria de 500 mL de
colostro e comparada com a Dietery Reference Intake (DRI)
para criangas de 0 a 6 meses, equivalente a 4 mg/dia*>*.

Para determinar a precisiao e exatiddo, foram
realizados os testes de recuperagido e repetitividade
expressa por desvio padrdo relativo (DPR), com trés
concentragdes (50 ng/mL, 100 ng/mL e 200 ng/mL),
contemplando a faixa de variagdo dentro da curva de
linearidade.

A taxa de recuperagiao média de alfa-tocoferol
no leite colostro foi de 98,8 %. As medi¢des foram
caracterizadas por repetibilidade satisfatéria, com DPR
de soro e leite 7,70 %.

Para determinacdo do Limite de Detec¢do
(LD) e Limite de Quantificacio (LQ), uma amostra de
leite colostro de concentracdes conhecidas foi diluida
em diversas concentragdes. Cada diluicdo da amostra
foi aplicada e o pico observado de forma que o LD foi
determinado quando nao houve mais distingdo entre ruido
e o sinal analitico, sendo atingido na concentracao de 0,48
pg/mL e o LQ foi determinado quando o sinal analitico foi
detectado na menor diluigdo equivalente a 0,97 pg/mL?*.

A curva de calibragdo para o-TOH foi linear
dentro de 1,2- 41,3 pg/mL (r*= 0,9998) e realizada com
seis solucdes de concentracdes diferentes, obtidas a
partir de uma solu¢ao-mae de padrio de alfa-tocoferol
(Sigma®).

Para a comparagio do conteudo de alfa-
tocoferol das férmulas infantis, foram escolhidas, no
supermercado, quatro marcas especificas para criangas
de 0 a 6 meses, que apresentavam a concentragao de alfa-
tocoferol no rétulo. As marcas foram denominadas como
F1,F2, F3 e F4.

No célculo da concentragido de alfa-tocoferol,
foram observadas as instrugdes fornecidas pelo rétulo
para a reconstitui¢ao. As orientagdes de reconstituicdo
das marcas F1, F2, F3 e F4 foram de 13,7 g, 13,3 g, 12,9
g e 13,1 g de pd para 90 mL de dgua, respectivamente.
Baseando-se na concentragdo desse micronutriente em
100 mL, foi feita a relacao direta para 500 mL, mesmo
volume utilizado para o calculo no colostro.
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RESULTADOS

A concentracio média dealfa-tocoferolencontrada
no colostro foi de 1479 + 808 ug/dL, revelando uma oferta
de 7,3 mg por dia, enquanto que a concentragdo média
informada no rétulo das formulas foi de 810 + 182 pg/dL,
evidenciando a oferta de 4,1 mg/dia. Estas concentragdes
das férmulas encontram-se elencadas na Tabela 1. Os
valores de alfa-tocoferol fornecidos por dia pelo colostro
e pelas formulas foram calculados a partir do volume de
ingestdo didria do recém-nascido de 500 mL*.

Ao analisar individualmente as férmulas, foi
evidenciado que a concentragio de alfa-tocoferol
da marca F3 oferta apenas 68 % da recomenda¢ao
preconizada para a faixa etdria. As demais férmulas
apresentaram, em seu rotulo, valores de alfa-tocoferol
acima de 4 mg/dia.

Ao comparar o colostro com as féormulas infantis,
o primeiro fornece concentra¢gio média superior em
3,2 mg/dia de alfa-tocoferol (Figura 1) e, a0 compararmos
com a Al o colostro prové 82 % mais que o recomendado
pelo Institute of Medicine - IOM?®.

Tabela 1. Concentragdes de alfa-tocoferol obtidas a partir do rétulo
de quatro marcas de férmulas infantis recomendadas para criancas de
0 a 6 meses em comparagdo com o colostro

Concentragoes
Amostras F1 F2 F3 F4 Colostro
100 gdep6d 6,5mg* 7,0mg* 42mg* 6,5mg* -

500mL  4,5mg™ 4,7mg*™* 2,7mg"* 43mg"™ 7,6 mg**

* Valores obtidos no rétulo das respectivas formulas infantis; ** Valores
obtidos a partir da informagdo nutricional de alfa-tocoferol em 100 mL
de férmula infantil reconstituida, fazendo a correspondéncia direta para
500 mL; *** Concentragdes obtidas pela determinagao de alfa-tocoferol
nas amostras de colostro utilizadas no presente estudo.
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Figura 1. Comparativo entre o conteudo de alfa-tocoferol ofertado
pelo colostro e formulas infantis com a Ingestdo Adequada (AI)

DISCUSSAO

A concentra¢ido média de alfa-tocoferol no leite
colostro foi de 1479 + 808 ug/dL. Tal concentragdo foi
semelhante a estudos realizados na Turquia (1327 + 69
ng/dL)* e nos Estados Unidos (1335 £198 pg/dL)>.

Quanto as formulas infantis, foi encontrada uma
concentragdo média de 810 + 182 ug/dL. O leite colostro
demonstra fornecer, em média, uma quantidade superior
de alfa-tocoferol que as férmulas infantis.

Sziklai-Laszlo et al* realizaram comparagoes
entre o conteudo de alfa-tocoferol, em formulas infantis,
com o contetido desta vitamina no leite de transi¢do e
maduro. Foi verificado que a dilui¢ao recomendada
no rétulo destas féormulas diminuia de 6 a 8 vezes o
conteudo de tocoferol presente no pé nao-diluido e que
o conteudo desta vitamina fornecido pelas formulas foi
significativamente menor do que o ofertado pelo leite
materno em ambas as fases de lactacio.

Ao comparar a provavel ingestao de leite didria
com a recomendagdo de vitamina E para menores de 6
meses, pode-se observar que a quantidade consumida
pelo recém-nascido atinge as 4 mg/dia de alfa-tocoferol
recomendadas, tanto para o leite colostro, quanto para as
formulas infantis (Figura 1).

Entretanto, ao analisar individualmente os
rétulos das formulas, foi evidenciado que a concentragdo
de alfa-tocoferol da marca F3 oferta apenas 68 %
da recomendagdo preconizada. As demais férmulas
apresentaram seus valores de alfa-tocoferol acima de
4 mg/dia, todavia, estas apresentam concentragoes
inferiores quando comparadas ao leite colostro, que
fornece 82 % a mais que a Al

Nao se sabe, ao certo, se 4 mg/dia de alfa-tocoferol
seriam suficientes nesta fase de lactagdo, uma vez que para
a determinac¢do da DRI de alfa-tocoferol para lactentes de
0 a 6 meses foi analisada apenas a média de ingestao deste
nutriente a partir dos dois meses de lactagao’. Portanto,
ndo leva em consideragdo o primeiro més de vida, fase
em que o recém-nascido tem um desequilibrio do sistema
antioxidante”, devido a transi¢do para o ambiente extra-
uterino, significativamente mais rico em oxigénio®%.

Segundo Sziklai-Laszlo et al*, a fase de lactagao é
um fator determinante para o contetudo de alfa-tocoferol
no leite. Porém, independente da fase de lactagdo, autores
afirmam que o alfa-tocoferol presente no leite materno
¢ mais biodisponivel que a ofertada nas férmulas
infantis®.
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Além disso, as férmulas infantis apresentam alto
poder de oxi-redugdo e estao expostas a fatores como
luminosidade, pH e temperaturas adversas, fatores
que podem facilitar a isomerizagdo do alfa-tocoferol,
conduzindo assim a perda total ou parcial do valor
nutricional®, ou seja, sua utilizagdo nos poe em duvida
se o aporte de alfa-tocoferol seria fornecido de forma
adequada nos primeiros dias de vida.

Sendo assim, o leite colostro é capaz de fornecer
uma quantidade superior de alfa-tocoferol quando
comparado as férmulas infantis. Este maior fornecimento
pode garantir o suporte nutricional adequado e promover
a formacgdo de reservas da vitamina, além de fortalecer as
defesas do recém-nascido®.

O leite humano ¢ indiscutivelmente o alimento
que retne as caracteristicas nutricionais ideais, tais como:
composi¢do nutricional balanceada, biodisponibilidade
de nutrientes, presenca de fatores de crescimento,
enzimas e hormonios, além de desenvolver intimeras
vantagens imunologicas e psicoldgicas, importantes na
diminuicido da morbidade e mortalidade infantil, sendo
importante para a mae, familia e sociedade em geral*.

CONCLUSAO

Ao comparar o colostro com as féormulas infantis,
fica evidenciado que, apesar de a maioria das férmulas
conter em seus rotulos informagdes que sugerem atingir
o requerimento nutricional durante a primeira semana
de vida do recém-nascido, o conteido de alfa-tocoferol
ofertado é menor quando comparado ao do leite colostro.
Além disso, nem todas as férmulas infantis forneceram
alfa-tocoferol em quantidade superior ao recomendado
para suprir as necessidades e formar reservas de alfa-
tocoferol para recém-nascido.
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RESUMO

Foi investigada a veiculagio de inibidores de proteases, concomitante ao consumo de “faseolamina’, cuja
ingestdo diaria e de maneira prolongada poderia estar associada ao risco no desenvolvimento de alteragdes
morfoldgicas e metabdlicas de pancreas. Dez amostras foram obtidas em farmdcias de manipulagio no
municipio de Uberaba - MG, as quais sdo comercializadas na forma de capsulas como “faseolamina”
e uma como “farinha de feijdo branco’, além de amostra de farinha preparada a partir da trituragao de
feijoes brancos (Phaseolus vulgaris) obtidos comercialmente, sem qualquer processamento. Estas amostras
foram analisadas efetuando-se a determina¢io de atividade de inibidores de tripsina, a determinagédo
de proteinas totais e de atividade de inibi¢ao de amilase. Todas as amostras estudadas apresentaram
atividades de inibi¢ao de tripsina, porém com baixa ou mesmo inexistente inibicdo de amilase; e em
algumas amostras foi detectada concentragio de proteinas muito inferior ao esperado. Uma vez observada
a presenca de atividade de inibicdo de tripsina em todas as amostras estudadas, e pela inexisténcia de
niveis seguros de consumo estabelecidos para o ser humano, e ainda baseando-se nos trabalhos sobre
associagdo de ingestdo prolongada destes inibidores com alteragoes de atividade pancredtica, o consumo
destes “bloqueadores de carboidratos” deveria ser melhor controlado.

Palavras-chave. faseolamina, inibidores de proteases, inibidores de tripsina, bloqueadores de carboidratos,
inibidores de amilase, pancreas.

ABSTRACT

This study aimed at verifying the risk in developing the metabolic and morphological changes in
pancreas, owing to the use of daily and prolonged consumption of protease inhibitors in conjunction
with “phaseolamine”. Ten samples were obtained from drugstores in the city of Uberaba - MG, sold
as “phaseolamine” and one known as “white bean flour”, and also one flour sample produced from
commercial white beans (Phaseolus vulgaris) without any processing. These samples were analyzed
by determining the activity of trypsin inhibitors, the total protein and the amylase inhibition activity.
Trypsin inhibition activity was found in all of analyzed samples; however, the amylase inhibition activity
was low, and in some samples the protein concentration was much lower than expected. Seeing that the
trypsin inhibitory activity was detected in all of analyzed samples, and considering that the prolonged
ingestion of these inhibitors might cause activity changes in pancreas, the consumption of these types of
“carbohydrate blockers” should be deeply discussed, since the safe amounts of these compounds have not
been established for humans consumption yet.

Keywords. phaseolamine, protease inhibitors, trypsin inhibitors, starch blockers, amylase inhibitors,
pancreas.
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INTRODUCAO

A obesidade, considerada uma doenca cronica
em que ha acimulo excessivo de tecido adiposo a ponto
de comprometer a saude do individuo, vem alcangando
niveis alarmantes nas ultimas décadas em muitos paises'?.
Considerando-se a maior causa do ganho de peso como
um “desbalanco” entre a ingestao e o gasto de energia, e que
carboidratos sao as maiores fontes de calorias nas dietas,
algumas agdes a respeito poderiam ser consideradas,
como a recomendacido de consumo de alimentos com
baixo indice glicémico ou da ingestdo de componentes
que possam reduzir a digestdo e consequente absor¢do
dos carboidratos’. Entre a mistura de carboidratos
normalmente presentes nas dietas, o amido costuma ser
de grande representatividade, e o primeiro passo para
liberagdo de glicose advinda desta molécula é a agdo da alfa-
amilase, em especial a pancredtica liberada no intestino.
Desta forma, a inibicdo da alfa-amilase reduz a assimila¢ao
de carboidratos, com especial redugdo de picos de glicose
pos-prandial, o que é particularmente importante no caso
de pacientes diabéticos'* Diferentes inibidores de amilases
estdo disponiveis, seja na forma de medicamentos, como
a Acarbose, ou seja, na forma de outros suplementos,
como extratos vegetais, sendo que dentre eles estiao os
derivados de farinhas de feijao branco, que trariam em sua
composicdo inibidores de alfa-amilase**.

Estes chamados “bloqueadores de carboidratos”
(“carbohidrates blockers” ou “starch blockers”), embora se
proponham a uma agao de grande importancia e especial
interesse a pacientes diabéticos, ainda geram muitas
controvérsias, em especial no que se refere ao uso dos
derivados de feijao branco. A faseolamina, uma proteina
dos grios, é a responsavel por este efeito de inativagdo
da a-amilase, sendo possivel sua obten¢do comercial
por meio de produtos diretamente identificados como
“faseolamina” ou mesmo “farinha de feijao branco™*.

A utilizagdo de faseolamina como auxiliar
na inibicdo da absor¢ido de carboidratos ndo é uma
ideia recente. Na década 1980 houve grande consumo
desses produtos comercializados como bloqueadores
de carboidratos nos EUA, sendo que em julho de 1982
a FDA (Food and Drug Administration) interrompeu
a distribuicao de todos os inibidores de amilase até que
se pudesse ter seguranca sobre seus riscos e beneficios,
quando estimava-se que em junho desse mesmo ano
foram consumidas cerca de 10 milhdes de capsulas
por semana neste pais’. Desde entdo, a discussdo sobre

o uso de tais compostos gera controvérsias. Autores
alertam para a possivel ineficiéncia destes inibidores em
relacao a digestdo de carboidratos em seres humanos,
e mesmo para os riscos embutidos em seu consumo.
Carlson et al” estudando a acdo de inibidores de amilase
comercializados, sobre voluntirios com idade entre 23
e 32 anos, ndo verificaram quaisquer alteragdes sobre
parametros como glicose sanguinea ou insulina. Embora
diversos estudos demonstrem a presenca e atividade de
proteinas com potencial para inibicdo de amilase, estes
estudos encontraram emseus protocolos in vitro condigdes
favoraveis para esta inibi¢do, o que in vivo ndo seria
facilmente reproduzido, ja que estes compostos sofreriam
acdo do suco gastrico em sua passagem pelo estdomago
e a agdo de proteases digestivas rapidamente reduziria
seu potencial de agdo sobre as amilases pancreaticas, e,
por outro lado, feijoes apresentam outros componentes
antinutricionais e téxicos que poderiam ser veiculados
conjuntamente, como lectinas e inibidores de proteases®.
Liener et al’, ainda na década 1980, demonstraram a
presenca destes outros compostos em “bloqueadores de
carboidratos” a base de farinha de feijao, comercializados
nos Estados Unidos, alertando para os riscos da ingestao
destes outros componentes, em especial os inibidores de
proteases e, sobretudo, de maneira cronica.

Embora ja se saiba que esta inibigdo ocorre
com intensidades distintas entre tripsinas de espécies
diferentes, como ratos, porcos, camundongos e seres
humanos, alguns trabalhos demonstraram que a
tripsina humana é também sensivel a agdo destes
inibidores''?, 0 que poderia desencadear um mecanismo
de hiperestimulacio da secrecdo pancredtica com
consequente surgimento de hipertrofia e/ou hiperplasia
das células acinares do pancreas”’®. Ainda que em
animais este fendémeno ja tenha sido demonstrado,
poucos estudos tém sido diretamente realizados com
humanos, mas alguns trabalhos ja indicam que esta
rela¢ao poderia ocorrer. Holm et al'! utilizando infusdo de
extrato de graos crus de soja em 11 voluntarios, por meio
de sonda, verificaram uma inibi¢do de 55 % de atividade
de tripsina durante a infusdo. Friess et al' realizaram
um estudo com 20 voluntérios, com idades entre 24 e 28
anos, que receberam uma espécie de inibidor de tripsina,
o “Camostato’, durante as refei¢des, e apos duas semanas
foi possivel observar um aumento no tamanho das células
acinares por exames de ultrassom.

Ja no inicio do século XX, Osborne e Mendel
observaram que era necessario submeter a soja a
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tratamento térmico para que esta pudesse ser utilizada
como alimento sem causar prejuizos no desenvolvimento
daquele organismo que a consumia, fato inicialmente
observado em animais, e logo se demonstrou que a
presenca de certos componentes na soja interferia na
absor¢do de suas proteinas, estabelecendo claramente uma
relagdo inversa entre o conteudo de inibidores de proteases
presentes na soja e a digestibilidade de suas proteinas®'®'°.

A eficiente inativacdo térmica destes inibidores
ja foi demonstrada por inumeros trabalhos***. Mas,
infelizmente, embora o consumo habitual destes graos
seja predominantemente na forma cozida, ha alguns
fatos preocupantes, como a crescente inclusdo destes
“reguladores” de absor¢ao de carboidratos, preparados
com farinhas de feijoes cujo processamento térmico
nao poderia ser intenso, de maneira a preservar a
atividade de inibidores de amilase. Chokshi® afirma
que os produtos comercializados sob denominagdo de
“faseolamina” isolada seriam farinhas de feijao branco
que sofreram tratamento térmico controlado, ou seja,
brando, o que permitiria que apenas a faseolamina,
proteina inibidora de amilase, estivesse ativa,
inativando-se os demais agentes toxicos. Esta seria uma
forma segura e desejavel de consumo de inibidores de
absor¢do de carboidratos.

Desta forma, este trabalho se propde a analisar
a presenca de inibidores de proteases em amostras
comerciais de “faseolamina” e “farinha de feijao branco’,
destinados a reducdo da absor¢do de carboidratos, e
discutir os riscos de sua ingestdo para o ser humano.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Apds consulta a farmacias de manipulagdo elocais
de comercializagao de “produtos naturais” encontrados no
municipio de Uberaba - MG, foram obtidas 10 diferentes
amostras, de distintos fornecedores, comercializadas
sob a denominag¢do de “faseolamina” e uma amostra
comercializada como “farinha de feijao branco’, todas
disponiveis em frascos contendo entre 30 e 60 capsulas de
500 mg cada. Para todas as amostras, as capsulas foram
abertas, pesadas e seus conteudos homogeneizados para
utilizacdo nos ensaios. Também se utilizou amostra
de farinha preparada a partir da trituracao de graos in
natura de feijoes brancos (Phaseolus vulgaris) obtidos
comercialmente, sem qualquer processamento.
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Determinagao da atividade de inibic¢do de tripsina

A determinacio da atividade de inibicdo de
tripsina das amostras foi realizada como descrito por
Kakade et al¥”, utilizando-se BAPNA (Benzoil-DL-
arginina-p-nitroanilida) como substrato e tripsina
de péancreas bovino (Type I, 10.000 BAEE unidades/
mg proteina, Sigma). Convencionou-se que 1 (uma)
unidade de tripsina (UT) seria equivalente ao aumento
de cada 0,01 de absorvancia para as leituras das amostras.
As atividades de inibicdo das amostras foram expressas
considerando-se ensaio sem inibicdo (auséncia de
extrato) como 100 % de atividade, e a diferenca entre as
unidades de atividade determinadas para as amostras e
aquela da enzima livre, como UIT (Unidades de Inibigdo
de Tripsina), expressas por grama de amostra.

Determinagao da atividade de inibi¢do da amilase

Para determinacdo da atividade de inibicdo de
amilase das amostras foi utilizada amilase pancredtica
suina (a-amilase Type VI, Sigma A 3176). As amostras
passaram por processo de extragio (1:20 m/v)
utilizando-se tampao fosfato, 10 mM, pH 7,2, contendo
150 mM de NaCl, como descrito por Mosca et al*® A
determinag¢do da atividade foi realizada utilizando-se
solugdo de amido 1 % em tampao fosfato de sédio pH
6,9, 20 mM, contendo 6,7 mM de NaCl. Para a reacio
80 pL de solugdo de enzima foram incubados com 45 pL
de extrato. Ap6s 10 minutos a 37 °C foram acrescentados
125 uL de solugdo de substrato e novamente mantidos a
37 °C, por 20 min. A reagao foi interrompida pela adi¢ao
de reagente contendo DNS (acido dinitrosalicilico) e
os tubos foram mantidos sob fervura por 5 minutos.
Apds adicao de 4,5 mL de agua destilada, as leituras
foram realizadas a 540 nm. Uma curva de referéncia de
maltose foi utilizada para os célculos. Foi definida 1 UA
(Unidade de Atividade) como a quantidade de enzima
capaz de liberar 1 pMol de maltose. As atividades de
inibicao das amostras foram expressas considerando-se
ensaio sem inibicdo (auséncia de extrato) como 100 %
de atividade, e a diferenca entre as unidades de atividade
determinadas para as amostras e aquela da enzima livre,
como UIA (Unidades de Inibigdo de Amilase), expressas
por grama de amostra.

Determinagao de proteinas nas amostras

A determinagdo de proteinas nas amostras foi
realizada pelo método de Kjeldahl®, utilizando-se o fator
6,25 para conversao do teor de nitrogénio em proteinas.
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RESULTADOS

Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados para
inibicdes das enzimas digestivas encontrados para as
11 diferentes amostras dos produtos comercializados
como “bloqueadores de carboidratos’, juntamente com
o resultado encontrado para a amostra preparada de
farinha de feijao branco nao processado. Na Tabela 2
estdo os resultados para concentragao de proteinas nestas
mesmas amostras.

Tabela 1. Atividades de inibigdo de enzimas digestivas em amostras
de “faseolamina” e farinha de feijao branco

Amostra* Unidades de Inibi¢ao**
UIT/g UIA/g
1 9.250,00 + 1,02 31,81 £ 0,29
2 1.840,00 £ 5,11 31,57 £ 0,10
3 2.055,50 + 8,36 5,58 £ 0,29
4 1.707,90 + 11,20 6,16 £ 0,16
5 1.623,76 £ 0,50 5,38 £ 0,44
6 1.331,73 £ 6,57 6,42 = 0,51
7 1.257,43 £ 14,40 32,58 £0,22
8 2.487,62 £ 6,01 4,98 + 0,62
9 600,00 + 8,83 ND***
10 1.444,40 + 4,57 6,12 £0,89
11 10.062,50 + 3,78 32,49 £0,07
12 9.060,00 + 8,84 32,94 £ 0,18

* Amostras 1 a 10 comercializadas como “faseolamina”; amostra 11
comercializada como farinha de feijao branco; amostra 12 farinha produzida a

partir de feijoes brancos triturados, sem qualquer tratamento térmico. ** UIT
= Unidades de Inibi¢do de Tripsina; UIA = Unidades de Inibi¢do de amilase;
*** ND= nao detectada

Tabela 2. Concentragdo de proteinas de amostras de “faseolamina” e
farinha de feijao branco

Proteinas Totais

Amostra® (g/ 100 g de amostra)
1 19,59
2 18,72
3 6,24
4 2,59
5 3,23
6 3,66
7 13,78
8 4,73
9 3,23
10 4,52
11 21,48
12 22,34

* Amostras 1 a 10 comercializadas como “faseolamina’; amostra 11
comercializada como farinha de feijao branco; amostra 12 farinha produzida a
partir de feijoes brancos triturados, sem qualquer tratamento térmico

De acordo com os dados apresentados na Tabela
1 é possivel verificar que todas as amostras estudadas
apresentavam atividades de inibi¢do de tripsina.

A amostra 1, ainda que comercializada sob a
denominagdo de “faseolamina’, apresentou perfil muito
semelhante ao encontrado para as amostras 11 e 12,
representando amostras de farinhas de feijao branco,
comercial e preparada, respectivamente, tanto no que
se refere a atividade de inibi¢do de tripsina detectada,
como a atividade de inibi¢cdo de amilase e percentual de
proteinas (Tabelas 1 e 2).

Asamostras 3 a 6 e 8 a 10 apresentaram atividades
de inibicdo de amilase inferiores aquelas apresentadas
pelas farinhas de feijao branco (amostras 11 e 12), sendo
que a 9 ndo apresentou atividade detectavel. Também
estas mesmas amostras apresentaram percentuais de
proteinas abaixo dos encontrados para as amostras de
farinha.

Nenhuma das amostras comercializadas como
faseolamina apresentou percentuais de proteinas ou
atividade de inibigdo de amilase em valores superiores
aos apresentados pelas farinhas, como se esperava.
Como anteriormente descrito, “faseolamina” seria a
denominagio para a fra¢ao protéica dos graos de feijao
branco responsavel pela inibicdo da a-amilase digestiva.
A comercializagdo de um produto sob tal denominagéo
poderia induzir a ideia da obten¢do de um produto
composto por isolado protéico, e, portanto, de alta
concentragdo de proteinas, o que ndo foi observado
para nenhuma das amostras aqui estudadas (Tabela
2). Ainda poderia-se esperar que, de acordo com o
originalmente proposto e discutido por Chokshi’,
os produtos comercializados como “faseolamina”
fossem entdo sindnimo de farinhas de feijao branco
que sofreram tratamento térmico controlado, ou seja,
produtos com alta atividade de inibicdo de amilase,
comparavel as farinhas originarias do produto, mas com
ausente atividade de outros compostos téxicos, como os
inibidores de proteases, o que tampouco foi verdadeiro
para as amostras comerciais de “faseolamina” analisadas.
Apenas as amostras 2 e 7 poderiam estar mais proximas
a este conceito, uma vez que manteve atividade de
inibi¢ao de a-amilase proxima aquela da farinha de feijao
branco preparada, mas, ainda que com a redugdo da
atividade de inibi¢ao da tripsina, esta também continuou
presente nesta amostra (Tabela 1). Porém na amostra 7,
ao observarmos sua diluida concentra¢ao de proteinas
(Tabela 2) em comparagao a amostra 12, ndo parece ser
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composta de material advindo somente de farinha de
feijao branco. Vale lembrar, que ainda que a amostra seja
comercializada como “farinha de feijao branco”, como a
11, esta deveria garantir a inativacao dos inibidores de
proteases, o que nao se verifica pelos dados da Tabela 1.
A amostra 9, particularmente, além de
comercializada como “faseolamina” e, de acordo com
informagdes do fabricante, ser um “extrato isolado
de feijao branco’, o que sugere claramente uma forma
isolada e que deveria, portanto, apresentar alta atividade
de inibi¢do de amilase, ao contrario do esperado, ndo
foi encontrada nenhuma atividade inibitéria detectavel
(Tabela 1). A amostra 1, embora se apresentou sob a
denominacdo de “faseolamina’, tinha concentracio de
proteinas e atividades de inibidores que se assemelhavam
a amostra 12, sugerindo que poderiam ser diretamente
uma amostra de farinha de feijio branco sendo
comercializada. Pires et al*’, ao estudarem a composic¢do
dos diferentes tipos de feijao, observaram valores
proximos aos encontrados neste trabalho, apresentando
dados que variaram entre 21,97 e 25,93 % de proteina.
Embora a amostra 2 tenha apresentado valores menores
de UIT, seus demais resultados também sugerem que seja
farinha de feijao branco. Os baixos teores de proteinas
das amostras, em especial das amostras 4 a 6 e 8 a 10
(Tabela 1), levantam duvidas sobre a qualidade destes
produtos comercializados. Estas amostras apresentaram
resultados que sugerem baixa eficiéncia para sua proposta
de inibicdo de absor¢do de carboidratos, de acordo com
suas baixas atividades de inibicdo de a-amilase, mas
apresentam atividade de inibidores de tripsina, sugerindo
concomitantemente risco associado a seu consumo em
func¢ao desta exposicgdo didria a inibidores de proteases.

DISCUSSAO

Embora os resultados de inibi¢do de tripsina aqui
encontrados ndo sejam tao altos quanto os observados
para leguminosas como a soja, estes resultados se
aproximam dos encontrados em outros trabalhos e que
apontam para a correlacdo positiva entre a atividade de
inibi¢ao tripsina (UIT) nas dietas e desenvolvimento de
patologiasem animais. Em um estudo comratos que foram
alimentados por 14 dias com dieta a base de grao de bico
ndo tratado termicamente, leguminosa esta também com
baixo nivel de UIT, observou-se o desenvolvimento de
aumento do peso dos pancreas (cerca de 47 % de aumento,
em relagdo aos animais alimentados com dieta a base da
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mesma farinha tratada termicamente) o que indicava o
surgimento de hiperplasia e/ou hipertrofia dos 6rgaos®.
Deacordo com o observado no citado trabalho, os animais
haviam consumido dieta com cerca de 3.000 UIT/g, ou
seja, supoOe-se que as amostras da farinha de feijao branco
cru, por apresentarem quantidades superiores de UIT/g
amostra (Tabela 1), também poderiam elevar o risco de
aumento na produgido da tripsina e, consequentemente,
alteragao do 6rgiao como o observado para os animais, e
mesmo as amostras de “faseolamina” aqui estudadas, que
apresentaram em média 50 % desta atividade de inibi¢ao
de tripsina, devem ser consideradas com grande atengao.

Como anteriormente ja citado, a ingestdo, em
especial de maneira prolongada®, deste tipo de composto,
poderia alimentar o sistema de feedback referente a agao da
colecistoquinina, desencadeando uma hiperestimulagdo
da atividade pancredtica, associada ao desenvolvimento de
hiperplasia e hipertrofia das células do pancreas. Estudos
apontam que este tipo de fendmeno, quando ocorrido
em pessoas com alteragdes iniciais das células acinares,
poderia contribuir para a aceleragio de processos de
desenvolvimento de cancer pancreatico'>***.

Os mecanismos de indugdo da hiperplasia e
hipertrofia pancredtica comegaram a ser esclarecidos a
partir de 1972, quando Green e Lyman® demonstraram
que a remocdo do suco pancreatico e bile do intestino
causava aumento na secre¢do de enzimas digestivas,
o que era revertido quando tripsina e quimotripsina
eram injetadas por canulagdo diretamente no duodeno.
Desde entao diferentes hipoteses foram levantadas para
a explicagdo do mecanismo de resposta e regulagdo
da secre¢do pancreatica. Um dos mecanismos mais
discutidos é aquele que envolve a regulacao do feedback
da secrecdo pancreatica das enzimas digestivas pela
acdo da colecistoquinina (CKK), um hormoénio ao
qual se atribui a mediagdo desta secrecdo pancredtica,
além de apresentar envolvimento em outras fungdes,
como a motilidade gastrica e produgdo da sensagdo de
saciedade, embora muitas duvidas ainda pairem sobre
como exatamente esta regulagdo ocorre e quais os fatores
que a influenciam®. Diversos estudos convergem em
demonstrar alguns pontos destas vias, cujo esquema
geral foi representado na Figura 1.

A colecistoquinina, presente nas células
enddcrinas proximais do intestino delgado, ¢ liberada
no sangue assim que ha estimulo pela chegada de
componentes da dieta ou quando recebem um sinal de
que a atividade de tripsina e/ou quimotripsina estao
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Figura 1. Esquema de produgao de hiperestimulo pancreatico através da presenca de inibidores de tripsina na dieta. A) Mecanismo fisiolégico
normal de estimulo pancreatico (1-Sinal de produgédo de colecistoquinina (CKK) pela proteina da dieta, 2- Liberagdo de CKK, 3- Liberagao
de tripsina, 4- Alta concentrag¢do de tripsina na luz intestinal liberando peptideos bloqueadores, 5- Peptideos inibindo o sinal de produgédo de
CKK e 6- bloqueio da liberagao de CKK e do estimulo de produgdo pancredtica de tripsina); B) Mecanismo fisioldgico alterado pela ingestao
de inibidores de tripsina, onde as etapas 4, 5 e 6 ficam anuladas, e o bloqueio do estimulo de produgdo enzimatica ndo ocorre, provocando

estimulagdo constante e hiperprodugao pancreatica

diminuindo no ldmen intestinal e ainda hd proteinas
da dieta a serem digeridas*”*. Embora ainda carente de
alguns esclarecimentos, esta sinalizagdo acredita-se ser
realizada por um peptideo sensivel a tripsina, que seria o
responsavel por transformar esta queda na concentragao
de tripsina e quimotripsina em um sinal que regulasse a
liberagdo de CKK. Uma vez que haja liberagdo de CKK
no sangue, e por haverem receptores de membrana
para CKK nas células acinares do pancreas, este entdo ¢
estimulado a produzir e secretar mais suco pancreatico,
contendo entdo a tripsina entre seus componentes
enzimaticos. O novo aumento da atividade de tripsina
no limen intestinal acaba entao por exercer um feedback
negativo na libera¢do de CKK, que diminui, até que
nova reducdo na concentragido de tripsina volte a lhe
estimular® .

A partir da compreensdo deste mecanismo
pode-se entdo supor que todo fendmeno que cause a
reducdo da atividade de tripsina no lumen intestinal
durante processos de digestao pode levar a uma super
estimulagdo da producao de CKK e, consequentemente,
uma super estimula¢do pancreatica, que seria responsavel

pelo surgimento de hiperplasia/hipertrofia pancreatica
na ocasiao da ingestdo continuada de dietas contendo
inibidores de tripsina em sua composi¢dao'®*.

A carcinogenese pancredtica se inicia com
o surgimento de células acinares atipicas*. Estudos
realizados com modelos animais, em que ratos tiveram a
indugao inicial de cancer quimicamente com azazerina,
demonstram que aqueles animais que recebiam dietas
a base de soja crua apresentavam aumento de tamanho
e nimero destas células muito mais acelerado do que
aqueles que nao recebiam a dieta'®. Desta forma, sugere-
se uma associagdo entre o desenvolvimento de hiperplasia
e/ou hipertrofia pancredtica e aumento de risco de cincer
de pancreas.

Alguns autores chamam a aten¢ao ao relatarem
que em ensaios realizados com a tripsina humana foi
encontrada uma menor atividade de inibicao do que
aquelas observadas para tripsinas de outras espécies'®*~.
Em ensaio realizado por Nit e Plahar®, por exemplo, com
feijao do tipo Caupi, observou-se que o extrato bruto da
amostra inibiu significantemente mais a tripsina bovina,
quando comparada sua atividade com a tripsina humana,
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mas, houve inibi¢ao de cerca de 45 %, o que indica riscos
do consumo por parte de seres humanos destes produtos
ndo processados termicamente.

Quantidades de inibidores de proteases seguras
para o consumo humano ainda nao foram estabelecidas.
Neste trabalho, cada capsula comercializada continha em
média 500 mg de produto, e a recomendagdo de consumo
era equivalente a 1 capsula por grande refei¢cdo (almogo
e jantar), ou seja, em média 2 capsulas por dia (cerca de
1 grama de produto, segundo as informacdes de rétulos),
0 que acaba por expor o individuo a quantidades néo
controladas e que poderiam significar risco a saude. Estes
dados sugerem uma necessidade urgente de discussdo
sobre o consumo nao controlado de tais produtos e que
se estabelecam niveis seguros para o consumo.

CONCLUSAO

Foi possivel observar neste estudo, a presenca de
atividade de inibi¢ao de tripsina em todas as amostras
comercializadas como "faseolamina” e "farinha de feijao
branco". Os baixos resultados de atividade de inibicao
de amilase e teores de proteinas nas amostras estudadas
colocam em duvida a qualidade e a eficiéncia destes
produtos. Considerando que até o momento nao existem
trabalhos que estabelecam niveis seguros de consumo
destes compostos para o ser humano, e, diante dos citados
relatos na literatura que associam a ingestdo prolongada
destes inibidores com altera¢des da atividade pancreatica,
levando assim ao aumento do risco de desenvolvimento
do cancer pancredtico, concluimos que o consumo
destes tipos de "bloqueadores de carboidratos” deveriam
ser bem mais ponderados e fiscalizados pelos orgaos
competentes.
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RESUMO

Este trabalho efetuou a identifica¢do das espécies fungicas presentes na granola e analisou a capacidade
das cepas produzirem ocratoxina A. As amostras foram adquiridas no comércio do municipio de
Teresina-Piaui, no total de 60 amostras de quatro diferentes marcas. Foram realizadas as metodologias de
contagem, isolamento e identificacdo das espécies fungicas; e as cepas da secdo Nigri foram testadas quanto
a capacidade de producdo de ocratoxina A. Em 11 das amostras analisadas nao houve o crescimento
fingico, e nas amostras em que houve os valores chegaram a 5,17 log, , UFC/g. Houve diferen¢a significativa
(p < 0,05) entre as diferentes marcas de granola analisadas. Os géneros fungicos mais frequentemente
isolados foram Cladosporium (46,9 %), seguido de Aspergillus spp. e seus teleomorfos (37,4 %), e do género
Penicillium spp. (5,4 %). A amostra de granola da marca A apresentou contagens bem mais elevadas do
que as demais, o que indica que possivelmente tenha ocorrido falhas em alguma(s) etapa(s) do processo
de industrializacdo. Todas as cepas isoladas de Aspergillus se¢do Nigri ndo apresentaram capacidade de
produgéo de ocratoxina A.

Palavras-chave. Aspergillus, aveia, ceral, micotoxinas, milho.

ABSTRACT

The present study aimed at identifying the fungal species occurring in granola, and to verify the ability
of the strains in producing ochratoxin A. Sixty granola samples of four different brands were purchased
in commercial establishments located in the city of Teresina — Piaui state. The fungi were counted,
isolated and the species were identified, and the section Nigri strains were tested for detecting their ability
in producing ochratoxin A. No fungal growth was found in 11 of the analyzed samples. In samples
showing fungal growth, it was as high as 5.17 log'® CFU/g. A significant difference (p<0.05) among
the analyzed granola brands was found. The most frequently isolated fungus genus was Cladosporium
(46.9 %), followed by Aspergillus spp and its teleomorphs (37.4 %), and Penicillium spp. (5.4 %). The
granola brand A showed the highest counting among the analyzed brands, which demonstrated that a
possible failure at some stages of the industrialization process might be occurred. None of the isolated
Aspergillus section Nigri strains showed the ability in producing ochratoxin A.

Keywords: Aspergillus, oatmeal, cereal, mycotoxins, corn.
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INTRODUCAO

Alimentos com  propriedades funcionais,
como a granola, vém a cada dia ganhando espago nos
supermercados. A granola é um composto alimentar
rico em fibras, formado pela mistura de graos de cereatis,
frutas secas, linhaga, trigo, flocos de milho e de arroz,
sementes oleaginosas, como o amendoim e a castanha-
do-pard. Além das propriedades nutricionais, é um
alimento de excelente sabor, elevado valor energético e
vem apresentando crescente consumo?.

Micro-organismos sdo indesejaveis nos alimentos,
principalmente fungos, porque sao capazes de produzir
uma grande variedade de enzimas que, agindo sobre
0s mesmos, provocam sua deterioragdo. Os fungos tém
sido evidenciados como micro-organismos de grande
importancia para os alimentos. Estes tém sido responsaveis
por perdas econdmicas de relevancia, o que representa uma
série de prejuizos em todo o mundo**, devido adeterioragdo
dos alimentos e a capacidade de produzir micotoxinas, que
sao metabdlitos secundarios com potencial toxico para o
homem e os animais, depois de ingeridos’.

Existem mais de 100 espécies fungicas
produtoras de micotoxinas, que podem produzir mais
de 400 diferentes tipos de micotoxinas, sendo que dessas
mais de 250 ja tiveram sua estrutura quimica definida.
Os principais fungos produtores de micotoxinas
pertencem aos géneros: Alternaria, Aspergillus,
Fusarium, Penicillium, Rhizoctonia e Stachybotrys, dentre
eles destacam-se os géneros Aspergillus, Penicillium e
Fusarium, que sdo considerados os de maior importancia
para alimentos, por produzirem uma maior variedade e
quantidade de micotoxinas*®.

Asocratoxinassidoumadas principais micotoxinas
encontradas em alimentos, naturalmente produzidas por
fungos das espécies Aspergillus ochraceus, Aspergillus
carbonarius e Penicillium verrucosum. Existem sete tipos
de ocratoxinas, sendo a ocratoxina A (OTA) o metabdlito
primario mais abundante e toxico dentre as ocratoxinas
encontradas na natureza’. E classificada pelo TARC
(International Agency for Research on Cancer) como um
agente possivelmente carcinogénico para humanos’. As
ocratoxinas tém sido encontradas em diferentes tipos de
alimentos, incluindo o trigo, milho, café, cacau, cevada,
cerveja, ﬁgos secos, centeio, queijo, pao, uvas, feijéo seco,
graos de soja, frutas citricas, castanhas do Brasil, tabaco
mofado, presunto curado, amendoins e demais produtos
similares®'°.

Atualmente trabalhos envolvendo a qualidade de
produtos naturais sao escassos, tendo em vista isso, esse
trabalho objetivou identificar as espécies fingicas presentes
na granola comercializada em Teresina, Piaui, Brasil e
verificar a capacidade das cepas de produzirem OTA.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras

As amostras de granola foram adquiridas no
comércio do municipio de Teresina-Piaui, coletadas
de forma aleatdria, totalizando sessenta (60) amostras
de quatro (4) diferentes marcas, correspondendo a um
total de 15 amostras por marca (designadas pelas letras
A, B, C e D). As mesmas estavam lacradas e dentro do
prazo de validade, acondicionadas em prateleiras, a
temperatura ambiente do local. O periodo da coleta foi
de novembro de 2010 a margo de 2011. Apods a coleta
elas foram encaminhadas ao Laboratério de Controle
Microbiolégico de Alimentos do Nucleo de Estudos,
Pesquisas e Processamento de Alimentos (NUEPPA), do
Centro de Ciéncias Agrarias, pertencente a Universidade
Federal do Piaui, para a realizagdo das andlises.

Contagem de fungos filamentosos e leveduras

As amostras foram trituradas em liquidificador e
de cada uma foram retirados e pesados assepticamente
25 gramas de granola e posteriormente adicionado a 225
mL de agua peptonada a 0,1 %, obtendo-se assim uma
dilui¢ao inicial de 10". A partir dessa diluigdo foram
preparadas dilui¢des decimais até 107, as quais foram
utilizadas para a contagem e o isolamento de fungos.

Para contagem de fungos e leveduras, realizou-
se a técnica de semeadura em superficie, em que foi
inoculado 0,1 mL das diluicbes em placas de Petri
contendo o Agar Dichloran Rose Bengal Clorafenicol
(DRBC) em duplicata. Com o auxilio de alga de Drigalski,
foi espalhado o indculo por toda a superficie do meio,
até sua completa absorgdo, e incubou-se por sete dias
a temperatura de 25 °C. Apos esse periodo, foram
selecionadas as placas que apresentarem contagem entre
10 a 100 unidades formadoras de colonias por grama
(UFC/g), conforme Dalcero et al'’.

Isolamento e identifica¢cdo da microbiota fungica
Apos as contagens das coldnias, foi realizada

a visualizagdo microscdpica para a identificacdo dos

géneros fungicos. As colonias fingicas pertencentes

207



Santos MRR, Cardoso Filho FC, Lima VBS, Sousa AWB, Caldas ML, Muratori MCS. Pesquisa de fungos produtores de ocratoxina A em
granola comercializada. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2013; 72(3):206-10.

ao género Aspergillus e Penicillium foram identificadas
utilizando as chaves de identificagdo descritas por
Klich e Pitt'?, baseadas na semeadura em quatro meios
bésicos: Czapek yeast extract agar (CYA); malt extract
agar (MEA); Czapek yeast extract agar 20 % sucrose
(CY20S) e Agar 25 % Glicerol Nitrate (G25N). Foi
preparada uma suspensao de conidios a partir de
cada cepa em 0,5 mL de meio constituido de 0,2 % de
agar-agar e 0,05 % de Tween 80TM, distribuido em
microtubos tipo eppendorf previamente esterilizados
a 121 °C por 15 minutos”. A seguir, foi introduzida a
agulha de platina na suspensdo de conidios, e foram
inoculadas em trés pontos equidistantes nas placas
contendo CYA, MEA, CY20S e G25N. Estas placas
foram incubadas por sete dias a 25 °C.

Producio de Ocratoxina A (OTA) por Aspergillus da
secao Nigri

Todas as cepas de Aspergillus segdo Nigri isoladas
das amostras foram testadas para produ¢ao de OTA.
Utilizou-se a metodologia descrita por Bragulat et al'.
As cepas foram cultivadas em agar Czapeck extrato
de levedura (CYA) a 28 °C por 7 dias. Trés pedagos do
agar foram retirados da area central da colonia, pesados
e introduzidos em um pequeno frasco. Um volume de
metanol (1000 pL) foi adicionado a cada frasco, a mistura
de amostras de solvente foi centrifugada por 10 min a
10000 rpm, e o sobrenadante foi filtrado e evaporado até
a secura sob N,. O residuo foi redissolvido em metanol
e os extratos analisados por cromatografia em camada
delgada (CCD). O eluente foi tolueno: acetato de etila:
cloroférmio: acido formico (70:50:50:10).

Duas solugdes de trabalho foram utilizadas,
conforme as necessidades dos procedimentos, nas
concentragdes de 4,0 ug/mL e 0,4 pg/mL. Para fins
de célculo e verificagio de linearidade do método
empregado uma curva padrdo de 7 pontos foi feita
contendo concentragdes de 1, 2,4, 6,8, 10 e 12 pg/L.

Apds a eluicao dos solventes a placa foi retirada e
seca para observa¢ao sob luz UV, com comprimento de
onda 333 nm.

Analise estatistica

Osresultados das contagens foram transformados
em loglo, correlacionados e realizada a andlise de variancia
(ANOVA) e teste de comparagdo de média de acordo
com os procedimentos do pacote estatistico Sigma Stat'®
ao nivel de significancia de 5,0 %.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os trabalhos existentes na literatura a respeito da
microbiota toxigena da granola sdo escassos.

Na Tabela 1, encontram-se os resultados das
contagens de fungos filamentosos e leveduras isolados de
quatro marcas de granolas comercializadas em Teresina,
Piaui.

Tabela 1. Média das contagens de fungos filamentosos e leveduras,
isolados das granolas comercializadas em Teresina, Piaui

Médias das contagens

Marcas fingicas (log,, UFC/g) Desvio padrao  Variagiao
A (n=15) 4,87 0,79 2,91 -5,37
B (n=15) 2,45° 0,49 1,69 - 3,47
C (n=15) 0,88¢ 1,04 0-2,70
D (n=15) 1,86¢ 1,09 0-3,17

UFC/g= unidade formadora de colonias por grama; (P=<0,001);
n= amostras; letras iguais nio diferem estatisticamente

A contagem fungica foi feita por meio de
enumeragao de propagulos fungicos e as médias foram
expressas por unidades formadoras de colonia por grama
de amostra analisada em log  UFC/g (Tabela 1). Das 60
amostras pesquisadas, em 11 (18,3 %) delas nao houve
o crescimento fungico, sendo que essas eram oriundas
das marcas C (8 amostras, 13,3 %) e D (3 amostras,
5 %). Ja nas amostras em que houve crescimento fungico,
esses valores chegaram a 5,17 em log  UFC/g. Houve
diferenca significativa a (p < 0,05) entre as diferentes
marcas de granola analisadas. Sendo que a amostra do
grupo A apresentou o maior nimero de coldnias fingicas
(4,87 log,,), tendo sido considerada a mais contaminada,
seguida pelo grupo B. As que apresentaram a menor
média de contaminagdo foram as dos grupos C e D, que
ndo diferiram significativamente.

A resolugao RDC n° 12/2001 néo faz referéncia
a contagem de fungos e leveduras em granola’s. A
comparagdo dos resultados obtidos nesta pesquisa
foi feita com base nos limites maximos de bolores e
leveduras estabelecidos pela legislacao brasileira para
produtos considerados semelhantes, como é o caso do
grupo das farinhas, massas alimenticias, produtos de
panificagdo (industrializados e embalados) e similares,
também nao possuem referéncia quanto a contagem de
fungos e leveduras. Embora esse tipo de produto nio
seja contemplado na legislacdao, sabe-se que a presenga
de fungos nos alimentos leva a modificagdes nas
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caracteristicas organolépticas, levando a uma significativa
diminui¢do da qualidade. Além disso, os fungos podem
produzir micotoxinas e causar diversos problemas a
saude dos homens e animais'’.

A Tabela 2 mostra a ocorréncia de fungos
filamentosos isolados da granola adquiridas em
estabelecimentos comerciais de Teresina, Piaui. Todas
as marcas analisadas apresentaram contaminagao por
diferentes géneros flngicos, sendo que nem todas as
amostras apresentaram desenvolvimento de bolores e
leveduras; a literatura cita que algumas dessas cepas podem
ser potencialmente capazes de produzir micotoxinas, o que
pode representar umrisco potencial paraa satide humana®.
Foram isoladas 147 colonias fingicas, pertencentes a
9 géneros fungicos. Os géneros mais frequentemente
isolados foram: Cladosporium spp. (46,9 %), Aspergillus
spp. e seus teleomorfos (37,4 %), e Penicillium spp.
(5,4 %). Outros géneros foram encontrados, porém com
uma frequéncia de isolamento menor.

Tabela 2. Frequéncia Absoluta e Frequéncia Relativa (%) dos géneros
fungicos isolados das amostras de granolas comercializadas em
Teresina-Piaui, no periodo de novembro de 2010 a margo de 2011

O Frequéncia Frequéncia
Absoluta Relativa (%)
Cladosporium 69 46,9
Aspergillus e seus telemorfos 55 37,4
Penicillium 08 5,4
Absidia 04 2,7
Botrytis 03 2,0
Fusarium 03 2,0
Curvularia 02 1,4
Mucor 02 1,4
Stachybotrys 01 0,7
Total 147 100,0

Em trabalho realizado por Vecchia e Castilhos-
Fortes?, foram analisadas amostras de granola
comercializadas a granel, e verificado o crescimento de
varios géneros fungicos como: Aspergillus, Penicillium,
Fusarium, Mucor, Rhizopus, Alternaria. Tais resultados
sdo semelhantes aos encontrados neste trabalho, uma vez
que confirmam os géneros Aspergillus e Penicillium como
uns dos mais frequentemente isolados em amostras de
granola (Tabela 2).

A presenca de fungos do género Aspergillus
merece aten¢do cautelosa, pois é sabido que algumas
espécies desse género sdo capazes de produzir aflatoxinas
e sdo comumente encontradas em amendoim, sementes e
graos'?. Como a granola é composta por cereais, pode-se

dizer que os resultados encontrados quanto a presenca de
Aspergillus estdo de acordo com a citagdo acima.

Deacordo com Ribeiro et al'®, o género Aspergillus
é considerado como o principal deteriorador de sementes
e graos, causando danos, descoloragio e alteragdes
nutricionais, bem como a produgio de micotoxinas,
que sao produtos toxicos do metabolismo secundario,
e atualmente representam um risco de contaminagdo
ambiental, acarretando sérios prejuizos a saude humana.

Embora o género Cladosporium tenha sido o
mais isolado dentre os fungos nesse trabalho, é sabido
que ele até hoje ndo é considerado um problema em
saude publica, pelo fato de ndo produzir micotoxinas e
nao ser o principal deteriorador de alimentos, quando
comparado a outros géneros. Atualmente, a presenca de
Cladosporium spp. esta relacionada com a deterioragao
de tomates.

Outro género fungico de importancia, quando
se trata de alimentos, é o Fusarium. Os resultados
encontrados no presente trabalho foram semelhantes aos
obtidos por Vecchia e Castilho-Fortes?, com uma baixa
incidéncia do género Fusarium nas amostras de granola
pesquisadas.

Em pesquisas realizadas com produtos que
fazem parte da composicdo da granola foi possivel
verificar resultados interessantes, Roigé et al" analisando
trigo, encontrou os géneros como os mais frequentes:
Penicillium (42 %), Fusarium (27 %) e Alternaria (25 %),
resultados diferentes dos encontrados nas amostras de
granola, demonstrando que a microbiota presente no
trigo, nao reflete no produto final granola. Em relagdo
a contaminagdo natural por fungos na aveia, Rupollo
et al* observou uma maior populacdo de fungos do
géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium, resultados
esses semelhantes aos encontrados no presente trabalho.

Os géneros Aspergillus e o Penicillium, sao fungos
de extrema importancia uma vez que sdo considerados
os principais produtores de microtoxinas em alimentos.
A Tabela 3 mostra a identificagdo das espécies isoladas
desses dois géneros por marca de granola comercializadas
em Teresina, Piaui.

Verificou-se que, dentre as marcas estudadas, a
que apresentou a maior diversidade de espécies fungicas
foi a marca A, e que houve a menor variedade foi a marca
C. Dentre as marcas, a que apresentou maior crescimento
de Aspergillus foi a marca A, totalizando 44 cepas.

Aredugdodacontaminagdo fungicanosalimentos
destinados ao consumo é de essencial importancia para
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Tabela 3. Identificagdo das espécies fingicas de granola comercializadas
por marcas em Teresina-Piaui, no periodo de novembro de 2010 a margo
de 2011

L. .. Marca

Espécies fungicas A B C b
Aspergillus FA FA FA FA

A. niger agregados 5 2 - -
A. carbonarium 2 - - -
A japonicus 10 1 - -

A. flavus 27 1 1 2

A. tamari - 1 1 -
A.terreus - - - 1
A.penicciiloides - - - 1
Total 44 5 2 4
Penicillium -

P, citrinum 2 - - 1
Psimplicissimum 2 - - -
P, funiculosum - 1 - -
P. eslandium - 1 - -
Pvariable - - - 1
Total 4 2 0 2

Total geral por marcas 48 7 2 6

FA = Frequéncia Absoluta

evitar as perdas na producio de alimentos e também ao
risco sanitario para o homem. Essas condi¢gdes podem
ser conseguidas melhorando o transporte, as condigdes
de armazenamento da matéria-prima, producio e
comercializa¢do do produto final.

Todas as cepas identificadas de Aspergillus da
secdo Nigri foram testadas quanto a capacidade de
produgdo de ocratoxina A, porém nenhuma das cepas
pesquisadas demonstrou essa capacidade.

CONCLUSAO

Conclui-se que a marca A de granola
apresentou contagens bem mais elevadas que as demais,
demonstrando que possivelmente em alguma(s) etapa(s)
do processo de industrializacdo tenha ocorrido falhas.
Foi possivel isolar uma variedade de cepas de fungos,
porém, nenhuma demonstrou capacidade para produzir
ocratoxina A.
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RESUMO

A contaminagéo do leite é uma das maiores preocupagdes sanitarias em fung¢do de seu grande consumo
pela populacgio, e pela enorme extensdo do pais, o que limita a fiscalizagdo adequada. Apesar de estudos
cientificos indicarem contaminac¢io do leite com elementos trago téxicos, ndo ha qualquer estratégia do
Estado para detec¢ao e prevengao destes componentes no leite. O presente trabalho investigou a ocorréncia
de chumbo, cddmio e cromo em amostras de leite in natura e em leite processado e com o propdsito de
identificar possiveis fontes de contaminagdo. No leite in natura e no leite processado houve evidéncia
de contaminagdo por estes elementos trago, muitas vezes em niveis acima do permitido pela legislacdo
brasileira. A mais provavel fonte de contaminacéo foi o sal mineral utilizado na alimentagdo bovina.
Palavras-chave. elementos traco toxicos, alimenta¢do bovina, contaminagio, leite.

ABSTRACT

The contamination of milk is one of the major health concerns because it is largely consumed by
population, and the huge extension of the country limits the adequate inspection of this product.
Although scientific studies have indicated the occurrence of milk contamination with toxic trace elements,
no government policy for the detection and prevention of these components has been available. This
study aimed at investigating the occurrence of lead, cadmium and chromium in samples of raw milk and
processed milk in an attempt to identify the possible sources of contamination. Both the in natura raw
milk and the processed milk evidenced the contamination with these toxic trace elements, and usually at
levels above those permitted by Brazilian legislation. The most probable contamination source was the
mineral salt employed for feeding cattle.

Keywords. toxic trace elements, cattle feeding, contamination, milk.

Rev Inst Adolfo Lutz. 2013; 72(3):211-8

211



Gomes ACS, Lindino CA, Gongalves Jr AC, Gomes GD. Determinagdo de Cd, Cr e Pb no leite e na alimenta¢do bovina do Brasil.

Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2013; 72(3):211-8.

INTRODUCAO

O leite é definido como um produto da secre¢do
mamadria de mamiferos e é um alimento amplamente
consumido principalmente por criangas e, por isso,
deve apresentar qualidade para assegurar a saude da
coletividade'. De acordo com o Regulamento de Inspegéo
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal
- RIISPOA - denomina-se leite o produto oriundo da
ordenha completa, ininterrupta, em condi¢des de higiene,
de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas®. O leite
de outros animais deve denominar-se segundo a espécie
de que proceda. Este Regulamento também dispoe sobre
caracteristicas de qualidade deste leite e foi parcialmente
modificado por seis vezes ao longo dos anos, havendo
a necessidade de alteracdo mais completa devido a sua
desatualizacio, de acordo com documento de revisio em
tramite na Camara Federal dos Deputados’.

O Plano Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite
foi uma iniciativa do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento, que teve como missdo a melhoria das
condi¢des sanitarias deste produto. A versdo definitiva das
novas normas de produgio leiteira foi publicada na Instrugéo
Normativa n° 51 - IN 51/2002, que determinou novos
regulamentostécnicosparaaproducio,identidadeequalidade
dos leites tipos A, B, C, cru refrigerado, pasteurizado, além de
regulamentar a coleta de leite cru refrigerado e seu transporte
a granel até as industrias’. Os requisitos de qualidade do
leite foram estabelecidos, destacando-se o indice de acidez,
a densidade, indice de gordura e testes microbioldgicos para
detectar contaminacdo. Além destes, também sdo necessarios
testes para detec¢do de mastite, contaminagdo de coliformes
fecais e presenga de antibidticos para a determinagio da
qualidade do leite in natura®.

Entretanto, o gerenciamento e a comunicagao
do risco no pais tém se baseado muito mais nas
consequéncias advindas da ndo adequacdo a exigéncias
internacionais do que propriamente na protegdo a saude
da populagéo brasileira®.

Contudo, apesar de toda esta legislacao, verifica-
se que nao ha uma regulamentagao para metais pesados
toxicos que podem ser inseridos na cadeia do leite
podendo provocar efeitos danosos a quem o consome,
seja em curto, seja em longo prazos.

A expressio “metal pesado” aplica-se aos
elementos quimicos que tém massa especifica maior
que 5 g.cm” ou que possuem nimero atdmico maior
que 207. Contudo, Duffus® coloca que é mais adequada a
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expressao “elementos trago” para caracterizar metais em
pequenas concentra¢des no ambiente e nos seres vivos.

Os elementos trago constituem uma classe na qual
muitos sdo téxicos para os seres vivos como o Mercurio
(Hg), o Chumbo (Pb), o Cadmio (Cd) e o Arsénio (As) e
que apresentam riscos ambientais devido ao seu uso intenso,
disseminagéo e toxicidade. Outros elementos traco como
Manganés (Mn), Zinco (Zn), Cromo (Cr) e Cobalto (Co),
que sdo essenciais em algumas rotas metabdlicas, produzem
efeitos toxicos em concentra¢des mais elevadas®’.

A contaminagio de elementos traco tdxicos nos
seres humanos podem ocorrer por diferentes maneiras,
com a ingestdo de alimentos e a respiragio sendo os
principais veiculos. Os alimentos podem ser contaminados
diretamente na fonte de sua produgao, durante seu transporte
ou armazenamento ou durante sua manipulagao''.

Em 1972, o “Joint Expert Committee on Food
Additives” estabeleceu como ingestdo semanal tolerada
provisoria (ISTP) de chumbo o valor de 50 pg.kg!
de massa corpdrea para adultos e 25 pg.kg' de massa
corpdrea para criangas; em 1993, adotou para todas as
faixas etarias a ISTP de 25 pg.kg"' de massa corporea.
No caso do cddmio, em 1988, foi estabelecido o valor
de 7 ug.kg' de massa corporea, para a ingestdo semanal
provisoria tolerada, que foi ratificado em 1993~

As  regulamentagdes para  contaminantes
inorganicos passiveis de investiga¢ao e controle no caso do
leite sdo 0,05 mg.kg' para o Pb*. O Decreto 55871/1965
estabelece os limites maximos tolerados'* de Cd de 1 mg.L™
e de Cr de 0,10 mg.L'"". Na Comunidade Europeia admite-
se no leite o valor maximo de 0,02 mg.kg™ para o Pb".

O cromo (III) tem sido considerado um
microelemento essencial em baixas concentragdes, pois
evidéncias mostraram que ele seligaa insulina, responsavel
pelo transporte de glicose e aminoacidos para o interior das
células, resultando em uma melhor regulagem dos indices
de glicose e utilizagao maxima do potencial energético'®.
O Cromo (VI), resultado da oxida¢io do cromo (III)
em determinadas condi¢oes de pH, apresenta facilidade
de permeagdo na membrana celular e, sendo um agente
oxidante, pode alterar a constituicdo das células, inclusive
material genético, sendo considerado mutagénico'.

A principal contaminagiao por elementos trago
toxicos no leite in natura pode ter como fonte os insumos
contaminados. Ao ingerir, mesmo que em pequenas
quantidades, a rota dos elementos trago téxicos pode seguir
duas dire¢oes principais: acumular na carcaga do animal
(gordura, ossos, fibras) ou serem eliminados nos dejetos,
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havendo ai a possibilidade de contaminagéo direta do meio
ambiente, como meios aquaticos e solos, que introduzem
estes elementos em um novo ciclo de contaminagéo.

Normalmente, a contamina¢do na alimenta¢do
destes animais se da por ragoes e suplementos de baixa
qualidade ou contaminagdo por fontes antropogénicas
(industriais, por exemplo) préximas ao local de criagéo.

Cromo tem sido utilizado com micronutriente
para o crescimento de animais (carboaminofosfoquelato
de cromo), apesar de controvérsia sobre sua efetividade,
e cromo, chumbo e cddmio tém sido encontrados como
contaminantes em fertilizantes’, que comprometem a
cadeia alimentar, encontrados em suplementos animais.

Além disso, a presenga de Cr e Cd podem
ser provenientes de desgastes de equipamentos de
processamento de leite. Portanto, estudos para detectar e
rastrear estas fontes de contaminac¢des sdo extremamente
importantes para a saude publica.

Gongalves et al'® encontraram em amostras de
leite provenientes do estado de Goias valores médios de
0,238 mg.kg' de Pb (excedendo o maximo permitido por
lei) e de 0,0482 mgkg' de Cd, com grande amplitude
de resultados, mas sendo possivel indicar as diferentes
contaminagdes em diferentes mesorregioes.

Em um trabalho em que se analisou leite in natura
em dreas industrializadas e ndo industrializadas, detectou-
se Pb nas amostras de leite na area industrializada e
diferencas significativas (P<0,05) ndo foram verificadas
entre épocas de amostragem (verdo e inverno)”. As
concentracdes médias e maximas de Pb obtidas na area
industrializada foram inferiores ao valor de referéncia
para animais criados em dreas livres de contaminagédo
pelo metal, que é de 0,02 pg.mL"'. Amostras de leite
coletadas pelos autores em animais mantidos em areas
contaminadas alcangaram teores de Pb de 1,6 a 1,9
ug.mL". Nas amostras estudadas nao se detectou o Cd.

Estudosrealizados nadécadade 1980 constataram
que a ingestdo de 500 mg de chumbo por dia ocasionou
um aumento nos niveis de chumbo no leite em média de
0,06 mg.L " de Pb. Jd a ingestao diaria de 40 mg de cddmio
ndo acarretou elevacio nos niveis desse metal no leite®.

A extensdo de uma contaminagao pode ser dificil de
ser mensurada, mas é possivel inferir sobre sua gravidade.
Estudos desenvolvidos recentemente encontraram cadmio
no colostro de maes em 58 amostras avaliadas, com valores
que oscilavam entre 0,13 e 2904 ug.L* de Cd. Os autores
ndo conseguiram explicar a fonte da contaminagdo, uma
vez que as maes estudadas ndo trabalhavam no comércio

ou em industrias, nem moravam proximas a metalurgicas
ou fundi¢des®. Importante ressaltar a informagao de que
51 delas (87,9 %) nao fumavam, pois o cigarro é uma fonte
de cadmio®.

Em relacio aos habitos alimentares, ndo havia relato
de consumo rotineiro de vinho ou bebida destilada e de
peixes. O consumo era restrito para arroz, feijéo, carne, aves,
legumes cultivados localmente, leite pasteurizado, manteiga,
café e pao, presente no cardapio normal dos brasileiros.

Okada et al* constataram a contaminacio do leite in
natura e pasteurizado comercializado na regido do Vale do
Paraiba com o intuito de avaliar o impacto da industria de
lingotes de chumbo instalada na regido. Outros pesquisadores
promoveram estudos sobre contamina¢io de elementos
traco toxicos em leite bovino, humano e de cabras* .

No Brasil, tem-se realizado alguns estudos
sobre o tema'¢'”'*?3% Contudo, as pesquisas no Brasil
envolvendo a contaminagdo no leite animal ou humano
por elementos trago toxicos representam apenas 0,95 %
na base ISI considerando as palavras-chave “milk and
metals’, porcentagem aproximada encontrada também
na base Scopus. Na base Scielo somente quatro artigos
foram identificados com o tema. Portanto, maiores
pesquisas contribuirdo com estes estudos.

No caso destes elementos, em particular o Pb, as
principais fontes para animais sao os insumos utilizados
em sua alimentacao, sejam industrializados ou alimentos
in natura®. Os autores afirmam que blocos salinos para
suplementagdo mineral sio uma das principais fontes
de entrada de Pb para a contaminagdo dos bovinos nos
estados do Mato Grosso do Sul e Parand. Os componentes
utilizados para a suplementacao de fosforo (P) em ragdes
suinas podem ter Pb como contaminante, com valores
variando entre 10,0 e 48,5 mg.kg™'.

Estetrabalhoteveporobjetivoavaliaracontaminagao
por Pb, Cr e Cd, em leite in natura e leite pasteurizado
comercializado na regido do Municipio de Marechal
Candido Rondon - PR, avaliando também as possiveis
fontes de contaminagdo, provenientes da alimentacdo
animal e do processamento do leite pasteurizado.

MATERIAL E METODOS

Todos os reagentes quimicos utilizados foram
de pureza de grau para analise. A agua utilizada para o
preparo de solugdes padrdo ou dilui¢oes de amostras
foi destilada e purificada por osmose reversa (ADAMO,
resisténcia da agua de 5 Mohms.cm™ a 25 °C).
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As amostras de leite bovino in natura foram
coletadas em sete localidades produtoras (nomeadas como
P1, P2, P3, P4, P5, P6 e P7) localizadas nas redondezas
do municipio de Marechal Candido Rondon, Parana, e,
para cada produtor, foram realizadas trés coletas a cada 15
dias durante o periodo de julho de 2011 a agosto de 2012,
sendo que em cada coleta trés amostras foram utilizadas
para os estudos, perfazendo um total de 63 amostras.

As amostras de leite foram colhidas nos tanques de
resfriamento e armazenamento dos produtores e colocadas
em frascos secos, limpos e devidamente tampados, e
mantidas em refrigeragdo (T < 10 °C) até a analise.

As amostras de leite pasteurizado foram adquiridas
em comércio localizado no municipio de Marechal Candido
Rondon, Parana, no periodo entre setembro de 2012 e margo
de 2013, sendo que em cada coleta trés marcas (indicadas
neste texto como M1, M2 e M3), com trés amostras, foram
utilizadas para os estudos, em um total de 33 amostras.

Em seguida, processaram-se e analisaram-se as
amostras de leite in natura e leite processado, utilizando a
técnica analitica de espectrofotometria de absorgao atdmica
com chama (equipamento GBC modelo 932), com as
seguintes descri¢des de comprimento de onda, corrente da
lampada e slit, respectivamente: Cd a 228,8 nm, 3,0 mA e
0,5 nm; Pb a 217,0 nm, 5,0 mA e 1,0 nm; Cr a 357,9 nm,
6,0 mA e 0,2 nm. A digestdo® foi realizada com solugéo
nitroperclorica, diluigdo em baldes volumétricos calibrados.
Para a calibragdo utilizou-se padroes de 1003 mg.L"!, 1005
mg.L"' e 1000 mg.L"' de Cd, Cr e Pb, respectivamente, da
marca Specsol®. Os resultados da calibragdo indicaram desvio
padrao (DP) de 4,0, 4,0 e 6,0 mg.L; coeficiente de variacdo
(CV %) de 0,399, 0,398 e 0,600 % e limite de quantificagdo
(LQ) de 0,005, 0,010 e 0,010 mg.L", respectivamente para
Cd, Cr e Pb. As faixas de concentragao utilizadas foram para
0 Cd de 0,2 a 1,8 mg.L", para o Pb de 0,5 a 10,0 mgL' e
para o Cr de 0,5 a 10,0 mg.L". A recuperagido nas amostras
apresentou resultados entre 93 e 104 % para o Pb, 92 e
105 % para o Cd e 90 a 105 % para o Cr. As amostras foram
analisadas em triplicata e calculou-se a média, o DPe o CV %
das concentragoes de chumbo, cadmio e cromo encontradas.

Também foram realizadas determinagoes de pH,
acidez Dornic e condutividade elétrica no leite in natura com
os mesmos cuidados de coleta e transporte das amostras. O
pH foi determinado por meio de um pH metro LABMETER
PHS-3B, calibrado com tampoes pH 7,0 (+0,05) e pH 4,0
(+0,02) e a condutividade elétrica foi determinada por um
condutivimetro de bancada LUTRON CD-4303, calibrado
com solugdo padrao KCI 146,9 pS.cm™ (£ 0,5 %). Ja a acidez
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foi determinada por meio do método de Dornic’. Dos
resultados, calculou-se a média, o DP e 0 CV %.

Para a avaliacdo das fontes de contaminagdo foram
coletadas trés amostras da agua (1, 2, 3), do sal mineral (1,
2,3), daragdo (1, 2, 3) e da silagem (1, 2, 3) utilizadas pelos
produtores que forneceram as amostras de leite, as quais
serviam de alimentagao para os bovinos. Para comparagio,
também foram coletadas trés amostras de cada um dos
alimentos da nutricdo bovina (forrageira, sal mineral,
farelo de milho e de soja, milho, cana e a agua) utilizadas
na alimentagao do gado bovino pertencente ao Colégio
Agricolade Toledo/PR, para comparagao. Amostras de cinco
marcas de sal mineral (1, 2, 3, 4, 5) adquiridas no comércio
local também foram analisadas e os resultados apresentados
representam a média dos resultados em triplicata. As
amostras foram acondicionadas em recipientes de plastico
transparente, previamente identificados, com 100 gramas
de cada tipo de amostra. Todas as amostras solidas foram
pesadas e digeridas em solu¢do nitroperclorica® diluidas
adequadamente em baldes volumétricos calibrados a 25 °C
e as medidas de determinacdo de elementos traco foram
realizadas em um espectrometro de absor¢do atdmica,
modalidade chama. As amostras de 4gua foram previamente
acidificadas com HCI 1 mol.L'! (Merck).

Os elementos trago toxicos foram determinados
também em trés amostras de marcas nacionais e em uma
marca de proveniéncia chinesa de soda caustica utilizadas
na limpeza dos equipamentos de processamento de
leite pasteurizado. As amostras foram diluidas em dgua
purificada e acidificadas com solu¢do HCI 1 mol.L™".

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta a média, DP e CV % dos
resultados de nove amostras para a concentragdo dos
elementos traco toxicos determinados nas amostras de
leite in natura para cada produtor avaliado.

Os resultados mostram a presenga de Pb, Cd e Cr no
leite in natura em todas as amostras dos produtores P1 e P2,
sendo que os valores maximos de chumbo permitidos pela
legislagdo foram excedidos em todas as amostras, menos para
o produtor P3. Para as amostras P1, P2 e P3 os valores obtidos
estao acima do LQ, mas abaixo dos limites estabelecidos na
legislagdo. Para os produtores P4 a P7 o elemento trago Cd
estd abaixo do limite de quantificagao (0,005 mg.L"). O Cr
excedeu o limite maximo toleravel nos produtores P4 e P7.

Para o leite in natura, os valores encontrados para
pH (valor médio de 6,67 + 0,06) e acidez Dornic (valor
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Tabela 1. Concentragao de Pb, Cd e Cr, em mg.L", nas amostras de
leite in natura

Chumbo Cadmio Cromo
Produtor 1
Média 0,260 £ 0,018 0,038 £ 0,004 0,031 + 0,009
CV (%) 6,89 10,53 29,03
Produtor 2
Média 0,239 £ 0,010 0,032 £ 0,004 0,007 = 0,003
CV (%) 4,40 12,50 42,86
Produtor 3
Média 0,034 £ 0,004 0,022 £+ 0,003 nq
CV (%) 11,76 13,64 .
Produtor 4
Média 0,467 + 0,306 nq 0,156 + 0,059
CV (%) 65,46 nq 38,21
Produtor 5
Média 0,083 + 0,029 nq nq
CV (%) 34,69 nq nq
Produtor 6
Média 0,083 £0,029 nq 0,067 = 0,029
CV (%) 34,69 nq 43,33
Produtor 7
Média 0,100 nq 1,667 + 0,577
CV (%) - nq 34,64

nq = abaixo do limite de quantificacao

médio de 16,0 = 0,5 °D) estao de acordo com valores
aceitos? . O valor da condutividade elétrica (valor médio
de 5,7 + 0,6 mS.cm™) esta acima dos valores de referencia
aceitos™. Estes pardmetros ndo serdo tteis para se detectar
contaminac¢do com elementos trago toxicos, pois, alteracao
do pH e acidez e o valor de condutividade elétrica no leite
acima de valores de referéncia ndo sdo apropriados para
indicar contaminac¢io destes elementos estudados.

Para investigar as possiveis fontes de
contaminagdo no leite analisaram-se amostras da
alimentacdo animal utilizadas pelos produtores
estudados. Nao foram detectados elementos trago toxicos
nas amostras de agua, silagem e ra¢do, de acordo com os
limites de quantificacao do método. Os resultados para
amostras de trés marcas de sal mineral utilizadas pelos
produtores podem ser observados na Tabela 2.

Tabela 2. Teores de chumbo, cddmio e cromo no sal mineral utilizado
pelos produtores dos leites in natura amostrados

mg.kg!
Chumbo Cadmio Cromo
Sal Mineral 1 54,67 £ 2,50 5,33 £ 1,00 14,33 + 3,50
Sal Mineral 2 52,33 £ 2,88 9,00 = 2,12 46,33 £ 6,36
Sal Mineral 3 8,33 +2,12 5,00 + 1,00 nq

nq = abaixo do limite de quantificacao

Os teores de elementos trago toxicos encontrados no
sal mineral foram muito elevados, sendo que osteoresde Pbe
Cr para as marcas 1 e 2 excederam o limite maximo aceitével
pelo National Research Council de 30 mg.kg" e 1,0 mg.kg™,
respectivamente®. Os teores de Cd foram excedidos em
todas as amostras (limite de 1,0 mg.kg™") Isto indica que o sal
mineral pode ser uma fonte consideravel de contaminagio
do leite in natura. Para amostras de sal comum, determinou-
se o valor médio de 4 mg.kg"' de cadmio.

Paraa confirmacio de resultados de contaminag¢do
em sal mineral e sal comum, cinco novas amostras foram
coletadas de outras marcas disponiveis no comércio,
diferentes das utilizadas pelos produtores da Tabela 3 e os
resultados estdo apresentados na Tabela 3.

Os teores dos elementos traco toxicos excederam
os valores preconizados pelo National Research Council
em todas as amostras de sal mineral, sendo menor em sal
comum, mas ainda assim elevado. Esta contaminacéo foi
também observada em sal mineral comercializado em Mato
Grosso do Sul, e os autores detectaram niveis de chumbo
acima do limite maximo em quase 60 % das amostras™.

De acordo com os autores, a maior suspeita de
contaminacio recai sobre as fontes de fésforo utilizadas
na prepara¢ao do sal mineral, pois esta representa o maior
custo, induzindo os produtores a buscarem fontes mais
baratas. Ha a possibilidade de o chumbo estar agregado
nas fontes de foésforo naturais ou ao acido fosférico
importado. A utilizagao de fontes de origem suspeita ou
residuos industriais deve ser considerada.

Tabela 3. Resultados das amostras de sal mineral disponiveis no comércio
utilizadas como suplemento na alimentag¢do animal (mg.kg™)

Chumbo Cadmio Cromo

Sal mineral 1
Média 84,0 + 4,36 6,667 + 1,155 28,667 + 1,155
CV (%) 5,19 10,82 4,03

Sal mineral 2
Média 66,67 + 4,04 5,333 +£0,577 49,33 £1,155
CV (%) 6,06 10,82 2,34

Sal mineral 3
Média 64,5 + 4,23 5,000 25,33 £ 1,155
CV (%) 6,56 0,000 4,56

Sal mineral 4
Média 64,0 + 1,0 5,667 £ 0,577 37,33 £1,155
CV (%) 1,56 10,19 3,09

Sal mineral 5
Média 68,33 £ 1,155 6,333 +£0,577 51,33 +2,08
CV (%) 1,69 9,116 4,05

Sal comum

Média 22,0+2,0 2,667 + 1,155 1,667 + 1,155
CV (%) 9,09 43,31 69,27
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Contaminac¢ao de sal mineral por chumbo também
foi verificada em amostras comercializadas em Sao Paulo e
Parand, em cerca de 30 % dos produtos analisados®.

Os resultados indicam que o sal mineral, utilizado
na alimentagdo bovina, pode ser uma fonte consideravel
de contaminacdo do leite in natura. Também indicam
deficiéncia ou inexisténcia de controle de qualidade no
processo de fabricagdo. A possibilidade de adulteragdo
também ndo esta descartada.

Deve-se ressaltar que o Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento, por meio de sua Instrucio
Normativa n° 12, de 11 de outubro de 2002, determina a
classificagao,composi¢ioeoregistrodesuplementos minerais
para bovinos, estabelecendo niveis minimos de garantia de
macro e micronutrientes, omitindo-se completamente sobre
o controle de contaminantes inorganicos e organicos®.

Nas amostras de alimenta¢do animal coletadas no
Colégio Agricola de Toledo, para comparacéo, detectou-
se a presenca de chumbo nas amostras de silagem,
milho, cana e sal mineralizado e, neste ultimo, os teores
encontrados oscilaram entre 39,0 e 54,0 mg.kg"'. Para
silagem (pastagem) encontrou-se valores entre 5,0 a
22,0 mg.kg', dependendo da area amostrada, indicando
contaminagdes pontuais. O elemento traco Cd foi
detectado somente nas amostras de sal mineralizado, com
valor médio de 7,5 + 0,7 mg.kg'. O elemento traco Cr foi
detectado em todas as amostras com teores entre 0,1 a 25
mg.kg'!, com destaque para uma amostra de silagem com
teor de 67,0 mg.kg.

No caso de forrageiras, coletadas em diferentes
areas, ha a presenca de contaminaciao de Cr e de Pb, esta
ultima podendo provir de contaminagao externa. Nao foram
determinados os elementos traco toxicos na agua utilizada
pelos animais que estao abaixo do limite de quantificagao.

Um estudo interessante na literatura foi a
avaliacdo da fitodisponibilidade de Cd, Pb, e Cr, em
cultivo de soja, tratado com fertilizantes comerciais
encontrando-se concentra¢des na parte aérea das plantas
de 0,267 mg.kg, 5,67 mg.kg' e 4,33 mg.kg! para Cd, Pb
e Cr, respectivamente’. A aplicagdo de fertilizantes com
micronutrientes mostrou uma efetiva disponibilizacio de
Cd, Pbe Cr paraas plantas de soja. O aumento da dosagem
das aplica¢oes dos fertilizantes e dos sais contendo os
elementos traco toxicos aumentou a concentragido dos
metais nas plantas, em todos os casos.

Naadubagao podem ser empregados trés insumos
que podem conter Cd: adubos fosfatados, os estercos
e lodo de esgoto. O uso indiscriminado de adubos
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fosfatados, possiveis fontes de elementos trago tdxicos
quando provenientes de fontes ndo seguras, é uma das
causas principais de contamina¢do de alimentos, entre
eles os insumos utilizados nas ragdes, gerando a possivel
contaminagéo no leite.

A Tabela 4 apresenta os resultados da concentragao
dos elementos traco toxicos determinados nas amostras de
leite pasteurizado estudadas, bem como o DP e 0 CV de tais
amostras. O metal Cromo nao foi detectado em nenhuma
das amostras de acordo com a metodologia adotada.

Os resultados mostram que ha contaminagao no
leite pasteurizado com elementos trago toxicos Cadmio e
Chumbo em todas as amostras das trés marcas avaliadas,
cuja ingestao continua pode acarretar danos ao organismo
humano em longo prazo, mesmo que os teores estejam
abaixo do maximo permitido pela legislacao. Ressalta-se que
criangas s30 mais suscetiveis a contaminacio pela quantidade
ingerida ou pela razdo massa corporal/ingestdo diaria.

A variabilidade observada no CV nas amostras
indica contamina¢ao por varias fontes, ja que a
metodologia de determinagdo por espectrofotometria
atdmica tem desvios padrao relativos menores que 1 %.

Tabela 4. Teores médios de cadmio e chumbo, em mg.L?, nas amos-
tras de leite pasteurizado

Cd Pb Cr

Marca 1
Meédia 0,020 + 0,005 0,306 £ 0,100 nq
CV (%) 25,0 32,68 -

Marca 2
Meédia 0,017 + 0,008 0,257 + 0,087 0,002 + 0,002
CV (%) 47,06 33,85 100,0

Marca 3
Meédia 0,016 + 0,007 0,279 + 0,109 0,002 + 0,003
CV (%) 43,75 39,07 150,0

nq = abaixo do limite de quantificagdo

A andlise por varidncia indicou que ndo ha
diferenca estatisticamente significativa entre as marcas
de leite processado para o elemento trago Cd e para o
Pb. Também foi possivel observar que o DP dentro das
amostras foi maior do que o DP entre as amostras, para
todos os elementos traco estudados. Estes dois resultados
indicam que néo ha contaminag¢do pontual em uma marca
especifica, sendo mais ampla e origindria da contaminagao
nas fontes produtoras. Para o Cr, devido ao fato de que em
44 87 % das amostras o teor encontrado foi abaixo do limite
de quantificagdo ndo se realizou a analise por variancia.

A contaminacio de elementos traco toxicos no leite
pasteurizado pode ter origem no desgaste ou na corrosio
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dos equipamentos utilizados, normalmente constituidos
por aco inoxidavel (AISI 304 ou AISI 316) e que apresentam
revestimentos ou pegas como parafusos e soldas passiveis
de corrosio e contaminacio dos alimentos®.

Outra importante fonte de contamina¢do no
leite pasteurizado pode ser a soda caustica (hidroxido de
sodio) utilizada na limpeza dos tanques da industria de
laticinios, cujos tragos podem permanecer no recipiente
se houver um controle de processo ineficaz. Os resultados
para amostras de soda caustica de trés marcas diferentes
(H1, H2 e H3) e de uma amostra do mercado chinés
(CH) analisadas estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Teores de Cd, Pb e Cr na soda caustica, em mg.kg™

Amostra Cd Pb Cr

H1 6,15 (8,01) 54,65 (1,10) 19,50 (2,78)
H2 5,85 (8,56) 46,45 (1,34) 16,85 (2,56)
H3 4,55 (9,20) 35,55 (1,39) 16,15 (2,50)
CH 7,33 (7,88) 127,67 (1,20) 1,67 (34,57)

O valor entre parénteses refere-se a CV %

Na Tabela 5 é possivel verificar a presenca de
elementos trago toxicos na soda cdustica utilizada na
lavagem dos tanques, ressaltando-se que os teores de Cd
e Pb sao mais elevados (valor médio superior em 32,8 %
e 80,3 %, respectivamente) nas amostras provenientes do
mercado chinés, normalmente comercializada com custo
menor.

A legislagdo brasileira estabelece que o hidréxido
de sodio nao é permitido para uso em leite, por induzir
e mascarar as boas praticas de fabricagdo*. Contudo, é
utilizado nalimpeza dos equipamentos de processamento
e, neste caso, ndo deve possuir contaminantes em sua
composi¢do que possam ser introduzidos no alimento
em quantidades que ultrapassem os limites estabelecidos
pelo Food Chemical Codex'.

A presenca de substancias alcalinas no leite pode
ser oriunda de fraude intencional, quando se utiliza de
substincias alcalinas para conservar o leite, mas também
pode ocorrer devido a falhas no momento da higienizagdo e
da sanitiza¢ao na obtencio do leite ou dentro dos laticinios
que utilizam solugdes alcalinas na limpeza de equipamentos,
utensilios ou mesmo da propria estrutura fisica para
remogao de gordura do leite que possa ficar aderida.

Assim, os dados apresentados neste trabalho
mostram que é possivel que tragos de hidréxido de sédio
contendo chumbo contaminem o leite processado, um
problema de saude publica que ainda nao foi devidamente
explorado.

Um calculo simples pode ser feito para estimar
a quantidade maxima de leite que pode ser ingerida
por uma crianca de 25 kg (condigdes normais, em
torno de seis anos). Com base em uma média de 0,281
g.L' de chumbo no leite processado, uma crianga s6
poderia ingerir 318 mL de leite ao dia, de acordo com
o preconizado, para nao exceder os limites. Contudo,
deve-se ressaltar a caracteristica acumulativa do chumbo
no organismo. Para o Cd, na média das concentragdes
determinadas, o intervalo é maior, podendo-se ingerir
até um litro por dia, fazendo-se novamente a ressalva do
carater acumulativo e carcinogénico do Cd. Também ¢
importante destacar que criangas com menores massas
terdo tolerancia menor a estes contaminantes.

Para os seres humanos, a ingestdo de Pb e Cd podem
alterar o metabolismo interno pois ambos sdo antagonistas do
Ca e do Zn. No caso do célcio, pode haver substituicio deste
elemento na estrutura dssea por Pb, acarretando problemas
de crescimento em criangas e fragilidade nos ossos.

CONCLUSAO

H4 evidéncias de contaminacio no leite in
natura e processado por Pb, Cd e Cr, com valores que
excedem o preconizado pela legislacao vigente. O sal

7 .

mineral utilizado na alimentagao bovina é a principal
fonte de contamina¢do na produ¢ido, podendo haver
contaminagdo do leite processado devido a soda caustica
utilizada no processo de limpeza de tanques. Uma politica
publica de monitoramento da contaminagéo do leite por
estes elementos trago e principalmente nos alimentos de
nutri¢do animal se faz necessario.

REFERENCIAS
1. Silver HK, Kempe CH, Bruyn HB. Manual de Pediatria; 10° ed.,
Rio de Janeiro: Guanabara Koogan; 1975.

2. Brasil. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Decreto
n° 30.691, de 29 de marco de 1952. Aprova o novo regulamento da
inspegao industrial e sanitaria de produtos de origem animal. Didrio
Oficial [da] Republica Federativa do Brasil. Brasilia, DE 07 jul 1952.

3. Brasil. Cémara dos Deputados. regulamento da inspegdo
industrial e sanitdria de produtos de origem animal — RIISPOA.
Nota Técnica. [Acesso 2013 out. 23]. disponivel em [http://
www2.camara.leg.br/documentos-e-pesquisa/publicacoes/
estnottec/tema2/2011_18455.pdf].

4. Brasil. Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento.
Instrugdo Normativa N° 51. Aprova os regulamentos técnicos,
identidade e qualidade do Leite tipo A, do Leite tipo B, do Leite
tipo C, do Leite Pasteurizado e do Leite Cru Refrigerado e o
Regulamento Técnico da Coleta de Leite Cru Refrigerado e seu
transporte a granel. Didrio Oficial [da] Republica Federativa do
Brasil. Brasilia, DF, 20 set 2002. Segdo 1, p.13.

217



Gomes ACS, Lindino CA, Gongalves Jr AC, Gomes GD. Determinagdo de Cd, Cr e Pb no leite e na alimenta¢do bovina do Brasil.
Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2013; 72(3):211-8.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

218

Tronco VM. Manual para inspe¢io da qualidade do leite. 22
edicdo. Santa Maria: Editora da UFSM, 2003.

Spisso BE, Nobrega AW, Marques MAS. Residuos e contaminantes
quimicos em alimentos de origem animal no Brasil: histdrico,
legislacdo e atuagdo da vigilancia sanitdria e demais sistemas
regulatorios. Ciénc. Saude Coletiva.2009;14(6):2091-106.

Gongalves Jr. AC, Luchese EB, Lenzi E. Evaluation of
phytoavailability of the cadmium, lead and chromium in
soybean cultivated in the latossolo vermelho escuro, treated with
commercial fertilizers. Quim Nova.2000;23(2):173-7.

Duffus JH. Heavy Metals: a meaningless term? Pure and Applied
Chemistry. IUPAC - Tech Rep. 2002;74(5):793-807.

Gongalves Jr AC, Selzein C, Nacke H. Uso de biomassa seca e aguapé
(Eichornia crassipes) visando a remogao de metais pesados toxicos
de solu¢des contaminadas. Acta Scient Technol. 2009;31(1):103-8.

Baird C, Cann M. Quimica Ambiental. 4* edi¢do, Porto Alegre:
Editora Bookman; 2011.

Calabrese EJ, Canada AT, Sacco C. Trace Elements and Public
Health. Ann Rev Publ Health.1985; 6:131-46.

FAO/WHO. Joint Expert Committee on Food Additives, 412,
Geneva, 1993. Toxicological evaluation of certain food additives
and contaminants. Geneva, WHO/IPCS, 1993. (WHO Food
Additives Series, 3).

Brasil. Ministério da Satde. Portaria n° 685, 27 de agosto de
1998. Aprova o regulamento técnico: “Principios Gerais para o
Estabelecimento de Niveis Méximos de Contaminantes Quimicos
em Alimentos” e seu Anexo: “Limites maximos de tolerdncia para
contaminantes inorganicos”. Didrio Oficial [da] Repuiblica Federativa
do Brasil. Brasilia, DF, 28 ago 1998, n° 165-E, Se¢ao 1, p.28-29.

Brasil. Ministério de Satude. Decreto n°55.871, de 26 de marco
de 1965. Modifica o Decreto n° 50.040, de 24 de janeiro de 1961,
referente a normas reguladoras do emprego de aditivos para
alimentos, alterado pelo Decreto n° 691, de 13 de margo de 1962.
Didrio Oficial [da] Republica Federativa do Brasil. Brasilia, DF,
09 abr 1965. Se¢ao 1, p.3612-22.

EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY. Regulation
1881/2006. [Acesso 2013 Jan 09] Disponivel em [http://www.
efsa.europa.eu/en/topics/topic/metals.htm].

Montemor CH, Mar¢al WS. Desempenho de bovinos da raga nelore
suplementados com cromo organico. Semina.2009; 30(3);701-8.

Melked A, Langard S. Incidence of cancer among weldas an
other workers in a Norwegian shipyard. Scand ] Work Environ
Health.1989;15:387-94.

Gongalves JR, Mesquita AJ, Gongalves RM. Determinagdo de
metais pesados em leite integral bovino pasteurizado no estado
de Goias. Ciénc Anim Bras. 2008; 9(2): 365-74.

Souza MV, Vianna MWS, Zandim BM, Fernandes RBA, Fontes
MPE Metais pesados em amostras biologicas de bovinos. Ciénc
Rural.2009;39(6):1774-81.

Sharma RP, Street JC, Shupe JL, Bourcier DR. Accumulation and
depletion of cadmium and lead in tissues and milk of lactating
cows fed small amounts of these metals. ] Dairy Sci.1982; 65:972-9.

21. Nascimento LFC, Izério Filho HJ, Pereira ML, Baccan N.
Cadmium quantification in Brazilian mothers colostrums: a
regional study. Rev Bras Saude Mater Infant. 2005;5(2):193-8.

Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental - CETESB.
Ficha de Informagdo Toxicoldgica. 2012. [Acesso 2013 feb
01] Disponivel em [http://www.cetesb.sp.gov.br/userfiles/file/
laboratorios/fit/cadmio.pdf].

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Okada IA, Sakuma AM, Maio, FD, Dovidauskas S, Zenebon
O. Avaliagdo dos niveis de chumbo e cddmio em leite em
decorréncia de contamina¢do ambiental na regido do Vale do
Paraiba, sudeste do Brasil. Rev Satide Publica. 1997;31(2):140-3.

Gonzalez-Montana JR, Senis E, Gutierrez A, Prieto F. Cadmium
and lead in bovine milk in the mining area of the Caudal River
(Spain). Environm Monit Assess.2012;184(7):4029-34.

Temiz H, Soylu A. Heavy metal concentrations in raw
milk collected from different regions of Samsun, Turkey. Int ]
Dairy Techn. 2012;65(4):516-22.

Krol J, Litwinczuk Z, Brodziak A, Kedzierska-Matysek M. Content
of selected essential and potentially toxic trace elements in milk of
cows maintained in eastern Poland. ] Elementol. 2012;17(4):597-608.

Rahimi E. Lead and cadmium concentrations in goat, cow,
sheep, and buffalo milks from different regions of Iran. Food
Chem.2013;136(2):389-91.

Antakli S, Sarkis N, Hajar AA. Determination of Cd, Pb and Ni
in Syrian Cow Milk by Graphite Furnace Atomic Absorption
Spectrometry. Asian ] Chemist. 2013;25(2):1063-8.

Soares VA, Kus MMM, Peixoto ALC, Carrocci JS, Salazar RFS,
Izario Filho HJ. Determination of nutritional and toxic elements
in pasteurized bovine milk from Vale do Paraiba region (Brazil).
Food Control. 2010;21(1):45-9.

de Castro CSP, Arruda AF, Cunha LR, Souza JR, Braga JWB, Dorea
JG. Toxic Metals (Pb and Cd) and Their Respective Antagonists (Ca
and Zn) in Infant Formulas and milk marketed in Brasilia, Brazil.
Int ] Environm Res Publ Health. 2010;7(11): 4062-77.

Margal WS, Gaste L, do Nascimento MR, Oliveira HS. Teores de
chumbo em suplementos minerais comercializados no estado de
Mato Grosso de Sul. Ciénc Rural. 2003; 33(4):775-8.

Instituto Adolfo Lutz (Sdao Paulo - Brasil). Métodos fisico-
quimicos para analise de alimentos: normas analiticas do
Instituto Adolfo Lutz. 4° ed. 1° ed. digital. Capitulo XXIII.
Minerais e Contaminantes Inorgénicos. 4* edi¢éo, 2008.

Association of Official Analytical Chemist - AOAC. Official
Methods of Analysis. 18* edigdo. Maryland, 2005.

Gonzilez, F. H. D. Composi¢io Bioquimica do Leite e
Hormoénios da Lactagdo. In. Uso do leite para monitorar a
nutri¢do e o metabolismo de vacas leiteiras. Porto Alegre: Grafica
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 2001.

National Research Council. Subcommittee on mineral toxicity
in animals. Washington DC: National Academy Science; 1980.

Marcal WS, Gaste L, Liboni M, Pardo PE, do Nascimento MR,
Hisasi CS. Concentration of lead in mineral salt mixtures used as
supplements in cattle food. Exp Toxic Pathol. 2001;53:7-9.

Margal WS, Pardo PE, Nascimento MRL, Fortes MS. Inorganic
lead concentration in mineral salt commercial mixtures for beef
cattle in Sao Paulo State, Brazil. Arq Inst Biol. 2005; 72(3): 339-41.

Brasil. Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento.
Instrugdo normativa n° 12, de 30 de novembro de 2004. Aprova
o regulamento técnico sobre fixagdo de pardmetros e das
caracteristicas minimas dos suplementos destinados a bovinos.
Didrio Oficial [da] Republica Federativa do Brasil. Brasilia, DE,
30 nov 2004. Segdo 1, n° 231, p.4-7

Teles PCS. Materiais para equipamentos de processo. Rio de
Janeiro: Interciencia; 2000.

Brasil. Ministério da Satide. Agencia Nacional de Vigilancia Sanitéria.
Informe Técnico n° 33, de 25 de outubro de 2007. Hidrdéxido de
Sodio (soda caustica) — INS 524. Disponivel em [http://www.anvisa.
gov.br/alimentos/informes/33_251007.htm]. [Acesso 2013 set 09].



ARTIGO ORIGINAL/ORIGINAL ARTICLE

Contaminacao parasitaria em alfaces crespas (Lactuca sativa var.
crispa), de cultivos tradicional e hidroponico, comercializadas em
feiras livres do Rio de Janeiro (R))

Parasitological contamination in lettuces (Lactuca sativa var. crispa),
from traditional and hydroponic cultivations, commercialized in free
markets of Rio de Janeiro (R])

RIALAG6/1567
Bruno Barbosa PACIFICO, Otilio Machado Pereira BASTOS, Claudia Maria Antunes UCHOA*

*Enderego para correspondéncia: Laboratorio de Enteropatégenos Ambientais, Departamento de Microbiologia e
Parasitologia, Instituto Biomédico, Universidade Federal Fluminense. Rua Prof. Ernani Pires de Melo, 101, Sala 212C, Sao
Domingos, Niterdi, R, Brasil. Tels: (21) 2629-2426, 7838-4801. E-mail: claudiauchoa@vm.uff.br

Recebido: 24.05.2013 - Aceito para publicagao: 20.08.2013

RESUMO

Foram analisadas por técnicas parasitologicas de sedimentagdo e de flutuagdo 100 amostras de alfaces
crespas de duas feiras livres, da Zona Norte do Rio de Janeiro (R]), sendo 50 de cultivo tradicional e 50 de
cultivo hidrop6nico. Doze amostras (12 %) apresentaram positividade para formas evolutivas de helmintos
ou protozodarios de importincia médico-veterinaria, como cisto de amebideo, oocisto de coccidio e ovos
de helmintos da superfamilia Ancylostomatoidea e a frequéncia de positividade foi similar nas amostras
de cultivos tradicional e hidropdnico. Detectou-se contaminagdo por organismos em vida livre, sem
associagdo com as formas evolutivas de parasitas, em 85 % das amostras. A presenca de contaminantes na
maioria das amostras, com deteccido de formas evolutivas de parasitas intestinais de seres humanos ou de
outros animais, indica que estas hortalicas podem representar uma potencial fonte de contaminagao para
o ser humano, e serem inadequadas para o consumo sem a devida higienizacdo.

Palavras-chave. alface, contaminagdo de alimentos, helmintos, protozoarios.

ABSTRACT

One hundred samples of lettuce were collected from two free markets in the North Zone of Rio de
Janeiro, Brazil, being 50 samples of traditional cultivation and 50 of hydroponic one. These samples were
analyzed by means of parasitological sedimentation and flotation techniques. Twelve (12 %) samples
were positive for evolutionary forms of helminths or protozoa of medical and veterinary importance,
as cyst of amoebids, oocyst of coccidian and eggs of helminths of Ancylostomatoidea superfamily, and
similar frequency of positive samples was found among the lettuce samples of traditional and hydroponic
cultivations. Contamination with free living organisms was detected, but without association with the
evolving forms of parasites in 85 % of samples. The presence of contaminants in the majority of samples,
with detection of evolutive forms of human or other animals intestinal parasites, indicate that these
vegetables may represent a potential source of contamination for humans, and they are unsuitable for
consumption before being properly disinfected.

Keywords. lettuce, food contamination, helminthes, protozoa.
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INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa) é uma das hortalicas
mais comercializadas no Brasil, devido ao costume
do consumo de saladas, que sdo importantes fontes de
fibras alimentares, de baixo teor caldrico, na dieta dos
individuos'. Além disso, a alface fornece sais minerais,
célcio e vitaminas, especialmente a vitamina A’ Por ser
esta hortalica muito consumida, é comercializada em
diversos tipos de estabelecimentos, como supermercados,
feiras livres e sacoloes, sendo as variedades lisa e crespa
as mais encontradas no pais’.

A forma tradicional de cultivo é a empregada pela
maioria dos pequenos produtores, pois apresenta manejo
relativamente simples e baixo custo de produgao®. Por
sua vez, o cultivo hidroponico protege a hortalica de
fatores adversos oriundos do meio ambiente, como
chuvas, geadas e ventos fortes, favorecendo uma maior
produtividade’.

As hortalicas em geral, devido a sua forma de
cultivo, armazenamento, comercializacdo e transporte,
podem representar importantes veiculos de transmissdo
de enteropatégenos para hospedeiros susceptiveis®’.
Dentre estes, os enteroparasitos sdo de elevada
prevaléncia nos paises em desenvolvimento, estando
associados a baixa qualidade higiénico-sanitdria e
grupos sociais desfavorecidos®. A forma de transmissdo
mais comum destas parasitoses ocorre por via oral, por
meio da ingestdo de agua e/ou alimentos contaminados
por formas evolutivas infectantes de parasitos,
representadas por cistos e oocistos de protozodrios e
ovos de helmintos®'’, bem como, mais raramente, larvas
de nematdides''.

Em diversas regioes do mundo, é comum adubar
hortas e plantagoes, com fezes humanas e/ou utilizar
agua potencialmente contaminada na irrigagdo'>. No
Brasil, a contamina¢do de alimentos, sobretudo de
hortalicas, da-se principalmente pelo uso de dejetos de
animais domésticos e de dgua infectada por material fecal
de origem humana ou de outros animais utilizada na
irrigacdo, sendo considerada uma das principais fontes
de transmissao de enteroparasitoses'*'.

A contamina¢do da alface por enteroparasitos
pode estar relacionada a diversos fatores, como o solo
e a agua de irrigacdo, contaminados por fezes, entulhos
e esgotos’, a aduba¢ao de hortas e locais de produgio
com fezes de animais'®, o armazenamento improprio e
recipientes contaminados'®, as praticas de lavagem em
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tanques de agua parada'’ ou a falta de higiene pessoal por
manipuladores de alimentos'®".

No Brasil e no mundo relata-se a importancia
da alface como veiculo de transmissio de formas
infectantes de parasitos®®?'. Varios estudos vém
demonstrando variagdo na frequéncia de contaminagéo
parasitaria em amostras de alface crespa?*?, devido a
diferentes localidades de coleta, técnicas utilizadas no
diagndstico, tipos de hortalicas estudadas e formas de
cultivo'®22,

Considerando a interferéncia de varios fatores
na contaminagao da alface, o objetivo deste estudo foi
identificar a contaminagdo parasitaria em alfaces da
variedade crespa, de cultivos tradicional e hidroponico,
comercializadas em duas feiras livres da Zona Norte do
municipio do Rio de Janeiro (R]).

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas 100 amostras de alface
crespa (Lactuca sativa var. crispa), sendo 50 de cultivo
tradicional e 50 de cultivo hidroponico, no periodo de
abril a novembro de 2012. As amostras foram coletadas
em duas feiras livres da zona norte do municipio do
Rio de Janeiro (R]), por conveniéncia dos autores,
estando uma localizada no Méier e outra na Tijuca. As
coletas foram realizadas uma vez por semana durante
oito semanas, totalizando 25 unidades de cada feira por
tipo de cultivo, sendo analisadas, em seis semanas, oito
unidades amostrais por localidade e, nas duas semanas
restantes, dois pés de alface por feira. Cada unidade
amostral foi constituida por um pé ou touceira.

O Meéier é um dos mais tradicionais e importantes
bairros cariocas. E habitado, em sua maioria, por familias
de classe média e é o décimo sétimo bairro carioca com
maior Indice de Desenvolvimento Humano (0,931), sendo
um dos mais valorizados da Zona Norte*. A Tijuca é vista
como um dos bairros mais tradicionais e de urbaniza¢do
mais antiga do Rio e é considerado um bairro de classe
média a classe média alta”.

Em ambas as feiras os comerciantes informaram
que as hortalicas eram originarias da Regido de
Teresopolis (R]). Foram escolhidas, aleatoriamente,
quatro barracas de hortalicas em cada feira — duas de cada
lado da rua - sendo que todas deveriam comercializar
alfaces dos dois tipos de cultivo. Foram obtidas duas
unidades de alface por vendedor, uma de cada forma de
cultivo, independente de seu tamanho ou peso, sendo
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acondicionadas, individualmente, em sacos plasticos
primo-utilizados.

As amostras foram processadas no mesmo dia
no Laboratério de Enteropatdégenos Ambientais, da
Disciplina de Parasitologia, do Instituto Biomédico, da
Universidade Federal Fluminense (UFF). Seguiu-se o
protocolo proposto por Mesquita et al®, com algumas
modifica¢des. Cada alface foi desfolhada em vasilhame
plastico retangular, previamente higienizado, sendo
removida a raiz, quando presente. As folhas foram lavadas
manualmente e individualmente, com 500 mL de solucio
al % de Tween 80 (Vetec®), no sentido extremidade
da folha-caule. Apds a lavagem, todas as folhas foram
descartadas e o liquido resultante filtrado em gaze sobre
um tamis, apoiado em dois calices de vidro com fundo
cbnico, de volume 350 mL, e deixado para sedimentar
por 21 horas.

O sobrenadante dos calices foi descartado e os
sedimentos homogeneizados e transferidos para um
tubo de centrifuga de fundo cdnico, com volume de 15
mL. O material foi aliquotado para processamento pelas
técnicas de Ritchie modificada por Young et al”, segundo
o protocolo de Cerqueira®, e de Sheather modificada por
Huber et al’'.

Para mensuracio de formas evolutivas de
parasitos, utilizou-se microscépio 6ptico monocular
Olympus® CH30, com ocular micrométrica Olympus®
SWH, sendo os dados dispostos na forma de média +
desvio-padrao (Microsoft Office®).

Osresultados sobre a ocorréncia de contaminagdo
parasitaria nos diferentes tipos de alface foram
analisados pelo teste X2 (qui-quadrado), utilizando o
software IBM SPSS Statistics 20 (IBM, Armonk, New
York, USA). Analises que apresentassem um intervalo de
confianga superior a 95 % (p<0,05) foram consideradas
significativas.

RESULTADOS

Considerando as 100 amostras de alface crespa
estudadas, 12 % apresentaram positividade para formas
evolutivas de parasitos de seres humanos e/ou de outros
animais. Oito destas foram coletadas no Méier e quatro
na Tijuca. Das quatro amostras da Tijuca, duas foram
de cultivo tradicional e duas de cultivo hidropénico.
Ja das amostras coletadas no Méier, quatro foram de
cultivo tradicional e quatro de cultivo hidropénico.
Trés amostras foram negativas pelas duas técnicas

parasitologicas, sendo uma de cultivo tradicional
(Méier) e duas de cultivo hidroponico (Tijuca). Das
100 amostras, 85 % apresentaram positividade apenas
para contaminantes ambientais, como formas evolutivas
de nematdides em vida livre e de artropodes (Tabela
1). Nao se obteve diferenga significativa entre o tipo
de cultivo, considerando a presenca de contaminantes
independente de serem em vida livre ou de origem
parasitaria (p=0,344).

Tabela 1. Frequéncia de contaminagao parasitdria em amostras de al-
face crespa, de cultivos tradicional e hidropdnico, oriundas de feiras
livres de dois bairros da cidade do Rio de Janeiro (R])

Positivo (%)

Tipo de Bairro Negativo  Total*
Alface C (%)H- C+Fp (%) (%)
(%)**X’

. Méier 20 4 1 25
Tradicional *pyica 21 4 1 25
Hidroponica Méier 23 2 0 25
Tijuca 21 2 2 25

Total (%) 85(85%) 12(12%) 3(3%) 100 (100 %)

C: contaminantes (formas evolutivas de helmintos em vida livre e de
artropodes)

FP: formas evolutivas de parasitos (helmintos da superfamilia
Ancylostomatoidea, oocisto de coccidio ndo esporulado e cisto de
amebideo)

p-valor do teste qui-quadrado (pl - contaminantes totais incluindo C
e C+FP, p2 - apenas C e p3 - apenas C+FP)

*p1=0,344 *p2=0,345 “4p320,268

As formas evolutivas parasitarias com
morfologia similar a de parasitos de seres humanos
e/ou de outros animais encontradas foram: oocisto
nao esporulado de coccidio em duas (4 %) amostras
de cultivo hidroponico (Tijuca), cisto de amebideo
com menos de quatro nucleos em uma (2 %) amostra
de cultivo tradicional (Méier) e ovos de nematoides
da superfamilia Ancylostomatoidea em trés (
6 %) amostras de cultivo tradicional e trés (6 %) de
cultivo hidropodnico. Nas seis amostras positivas para
nematdides da superfamilia Ancylostomatoidea,
foram evidenciados nove ovos, os quais apresentaram
tamanho médio de 56,7 + 11,7 um x 34,5 + 4,8 um.

Dentre os contaminantes, observou-se maior
frequéncia de formas evolutivas de artrépodes,
seguida por larvas de nematdides em vida livre. Nao se
observou diferenca significativa entre as frequéncias
obtidas nas amostras de cultivos tradicional e
hidroponico (Tabela 2).
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Tabela 2. Numero absoluto e frequéncia de formas evolutivas recupera-
das de helmintos, artrépodes e protozodrios, em 50 amostras de alface
crespa de cultivo hidropdnico e 50 amostras de alface crespa de cultivo
tradicional, de duas feiras livres dos bairros Méier e Tijuca, do muni-
cipio do Rio de Janeiro (R]), no periodo de abril a novembro de 2012

Alface Alface
Formas evolutivas Tradicional Hidropdnica
(n=50) (n=50)
Ovos de nem.atc')ides em vida 10 (20 %) 07 (14 %)
livre
Larvas de nen.latéides em vida 37 (74%) 39 (78 %)
livre
Adultos d Ji i
dultos de nel.nato1des em vida 14 (28 %) 15 (30 %)
livre
Artrépodes 44 (88 %) 46 (92 %)
Oocisto de coccidio ndo 00 (0 %) 02 (4.%)
esporulado
Cisto de amebideo 01 (2 %) 00 (0 %)
Ovos de nematoides da
superfamilia 03 (6 %) 03 (6 %)
Ancylostomatoidea
DISCUSSAO

Neste estudo, obteve-se baixa positividade
parasitaria (12 %) e pequena diversidade de formas
evolutivas de espécies de parasitos de seres humanos e/
ou de outros animais, tanto nas amostras hidroponicas
como nas de cultivo tradicional. Estes resultados diferem
dos obtidos por Guimaraes et al** e por Falavigna et al®,
que obtiveram cinco grupos de parasitos e frequéncia
de contaminagao de até 23,3 % e 15 grupos de parasitos
e frequéncia de 70 %, respectivamente. Norberg et al®
e Neres et al' também detectaram maior diversidade
parasitdria e frequéncia superior a do presente estudo.
Por outro lado, os resultados obtidos aproximam-se dos
de Mesquita et al*®, que evidenciaram dois grupos de
parasitos e frequéncia de contaminagdo parasitaria em
6,6 % das amostras de hortalicas estudadas.

Guimardes et al** sugerem que a variagao no tipo ou
na frequéncia de parasitos intestinais em hortalicas, quando
se comparam diversos estudos, é explicada, em parte, pela
localidade do estudo, pelos tipos de hortalicas utilizados e
até pela metodologia empregada no exame parasitologico.
Montanher et al** associaram a positividade em alfaces
a utilizacdo de agua de irrigacdo contaminada. No caso
da alface crespa, a estrutura compacta, com multiplas
folhas e configuragao ondulada, favorece maior fixacdo de
estruturas parasitarias, conferindo resisténcia aos processos
de higieniza¢do®>”. Por outro lado, Melo et al’ atribuem
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estas diferencas de contaminacio ao clima. O indice de
contaminagdo das hortalicas, segundo Cantos et al’, pode
ser influenciado por seu acondicionamento e transporte,
geralmente em veiculos abertos, tornando-as susceptiveis a
contaminagio fecal pela agdo do vento, por exemplo.

Os resultados obtidos demonstram elevada
contaminagdo por organismos em vida livre nas amostras
analisadas. Noventa e sete amostras apresentaram
formas evolutivas de nematdides em vida livre ou
de artropodes, sendo que em doze destas observou-
se associacdo de formas evolutivas de parasitos aos
contaminantes. Entretanto, sabe-se que tais agentes
bioldgicos apresentam baixo risco de infec¢do para o
hospedeiro humano. Esta contaminagdo nas amostras
dos dois bairros pode refletir, para as amostras de cultivo
tradicional, estreito contato com o solo, o que favorece
a veiculagdo de formas evolutivas de helmintos que
naturalmente vivem neste ambiente*. Nas amostras de
cultivo hidroponico, Neres et al'* atribuem a presenca de
contaminantes a uma forma inadequada de cultivo ou
a condicdo higiénica insatisfatoria da agua utilizada na
irrigacdo, principalmente na forma de solugdo nutritiva.
No presente estudo, por ndo ser exatamente conhecido
o local de produgéo, ndo foi possivel determinar com
certeza a fonte de contaminagao das alfaces hidroponicas.

O encontro de elevada frequéncia de organismos
em vida livre concorda com os resultados obtidos por
Guimaraes et al*?, que estudaram 120 amostras de alfaces
no municipio de Lavras (MG), e com os de Santana et
al', que analisaram 180 amostras de alfaces, de cultivos
hidroponico, tradicional e organico, no municipio de
Salvador (BA). Ambos os estudos obtiveram presenca
de contaminantes em todas as amostras. A frequéncia de
contaminagao obtida também foi superior a de Ferro et al®,
que evidenciaram organismos em vida livre em 71 % de 100
amostras de alfaces no municipio de Tangara da Serra (MT).
Por outro lado, esta foi inferior a obtida por Mesquita et al**,
em 128 hortalicas (96,1 %), comercializadas em Niterdi (R])
e no Rio de Janeiro (R]). A detec¢do destes contaminantes
demonstram a sensibilidade das técnicas utilizadas para o
encontro de formas evolutivas de helmintos, protozoarios e
artropodes, como sugerido por Mesquita et al*®. A presen¢a
desse tipo de contaminacido indica qualidade higiénica
insatisfatoria das alfaces comercializadas nas feiras livres.

Considerando o tipo de cultivo, as alfaces
hidroponicas apresentaram frequéncia de contaminagéo
similar, ndo havendo diferenca estatisticamente
significativa entre as amostras estudadas, tanto por
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parasitos de importancia médico-veterinaria como
por organismos em vida livre, quando comparadas
com as de cultivo tradicional. Este resultado discorda
dos obtidos por Neres et al', que evidenciaram alfaces
hidroponicas com maior frequéncia de contaminagio,
associada pelos autores a contaminagao da agua utilizada
na produgdo, e de Santana et al', que encontraram alfaces
hidroponicas com menor frequéncia de contaminagio,
quando comparadas com alfaces de cultivos tradicional e
organico, associando o resultado encontrado ao ambiente
sanitdrio onde sdo cultivadas.

O cultivo hidropénico, pela prépria forma de
manejo, apresenta menor possibilidade de contaminagdes
ambiental e humana, quando confrontado com o cultivo
tradicional. Santana et al' afirmam que a presenga de
contaminantes em amostras de cultivo hidroponico ¢é
injustificavel, estando a positividade associada a condigdo
higiénico-sanitaria inadequada da agua de irrigagdo,
que se mistura aos nutrientes utilizados no cultivo das
hortalicas.

A observagio de frequéncia similar de
contaminagdo entre as alfaces hidroponicas e de cultivo
tradicional, sem diferenca significativa (p=0,344), pode
ter sido devido a praticas inadequadas realizadas pelos
comerciantes no processo de exposi¢do nas duas feiras
estudadas. Estas agdes podem propiciar o contato
direto entre os diversos produtos comercializados na
mesma barraca ou submeté-los a condi¢des similares de
contaminagdo por meio da agua utilizada pelo feirante.
Outro fator que pode ter interferido na similaridade
de contaminagdo é a origem comum das hortalicas,
pois segundo informacoes dos feirantes das duas feiras,
todas eram oriundas de Teresopolis (R]). Falavigna et
al*> sugerem que o hdbito dos feirantes de imergir as
hortalicas em dgua antes de sua exposi¢do, para melhorar
sua aparéncia, pode favorecer sua contaminagao.
Ja Norberg et al®® relataram para a possibilidade de
contaminacdo devido a pratica de irrigacao, pelo método
de aspersao, realizada durante a exposi¢ao das hortalicas
nas feiras livres, ja que nesses locais o recipiente em que se
armazena a agua, muitas vezes nao tem higiene adequada
e a agua pode ser reutilizada. Tais agdes possibilitariam
a dispersdo de formas evolutivas de agentes bioldgicos
entre estes vegetais, independente do tipo de cultivo.

Nas amostras deste estudo, dentre os
organismos em vida livre, detectou-se maior
frequéncia de formas evolutivas de artrépodes,
seguido de larvas de nematdides. Montanher et al**

e Quadros et al”® também detectaram a presenca
de artréopodes em alfaces crespas. A contaminagio
por artrépodes foi mais frequente nas amostras
hidroponicas. Este resultado discorda dos de Santana
et al', que ndo evidenciaram artréopodes nas amostras
deste tipo de cultivo. Por sua vez, larvas de nematdides
também foram detectadas nas amostras estudadas por
Mesquita et al*®, estando tais estruturas ausentes nas
alfaces analisadas por Santana et al'.

Nao foi possivel identificar as espécies das formas
evolutivas de parasitos detectados no estudo. No caso
dos coccidios, eles encontravam-se nao esporulados
e em pequena quantidade, bem como em relagdo ao
cisto de amebideo. Os ovos encontrados apresentaram
tamanho médio de 56,7 + 11,7 pum x 34,5 + 4,8 pm. Essas
medidas foram menores do que as relacionadas aos ovos
de ancilostomideos que parasitam seres humanos, como
Ancylostoma duodenale (60 x 56 um), Necator americanus
(76 x 64 um) ou Ancylostoma ceylanicum (60 x 55 um)™,
e apresentaram tamanho maior do que os ovos de
nematdides em vida livre encontrados nas amostras, em
associacdo a fémeas com ovos em seu interior. Deve-
se ressaltar que a morfologia e o tamanho entre as
diversas espécies da superfamilia Ancylostomatoidea,
que infectam animais, dentre eles os seres humanos, sdo
bastante similares, o que impede a identificagdo correta
do nematoide®?, a qual na maioria das vezes s6 é possivel
pelo encontro de adultos. Outro elemento importante a
ser considerado é que existe uma variagao de tamanho
entre os ovos eliminados pelas fémeas de parasitos,
0 que pode determinar sobreposi¢io das medidas
morfométricas de ovos de espécies distintas.

A recuperac¢ao de formas evolutivas de parasitos
e de organismos em vida livre foi realizada por meio da
lavagem sistematizada das folhas, o que permite sugerir
que a correta higienizagdo destas poderia minimizar
ou mesmo eliminar o risco de infecgdo parasitaria,
associada a ingestao de hortalicas in natura. Esta pratica
é preconizada por Avcioglu et al®, que verificaram que
a lavagem de vegetais consumidos crus ndo s6 previne a
infec¢ao por helmintos, como reduz o risco de aquisi¢do
de bactérias patogénicas, que representam um problema
crescente nas nacoes desenvolvidas. Entretanto, falhas na
higieniza¢ao podem resultar em consumo de alimentos
contaminados, como foi evidenciado por Paula et al*,
que detectaram positividade em 6,6 % das amostras de
alfaces processadas, disponibilizadas em restaurantes
self-service, do municipio de Niteroi (R]).
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CONCLUSAO

O tipo de cultivo das hortalicas ndo interferiu

na frequéncia de formas evolutivas de parasitos ou de
contaminantes bioldgicos em vida livre. As amostras
apresentaram baixa frequéncia de formas evolutivas de
parasitos, representando pequeno risco epidemioldgico

na

transmissdo de enteroparasitoses. Sob a analise

microscopica, a qualidade das alfaces foi considerada
insatisfatdria, o que evidencia a importancia da utilizagdo
de praticas de higieniza¢ao adequadas antes do consumo.
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RESUMO

Indmeros agentes quimicos (dlcoois, ioddforos, clorexidina, etc.) sio utilizados em laboratorios e
industrias. Ao contrario dos desinfetantes, ndo ha padroes e critérios especificos para avaliar a atividade
de antissépticos. Neste trabalho foi estudada a atividade antimicrobiana de antissépticos, utilizando-se o
ensaio Time Kill (Hobson & Bolsen), que avalia a populagdo de micro-organismos aerébios em periodo de
tempo especifico, diante de agentes antimicrobianos. Foram avaliadas duas metodologias de recuperagio
dos micro-organismos: filtragdo por membrana e semeadura em profundidade. A filtragdo por membrana
foi menos sensivel. A semeadura em profundidade demonstrou maior sensibilidade com maior contagem
de coldnias. De 25 amostras de produtos, os antissépticos a base de digluconato de clorexidina foram
insatisfatorios e ineficazes para todas as cepas de micro-organismos de referéncia, correspondendo a 20
% das amostras analisadas. Estes produtos apresentaram-se satisfatorios frente as cepas de origem clinica.
Portanto, estes produtos devem ser utilizados com cautela e estudos adicionais sdo necessarios, pois sao
escassas as informacdes sobre sua eficicia. Os dados deste estudo poderdo auxiliar as agdes de vigilancia
sanitdria e de satde publica na elaboracdo de futuras legislagdes, pois estes produtos sio encontrados no
comércio, mas sem seguir nenhuma legislacio especifica.

Palavras-chave. atividade antimicrobiana, antisséptico, tempo de morte, neutralizagio.

ABSTRACT

Many chemicals (alcohol, iodophor, chlorhexidine, etc) are used in laboratories and industries. Unlike
disinfectants, no specific norms and criteria have been standardized for evaluating the antiseptics activity.
This study analyzed the antimicrobial activity of antiseptics using Time Kill Test (Hobson & Bolsen).
This assay assessed the evolution of a population of aerobic microorganisms in a specific period of
time when tested against antimicrobial agents. Two different recovery methodologies were evaluated:
membrane filtration and pour plate technique The membrane filtration assay was less sensitive. Pour plate
technique showed high sensitivity with high colonies counts. Of 25 samples of products analyzed, only
the chlorhexidine digluconate-based antiseptics were unsatisfactory, showing no efficacy on all reference
micro-organisms strains, and corresponded to 20 % of analyzed samples. However, they were efficacious
against clinical strains. Therefore, these products should be used with caution and further studies are
needed, as data on its efficacy have still been scarce. These findings might give support to the health
surveillance and public health in establishing the future legislation, as these products have been available
on the market, but without following any specific legislation.

Keywords. antimicrobial activities, antiseptic, time kill, neutralization.
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INTRODUCAO

Assepsia é o conjunto de medidas adotadas
para impedir a introdugdo de agentes patogénicos no
organismo e no ambiente e inclui procedimentos de
antissepsia, desinfeccdo e esterilizagdo'. A antissepsia
consiste na utilizagdo de produtos (microbiocidas ou
microbiostaticos) sobre a pele ou mucosa com o objetivo
de reduzir os micro-organismos existentes, e tais produtos
sao classificados como antissépticos. Na assisténcia a
saude, sua principal funcao é o preparo da pele, como
higieniza¢ao das maos e antes de alguns procedimentos®.

Estudos realizados na Europa em pacientes de
UTIs demonstraram que os micro-organismos mais
encontrados foram as enterobactérias, seguidas pela
P aeruginosa. No Brasil, também ¢é possivel observar a
ocorréncia de Pseudomonas aeruginosa multirresistente
em diferentes hospitais do Rio de Janeiro®™.

O Ministério de Saude define infec¢ao hospitalar
como aquela adquirida apds a admissdo do paciente
e cuja manifestacdo ocorre durante a internagio e em
decorréncia de procedimentos hospitalares®. Também a
Lei 8.080, de 19 de setembro de 19909, estabelece como
objetivo e atribui¢do do Sistema Unico de Saude (SUS),
“onde estdo incluidas também agdes de prevencdo de
infeccbes™.

Muitos antissépticos se mostram mais eficazes
em bactérias Gram-positivas do que em Gram-
negativas, embora esta diferenga nao seja tdo clara
como na atividade dos antibiéticos, de um modo geral,
antissépticos e desinfetantes devem ser usados quando ha
estudos cientificos que demonstrem beneficio ou quando
existe uma forte justificativa tedrica para a utilizagdo de
germicidas®’.

Um namero consideravel de agentes quimicos
¢ utilizado tanto em laboratérios quanto nos
estabelecimentos de saude e nas industrias, incluindo
alcoois, iodoforos, fendis sintéticos e compostos
quaterndrios de amonio, clorexidina entre outros.
Entretanto, ndo existe um antisséptico que atenda a
todas as situacdes e necessidades encontradas, sendo
preciso conhecer as caracteristicas de cada um para que
se tenham subsidios suficientes que permitam a escolha
correta do produto, evitando custos excessivos e uso
inadequado™.

Um antisséptico ideal deve ser capaz de destruir
a forma vegetativa de todos os micro-organismos
patogénicos, requerer tempo limitado de exposi¢do

e ser eficaz em temperatura ambiente, além de ndo
ser corrosivo, apresentar baixa toxicidade para seres
humanos e ser de baixo custo. O grau de seletividade
para os agentes antissépticos pode variar, dependendo
dos tecidos com os quais entram em contato''.

Os varios antissépticos e desinfetantes podem
ser classificados de acordo com seu mecanismo de agido:
agentes que desnaturam as proteinas; agentes que causam
lise osmotica da célula; e agentes que interferem em
processos metabdlicos especificos levando a morte do
micro-organismo*’.

A clorexidina possui ampla atividade
antimicrobiana, porém inativa os micro-organismos
numa taxa muito mais lenta do que a do dlcool etilico.
Sua atividade persiste, embora sua eficacia seja reduzida
por materiais organicos e altos valores de pH'.

Os alcoois (etilico, etanol, isopropanol)
possuem excelente atividade contra todos os grupos
de micro-organismos, exceto os esporos, e possuem
baixa toxicidade, embora tenham tendéncia a ressecar a
superficie da pele, devido a remogao dos lipidios. Além
disso, ndo possuem atividade residual e sdo ativados por
matéria organica. Por conseguinte, é necessario limpar a
superficie da pele antes da aplica¢do do alcool”.

O iodo penetra rapidamente através da parede
celular do micro-organismo. Seu efeito letal é atribuido a
inativacao de proteinas e acidos nucleicos interferindo de
modo letal nos processos de sintese de proteinas™.

Atualmente, a Resolu¢io RDC n° 42 de 2010,
torna publica a proposta de resolugdo “Diretrizes para
Disponibilizagdo de Preparagido Alcoodlica para Fricgdo
Antisséptica das Maos pelos Servi¢os de Satde” Essa
portaria tem o objetivo de executar e promover a
higienizagdo das maos nos servigos de saide por meio de
preparagdes alcodlicas, previstas na Alianga Mundial para a
seguranga do paciente, com o intuito de prevenir e controlar
as infeccdes relacionadas a assisténcia a saude, visando a
seguranga do paciente e dos profissionais de saude™.

Solugoes diluidas de iodo possuem atividade
mais rapida do que a das concentradas. A razdo para tal
ainda ndo estd totalmente esclarecida, mas foi sugerido
que a diluigdo do PVP-I resulta no enfraquecimento da
ligagdo do iodo com o polimero carreador, aumentando a
concentracdo de iodo na solugdo. Assim, o iodéforo deve
ser adequadamente diluido para alcancar a atividade
antimicrobiana'®.

Os compostos fenodlicos exercem atividade
antimicrobiana lesando as membranas plasmaticas,
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inativando as enzimas e desnaturando as proteinas.
Os compostos de amodnio quaterndrio sao fortemente
bactericidas contra as bactérias Gram-positivas e um
pouco menos ativos contra as bactérias Gram-negativas'.

O controle da qualidade dos desinfetantes e
antissépticos envolve analises quimicas, toxicoldgicas
e microbioldgicas do rétulo. A analise microbiologica
tem como objetivo comprovar a eficicia do produto
para a finalidade a que se destina. Para avaliar a eficacia
de desinfetantes, metodologias especificas foram
estabelecidas (exemplos: Association of Official Analytical
Chemists - AOAC, European Standards - EN), em que é
recomendado o uso de micro-organismos de referéncia.
No caso dos antissépticos, apesar da inexisténcia de
metodologia oficial para produtos pronto-uso, também
sao utilizadas cepas de referéncia nos ensaios'®.

Existem varios métodos para avaliagdo da
atividade antimicrobiana de produtos antissépticos,
dentre eles o protocolo do FDA, que inclui ensaios frente
a: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e Candida albicans. Na Europa,
o Comité Europeu de Normaliza¢ido estabeleceu
diversos métodos, sendo que a EN 1040'” é preliminar
e as demais sdo especificas para lavagem higiénica e
escovagao cirurgica das maos, desde preliminares até
praticos, aplicaveis em sua maioria a produtos para
serem utilizados diluidos'® .

A atividade in vitro de um agente antimicrobiano
perante um determinado micro-organismo pode ser
medida quantitativamente por métodos de diluicdo em
meio de cultura liquido ou sélido. O resultado final ¢é
influenciado de maneira significativa pela metodologia,
que deve ser cuidadosamente controlada para se obterem
resultados reprodutiveis (intra e interlaboratério). Assim
sendo, como no Brasil sio comercializados diferentes
tipos de antissépticos, é importante avaliar a qualidade
dos produtos por meio de testes laboratoriais.

Uma das técnicas disponiveis é conhecida como
Time Kill (Tempo de Morte). Nesta, uma dilui¢ao do
produto-teste é colocada em contato com uma populagdo
conhecida de micro-organismos por um tempo de
exposic¢do especifico a uma determinada temperatura. A
atividade do produto de ensaio é inibida em intervalos
na amostragem especificada com uma técnica de
neutralizagdo (diluigdo, agentes quimicos ou outras)
adequada e os micro-organismos sobreviventes contados.

O Guia Standard de Avaliagdo da Atividade
Antimicrobiana cita este ensaio. Trata-se do
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Procedimento de Estudo Teste ASTM E2315 Time Kill, no
qual é avaliada a evolugdo de uma populagio de micro-
organismos aerdbios num periodo de tempo especifico,
quando testado frente a agentes antimicrobianos. Outros
autores também descrevem técnicas semelhantes ao
Time Kill como Hobson e Bolsen" que se baseiam em
recomendagdes do FDA. A principal finalidade desse
teste é avaliar a redu¢do da populagio microbiana de
ensaio depois de ter sido exposto a produtos de teste®.

Além da caracterizacao da amplitude do espectro
de micro-organismos contra os quais o antimicrobiano
é eficaz, o teste do tempo de morte também deve ser um
dos critérios utilizados para caracterizar os produtos. O
produto antisséptico é testado sobre o tempo e o niimero
de micro-organismos sobreviventes determinados pela
contagem direta. A curva de morte gerada deve mostrar
a redugdo microbiana no intervalo de tempo do uso
previsto do produto antimicrobiano”".

Outros métodos utilizados pela comunidade
europeia sdo baseados na capacidade dos produtos para
reduzir a populagdao microbiana. Por esses protocolos, os
produtos devem atender a eficacia padrao: redugao de
99,999 % na contagem de organismos no tempo estipulado
pela técnica ou no tempo de contato recomendado pelo
fabricante®.

O objetivo desse estudo ¢é avaliar a atividade
antimicrobiana, pelo estudo in vitro de produtos
antissépticos a base de iodopolividona, digluconato
de clorhexidrina, cloreto de benzalconico, triclosano,
determinando para uma dada concentragio de cada
material-teste o tempo de exposi¢do necessario para
eliminar completamente o crescimento dos organismos
especificos incluidos no teste. O teste seguiu a norma
ASTM E 2315 tempo de morte descrito por Hobson e
Bolsen".

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas vinte e cinco amostras
comerciais das preparagbes a base de PVP-I sol
degermante (iodopolividona 1 %), digluconato de
clorhexidrina 0,2 %, 1 % e 4 %, nordexidina 0,5 % e 1 %,
cloreto de benzalconico 1 %, triclosano 0,2 %, 0,5 % e 1 %.
A solugao de etanol a 70 % serviu como controle positivo
e a solugao de etanol a 35 % como controle negativo.

Foram utilizados os seguintes micro-organismos
de referéncia cedidos pela Cole¢ao de Micro-organismos
de Referéncia em Vigilancia Sanitaria (CMRVS) do
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INCQS/FIOCRUZ: Pseudomonas aeruginosa INCQS
00025 (ATCC 15442), Staphylococcus aureus INCQS
00039 (ATCC 6538), Escherichia coli INCQS 00032
(ATCC 11229), Candida albicans INCQS 40006 (ATCC
10231). Foram incluidas também cepas de origem clinica,
cedidas pela CMRVS de S. aureus e de P. aeruginosa
isoladas de portador siao e material clinico incluindo
processos infecciosos em membros inferiores, urina e
hemocultura.

Os indculos foram preparados a partir de
culturas de 24 horas em caldo caseina soja. Foram
preparadas suspensdes em solugao de cloreto de sddio a
0,85 % estéril, diluindo até se obter turbidez equivalente a
0,5-McFarland ou 10* UFC/mL. Preparagdo das solugoes
de ensaio: os produtos antissépticos foram diluidos a 1:10
e também foram testados sem diluicdo. Foi utilizada a
técnica baseada na descricdo de Hobson e Bolsen®.

A 99 mlL da solugdo-teste 1:10 (1 mL da amostra +
9 mL do diluente) e também do produto sem dilui¢ao foi
adicionado 1mL da suspensdo-teste (micro-organismo a
aproximadamente 10°® UFC/mL). Imediatamente
em cada tempo designado (0, 3, 6, 9, 12, 15, 20 e 30
minutos), foram retirados 3 mL da mistura (solucido
teste do antisséptico + suspensdo do micro-organismo) e
inoculados na porg¢ao de 1 mL em tubos contendo caldo
Mueller Hinton, em triplicata. Aliquotas de 1 mL foram
retiradas dos tubos com caldo Mueller Hinton, sendo
uma aliquota semeada em Agar Mueller Hinton fundido
e conservado a temperatura de aproximadamente 50 °C,
semeado em profundidade e as outras duas aliquotas
foram submetidas a filtragdo por membrana em filtro de
acetato de celulose com porosidade de 0,45 um. A seguir,
as membranas foram colocadas sobre a superficie de
Agar Mueller Hinton em placa. Foi realizado o mesmo
procedimento para todos tempos de contato. As placas e
os tubos foram incubados a temperatura de 35 + 2 °C por
24/48 horas. Apds o periodo de incubagao, foi verificado
o crescimento microbiano.

Controles: Foi adicionado 1 mL dos micro-organismos
teste da suspensdo 0,5-McFarland (aproximadamente
102 UFC/mL) diluido até 10 em cinco tubos contendo
a solucdo teste e caldo Mueller Hinton modificado
(com 1 mL de polisorbato 80 e 1 mL de lecitina de
soja); imediatamente foi plaqueado metade do volume
dos tubos no tempo zero (T)) em duplicata e metade
ap6s 30 minutos (T,)) em duplicata. Em seguida foram
incubados, e registrados o nimero de UFC/mL.

Critérios de aceitacdo: Os produtos foram
considerados antissépticos satisfatorios quando nao
ocorreu crescimento microbiano nos tempos de 3, 6,
9, 12, 15, 20 e 30 minutos e os controles mostraram
crescimento tanto na presenca quanto na auséncia da
amostra.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas 35 amostras a base de: alcool
etilico 70 % (A70%1, A70%2, A70%3, A70%4, A70%5);
alcool etilico 35 % (B35%1, B35%2, B35%3, B35%4,
B35%5); PVP-I solugdo degermante 1 % (C1%1, C1%2,
C1%3, Cl1%4, Cl1%5); digluconato de clorexidrina
(D0,2%1, D0,2%2, D1%3, D1%4, D4%5); nordexidina
(E0,5%1, EO0,5%2, E1%3, E1%4, E1%5); cloreto de
benzalconico (F1%1, F1%2, F1%3, F1%4, F1%5) e
triclosano (G0,2%1, G0,5%2, G1%3, G1%4, G1%5). A
Tabela 1 apresenta os resultados da avaliagdo da atividade
antimicrobiana dos antissépticos estudados, para as cepas
de referéncia e as cepas clinicas.

Observa-se que as amostras a base de etanol a 35 %
e de digluconato de clorexidina foram insatisfatorias para
todas as cepas de micro-organismos de referéncia, porém
apresentaram-se satisfatorias diante das cepas de origem
clinica. Assim, das 25 amostras de produtos comerciais
estudadas, 20 % foram insatisfatorias (Tabela 1).

Os resultados obtidos mostraram que os
produtos possuem atividade antimicrobiana frente aos
patogenos testados, com exce¢do das amostras a base de
digluconato de clorexidina, que em todas as fases do teste
apresentou crescimento microbiano, quando avaliadas
em comparagao as cepas de referéncia.

Os produtos a base de clorexidina e a solu¢ao de
etanola35 %, como foram insatisfatdrios, proporcionaram
uma avaliacdo da técnica de recuperacdo dos micro-
organismos sobreviventes por meio de semeadura em
profundidade e por filtragio em membrana. A Figura 1
mostra os resultados dos ensaios realizados com as cepas
de P aeruginosa. Podemos observar que o método de
semeadura em profundidade permitiu a recuperagao de
um nimero maijor de micro-organismos.

Devido a importancia das IRAS e da necessidade
de medidas preventivas eficazes, a Portaria 2616/1998%
estabelece as diretrizes e normas para prevengio e
controle das infec¢des hospitalares, incluindo, em
seu Anexo V, uma relacio de principios ativos nio
recomendados para a finalidade de antissepsia, mas
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Tabela 1. Atividade antimicrobiana de produtos antissépticos frente a cepas de referéncia e cepas clinicas por técnica de Time Kill

S. aureus P. aeruginosa E. coli C. albicans St G @ty
ATCC 6538 ATCC 15442 ATCC 1122 ATCC 10231 : Controles
Amostrasde  [NCGS00039  INCQS00025  INCQS900032  INCQS40006 O “urews  Faeruginosa

PR Direto/ Direto/ Direto/ Direto/ Direto/ Direto/ Direto/

Diluido Diluido Diluido Diluido Diluido Diluido Diluido
A 70%]1 S/ S/ S/ S/ S/ S/ +/
A 70%2 =S/ S/ S/ S/ S/ S/ +/
A 70%3 S/ S/ S/ S/ S/ S/ +/
A 70%4 S/ S/ S/ S/ S/ S/ + /
A 70%5 S/ S/ S/ S/ S/ S/ +/
B 35%1 I/ I/ I/ I/ I/ I/ +
B 35%2 I/ I/ I/ I/ I/ I/ +/
B 35%3 I/ 1/ 1/ I/ I/ I/ + /
B 35%4 I/ I/ I/ I/ I/ I/ +/
B 35%5 I/ I/ I/ I/ I/ I/ + /
C1%1 SS SS NN SS SS SS + +
C1%2 SES SRS SRS SES SES SES A
C 1%3 SS SS NN SS SS NN + +
Cl1%4 S S S S SS SRS S S SRS + +
C 1%5 SS SS SS SS SS SS + +
D 0,2%1 11 I1I Il Il SS SES WA
D 0,2%2 11 11 II Il SS SS + +
D 1%3 11 I1I Il I'I SES SES A
D 1%4 11 11 Il Il SS SS + +
D 4%5 11 I1I Il I SS SS o
E0,5% 1 SS SS SS SS NN SS + +
E 0,5%2 S S SS SS SS S S S S + +
E 1%3 SS S S N SS SS SS + +
E1% 4 SES SRS SRS SES SES SES A
E1%5 SS SS SS SS SS SS + +
F 1%]1 S S SS S S SRS S S SRS + +
F 1%2 SS SS SS SS NN SS + +
F 1%3 S S SS SS SS S S S S + +
F 1%4 SS SS SS SS SS SS + +
F1%5 SES SRS SRS SES SES SES o
G 0,2%1 SS SS SS SS SS SS + +
G 0,5% 2 S S SS S S SRS S S SRS + +
G1%3 SS SS SS SS NN SS + +
G 1%4 S S SS SS S S S S SS + +
G 1%5 SS SS SS SS SS SS + +

S: Satisfatorio; I: Insatisfatorio; + Presenca de crescimento; /:Nao realizado; A: dlcool etilico 70 %;
B: dlcool etilico 35 %; C: PVP-I solugdo degermante; D: digluconato de clorhexidrina; E: nordexidina; F: cloreto de benzalconico; G: triclosanol %
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ndo hd men¢ao aos recomendados para uso em seres
humanos. Em tal legislacao também é possivel constatar
o fato da inexisténcia de uma regulamentagdo especifica
com uma metodologia para o controle da eficicia de
antissépticos em geral.

A clorexidina foi aprovada para o uso em escovas
cirurgicas em meados dos anos 1970, e como colutério
a 0,12 %, no final da década 1980. No entanto, hoje ja
se encontram produtos mais eficientes. Nao ha relatos
da eficacia deste produto como solucao topica até o
momento. Apesar da clorexidina possuir ampla atividade
antimicrobiana, a inativacao dos micro-organismos
ocorre muito mais lentamente quando comparada com
o alcool, nao sendo considerada eficiente para inativar
micro-organismos Gram-negativos, mas apresentando
uma maior eficacia contra bactérias Gram-positivas".

O dlcool também esta entre os antissépticos
mais seguros, nao sé por possuir baixa toxicidade, mas
também pelo seu efeito microbicida rapido e por ser de
facil aplicagdo. Desta forma, prové rapida antissepsia em
procedimentos como pungdes venosas e ¢ excepcional
para higienizacdo das maos®.

A contaminagdo de solugdes antissépticas
ndo estd sendo, até o momento, associada a redugido
de susceptibilidade dos micro-organismos. Portanto,
qualquer que seja a molécula utilizada, os valores de
sua Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) devem ser
conhecidos para permitir que a dosagem correta seja
inferida para as necessidades de seu uso, e para que seja
diluida ouinativada adequadamente antes de seu descarte®.

Para que haja o emprego correto dos antissépticos,
do ponto de vista de custo e qualidade, é necessario que os
produtos adquiridos tenham registro na Anvisa, venham
acompanhados de certificado de analise do fabricante e
que, na utilizagdo, o estabelecimento disponha de um
responsavel farmacéutico para sua avaliagdo, aquisi¢ao e
manipulagdo®.

Atualmente a literatura existente sobre agentes
quimicos antimicrobianos utilizados em antissepsia ainda
se apresenta confusa e contraditdria, principalmente
pela falta de padroniza¢ao dos métodos de ensaio e,
consequentemente, pela diversidade de condigoes
experimentais'.

Considerando a missao do INCQS, que é a de
contribuir para a promog¢ao e recuperagdo da saude e
prevencdo de doengas, atuando como referéncia nacional
para as questOes cientificas e tecnoldgicas relativas ao

controle da qualidade de produtos, ambientes e servigos
vinculados a vigilancia sanitdria, é importante, como ja
ressaltado, o estabelecimento de métodos que possam
avaliar a qualidade dos produtos de interesse para a
saude, incluindo os antissépticos.

Pelos resultados obtidos foi possivel verificar que,
das 25 amostras comerciais avaliadas, apenas aquelas a
base de clorexidina apresentaram insatisfatoriedade para
o teste, ou seja, ndo foram capazes de destruir os micro-
organismos de referéncia em nenhuma das concentragdes
e em nenhum dos tempos de contato determinados pelo
procedimento.

Adicionalmente, foi avaliado o procedimento
de recuperagio dos micro-organismos sobreviventes,
no caso das amostras insatisfatorias. Assim, foram
utilizadas as técnicas de semeadura em profundidade e
filtracdo por membrana. Com base nos dados obtidos,
observamos que a técnica por filtra¢ao por membrana
mostrou-se menos sensivel, uma vez que o nimero de
coldnias foi menor do que o obtido pela semeadura em
profundidade, esta bem mais sensivel, possibilitando a
deteccdo de um maior nimero de colonias.

N2de Coldnias
@
o

& Direto Profundidade

Direto Filtragdo por membrana

2A 3A 4A Ty s, & Diluido Profundidade
5A 1B B 38 45
5B

Amostras
[ Diluido Filtragdo por membrana

Figura 1. Comparagao entre as amostras nao diluidas e nao diluidas
de dicluconato de clorexidina e dlcool etilico a 35 %, que apresentaram
presenga de P. aeruginosa, por semeadura em profundidade e filtragao
por membrana

Os antissépticos a base de digluconato de
clorexidina ndo foram capazes de inibir o crescimento
da P. aeruginosa ATCC 15442, INCQS 00025 e também
dos outros micro-organismos (com exce¢do daqueles
de origem clinica, que ndo apresentaram contagem).
Esse dado é preocupante por se tratar de produto
utilizado em ambiente hospitalar e pelo fato de P
aeruginosa ser um dos patdgenos mais frequentes em

231



Noébrega HN, Ferreira JAB, Romdo CMCPA, Capasso IRVF. Atividade antimicrobiana in vitro de produtos antissépticos por meio de

técnica time kill. Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2013; 72(3):226-33.

processos infecciosos de ambiente hospitalar®2. Os
demais produtos antissépticos apresentaram atividade
antimicrobiana nos tempos de contato empregados
frente as cepas de referéncia e as cepas clinicas.

Alguns trabalhos descrevem a contaminagao do
digluconato de clorexidina, como fonte comprovada de
surtos hospitalares. Ressalta-se a atividade dos produtos
antissépticos, inclusive em sua menor concentragio
0,1 %, como foi também observado por Reis et al, que
analisaram antissépticos a base de alcool etilico a 70 % e
PVPI e obtiveram resultados semelhantes aos das amostras
analisadas no presente estudo, utilizando as cepas de
referéncia.

Estudando a atividade de antissépticos por um
outro método Time Kill, testado apenas em relagdo a
cepa de Candida albicans, Atayese et al*® mostraram que
tais produtos foram menos efetivos diante deste micro-
organismo.

Entre todas as amostras de antissépticos testadas
no presente estudo, apenas aquelas a base de clorexidina
foram insatisfatérias quanto a inativagdo de micro-
organismos considerados patoldgicos. Apesar de se tratar
de um nimero baixo de amostras insatisfatorias, essa falha
poderia ter graves consequéncias em um hospital, onde
a assepsia é fator primordial para garantir a seguranca de
seus procedimentos de rotina. Entretanto, foi observado
que as cepas clinicas mostraram-se susceptiveis aos
produtos.

De um modo geral, um agente antimicrobiano
deve apresentar as condigoes ideais para que tenha
um amplo espectro de agdo: ser estavel em solu¢ao;
ser compativel quimica e biologicamente com outros
ingredientes da formula¢do; ser bem tolerado pelo
tecido humano; nao apresentar toxicidade em caso de
um emprego prolongado. Na realidade, de acordo com
Foster®, nenhum dos antissépticos usuais retine todas
estas caracteristicas, fato que deve ser cuidadosamente
avaliado  juntamente = com  as  caracteristicas
antimicrobianas destes produtos®.

Devido a sua alta resisténcia aos antimicrobianos,
as bactérias do género Pseudomonas, que também sdo
comuns no ambiente e muito resistentes a diversos
produtos quimicos, podendo até mesmo crescer em
alguns antissépticos®, ou ndo serem susceptiveis, como
foi o caso do digluconato de clorexidina, o que foi
comprovado neste trabalho.

Por se tratar de produtos que fazem parte de
programas de controle e preven¢do de infecgdes nos
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estabelecimentos de saude consideramos que o presente
estudo é inédito, pois todas as publicagdes relacionadas
discutem apenas a possivel relacdo da contaminagio com
surtos em estabelecimentos de saide; nao hd nesses estudos
nenhuma informagao sobre a atividade antisséptica medida
por testes como o Time Kill descrito por Hobson e Bolsen®.

As analises realizadas nos permitem inferir que
o teste Time Kill descrito por Hobson e Bolsen' foi
adequado para o estudo da atividade antimicrobiana in
vitro de produtos antissépticos. Os resultados deste estudo
trazem respostas para a pratica do uso de antissépticos,
que até o momento tem se mostrado apenas parcialmente
eficaz do ponto de vista cientifico. Além disso, o presente
trabalho aponta para a gravidade da inexisténcia de
uma legislagdo especifica. Podemos, portanto, afirmar
que a utiliza¢do dos produtos estudados no processo de
antissepsia é pratica e segura, agregando facilidades e
economia nas instituicoes de saude.

CONCLUSAO

Os produtos a base de dlcool etilico, PVP-I
solu¢do degermante iodopolividona, nordexidina, cloreto
de benzalcdnico e triclosano, mostraram resultado
satisfatorio frente as cepas clinicas e de referéncia.

O digluconato de clorexidrina, apesar de ser
menos toxico, niao mostrou atividade diante da P
aeruginosa e dos outros micro-organismos de referéncia.
Concluimos, portanto, que esse produto deve ser utilizado
com cautela e estudos adicionais sdo necessarios, apesar
de ter apresentado eficacia contra cepas clinicas.

A técnica de semeadura em profundidade
mostrou-se mais sensivel do que a de filtragio em
membrana para recuperacio de micro-organismos
sobreviventes apds o contato com os antissépticos.

Nosso estudo podera auxiliar as agdes de
vigilancia sanitaria e saude publica na elaboragao de
futuras legislacdes, uma vez que esses produtos sdo
encontrados no comércio, mas nao estio submetidos
a nenhuma legislacao especifica e nao existem dados
suficientes, até o momento, que atestem sua real eficacia.
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RESUMO

Os métodos microscopicos para detecgdo de Cryptosporidium e Giardia sdo dispendiosos e apresentam
reprodutibilidade variavel e baixa recupera¢do, porém a rigorosa padronizacdo da técnica e o controle
de qualidade nos testes de recuperagio permitem sua utilizagio em amostras ambientais. Neste estudo
foi determinada a sensibilidade do ELISA, analisando-se o limite de detec¢io. Ademais, foi verificada a
viabilidade de utiliza-lo como teste de triagem nos locais em que os métodos microscopicos foram aplicados
para confirmar a veiculagdo de oocistos e cistos integros, e que podem representar risco de transmissao
da criptosporidiose e\ou giardiase. Os limites de detec¢do foram altos: 98 cistos e 3.492 oocistos. Do total
de amostras ambientais analisadas, 20 % foram positivas para Cryptosporidium spp. e nenhuma para
Giardia spp.. Concluiu-se que ELISA nio apresenta sensibilidade adequada como teste de triagem para a
finalidade deste estudo, pois as amostras ambientais geralmente apresentam nimeros de cistos e oocistos
abaixo daqueles observados em amostras fecais infectadas, para as quais os kits de reagente ELISA foram
validados. Além disso, as dilui¢des das solugdes estoques dos cistos e oocistos em dgua destilada podem
ter resultado em condig¢des de reagdes desfavoraveis e ter influenciado na sensibilidade do ELISA.
Palavras-chave. Cryptosporidium spp., Giardia spp., ELISA, limite de detec¢ao.

ABSTRACT

The microscopic methods for detecting Cryptosporidium and Giardia are expensive, and a variable
reproducibility and a low recovery are found. Nevertheless, a rigorous technical standardization and a
quality control in the recovery testing give support to use them for analyzing the environmental samples.
This study determined the sensitivity of ELISA for analyzing Giardia spp. and Cryptosporidium spp.
in raw water samples. Also, it was investigated whether this assay could be used as a screening test for
detecting Giardia cysts and Cryptosporidium oocysts in raw water samples; and to deduce the potential
transmission of giardiasis and cryptosporidiosis from these specimens. The detection limits were high,
being 98 cysts and 3.492 oocysts. Of the analyzed environmental samples, 20 % showed ELISA positive
for Cryptosporidium spp., and none for Giardia spp.. Therefore, ELISA showed to be unsuitable to be
used as screening assay, because in the environmental samples usually occur a lower numbers of oocysts
and cysts than those regularly found in infected stool samples, for which these kits have been validated.
Furthermore, the dilutions prepared from the stock solutions of cysts and oocysts in distilled water could
have resulted in unfavorable reaction conditions, and it has affected the sensitivity of ELISA.

Keywords. Cryptosporidium spp., Giardia spp., ELISA, detection limits.
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INTRODUCAO

Cryptosporidium e Giardia sio protozoarios
patogénicos que parasitam o intestino do ser humano
causando infeccoes que variam desde assintomaticas até
doencas severas, podendo causar a morte, dependendo
do estado imunoldgico do individuo'.

Estes protozoarios sdo veiculados pela agua e
seus oocistos e cistos, além de resistirem ao tratamento
pelo cloro, desinfetante mais comumente utilizado
pelas Estacoes de Tratamento de Agua (ETAs)? podem
vencer as barreiras fisicas (filtracdo) destas instalacoes e
contaminarem a agua distribuida para a populagao’.

A pesquisa e o monitoramento destes parasitas
vém ganhando importancia nas tltimas décadas em funcao
dos surtos ocorridos ao redor do mundo e, no Brasil, a
publicagdo da Portaria n° 2.914, de 12 de dezembro de
2011, traz a obrigatoriedade deste monitoramento nos
mananciais que apresentarem médias geométricas anuais
de Escherichia coli superiores a 1.000/mL, devendo o
mesmo ser realizado por um periodo minimo de dois
anos’. Tal monitoramento é dificultado por questdes
metodoldgicas, pois os métodos atualmente disponiveis
para esta pesquisa sdo considerados caros, trabalhosos,
com reprodugdo variavel e baixa recuperagdo®®, mas a
rigorosa padronizagdo da técnica e a adogdo de testes de
recuperagao de cistos e oocistos nas amostras ambientais
possibilitam a obtengao de taxas de recuperagio aceitaveis
e a introducio dos mesmos na rotina dos laboratorios.

A metodologia imunoenzimatica (ELISA) vem
sendo utilizada como método alternativo para o diagndstico
de Cryptosporidium e Giardia por permitir a realizagdo
simultdnea de um grande nimero de andlises, tornando-
se um método importante para a investigagao de surtos e
estudos epidemioldgicos. Este método foi desenvolvido
para pesquisa de antigenos destes protozodrios em amostras
fecais, porém alguns autores vém tentando aplicd-lo
em amostras ambientais’. Ele se baseia na formacio do
complexo antigeno-anticorpo monoclonal imobilizado na
placa de ELISA e, apds a formagdo desse complexo, um
anticorpo policlonal (anticorpo detector) ligado a uma
enzima ¢ adicionado, o qual se liga a0 complexo antigeno-
anticorpo, formado anteriormente. A adi¢do de um substrato
para a enzima unida ao anticorpo policlonal desenvolve
uma coloragido que ¢ avaliada visualmente ou medida em
espectrofotdmetro, em determinado comprimento de onda.

O presente estudo procurou verificar a
viabilidade do método de ELISA ser aplicado como

teste de triagem, pois este consegue detectar também
antigenos de Cryptosporidium e Giardia livres e dispersos
na agua. Para tal, foi determinada a sensibilidade de
kits imunoenzimaticos comerciais para pesquisa de
Cryptosporidium spp. e Giardia spp. e pesquisada a
ocorréncia destes protozodrios em amostras de dgua
bruta de alguns municipios abrangidos pelo Grupo de
Vigilancia Sanitaria XV (GVS - XV) de Bauru, no estado
de Sao Paulo, Brasil. O teste de triagem seria utilizado
para indicar onde aplicar ensaio microscépico por
imunofluorescéncia, considerando que, em amostras
ambientais, as formas infectantes integras destes
protozoarios podem estar dispersas e, geralmente, em
quantidade bem inferior a das fezes.

MATERIAL E METODOS

Regiao de estudo

O GVS - XV compreende 38 municipios dos quais
dois tém captagdo de agua exclusivamente superficial,
nove contam com captagdo mista (rios e pogos/minas)
e os 27 restantes, captagdo subterraneas (pogos/minas).
Foram selecionados para o presente estudo cinco
municipios, sendo trés com capta¢do mista, um com
superficial eum com subterranea (minas). Outros critérios
foram estabelecidos para a escolha das cidades, como a
populagdo e a importincia econdmica regional (para os
de captagdo mista); tratamento convencional da dgua
(captagdo superficial e mista); tratamento por filtracao
(captagdo subterranea) e 6rgaos gestores do sistema de
abastecimento vinculados as respectivas prefeituras.

Coleta da amostra

Foram coletadas dez amostras de dgua bruta
em frascos de polietileno de 5 L, correspondendo duas
amostras para cada um dos cinco municipios estudados.
A primeira coleta foi realizada entre os meses de
agosto e setembro de 2006 (1* etapa — periodo seco) e
a segunda entre janeiro e fevereiro de 2007 (2* etapa -
periodo chuvoso), observando-se a média dos indices
pluviométricos destes municipios no periodo de 2001 a
2006.

Processamento da amostra

Foram filtrados 10 L de agua bruta, em membrana
de policarbonato de 293 mm de didmetro e 1 um de
porosidade, utilizando um sistema de filtragdo acoplado,
por meio de mangueiras, a uma bomba de pressao positiva.
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A eluicio foi realizada adicionando-se 120 mL da
solugdo de elui¢do (composta por Laureth a 10 %, Tris
1M, EDTA 0,5M e antifoam A) ao béquer contendo a
membrana, seguido pela agitagdo em agitador de Kline
por uma hora, com a rotagdo de 100 a 120 ciclos/minuto,
transferindo-se este volume para tubo conico de 250
mL. Foi realizado um segundo ciclo de agitagdo de 30
minutos ap6s a adicdo de mais 120 mL de solugdo de
elui¢do e complementada a limpeza da membrana com
massageamento por dois minutos, lavagem em banho de
ultrassom por dois minutos e novo massageamento. Este
segundo volume da solu¢do de eluicdo foi transferido
para o mesmo tubo conico utilizado inicialmente. A
concentragdo foi realizada por centrifugagdo em 1.100
X g, por 20 minutos, até a obtengdo do sedimento, e o
sobrenadante foi aspirado até o volume de 5 mL. Este
sedimento (amostra concentrada) foi utilizado na reaciao
imunoenzimatica (ELISA).

Método de ELISA

As reagdes de ELISA para a pesquisa de
Cryptosporidium e Giardia foram realizadas de
acordo com as instru¢des dos fabricantes dos Kkits,
respectivamente, kit Giardia II, marca TechLab, lote
0705031, e kit Cryptosporidium test marca TechLab, lote
1005046, ambos para 96 reagdes e custo de R$ 1.150,00
cada. Foram utilizados, em cada reagdo de ELISA, 50 pL
e 100 pL das amostras concentradas para a pesquisa de
Giardia e Cryptosporidium, respectivamente.

Para a interpretagio dos resultados foi
considerado o seguinte padrdo de leitura, preconizado
pelo fabricante dos kits — Leitora bicromatica (A= 450/620
nm): DO < 0,090 - reagdo negativa e DO > 0,090 - reagdo
positiva.

Local das analises

As analises foram realizadas na Secio de
Microscopia Alimentar do Nucleo de Ciéncias Quimicas
e Bromatoldgicas do Centro de Laboratério Regional de
Bauru.

Sensibilidade dos kits de ELISA

Para a determinacédo da sensibilidade dos kits de
ELISA, suspensoes estoques de Cryptosporidium parvum
genotipo bovino, adquiridas do Departamento de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Tridngulo
Mineiro e de Giardia duodenalis, adquiridas da Fundagéo
da Universidade Federal do Parand (FUNPAR), foram
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contadas em cAmara de Neubauer e realizadas diluicdes,
em agua destilada, de maneira que as aliquotas utilizadas
nas reagdes (100 e 50 pL, respectivamente) contivessem
um ndmero determinado e conhecido de oocistos e
cistos. Em seguida, a metodologia foi aplicada seguindo
os procedimentos das instrugdes dos fabricantes dos kits.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos testes de sensibilidade dos
Kits de ELISA para cistos e oocistos sao apresentados na
Tabela 1.

Pelos resultados obtidos, verificou-se que os
limites de deteccdo foram altos e, assim, somente em
aguas com altas densidades de cistos e oocistos seria
possivel encontrar os parasitas. Porém a concentragao
esperada para amostras ambientais é muito menor do
que a observada em amostras fecais, além disso, estes
protozoarios estariam, teoricamente, dispersos na dagua
do manancial, necessitando de concentragdo de grandes
volumes da amostra.

Segundo o fabricante do kit para pesquisa de
Cryptosporidium, sao necessarios 1.250 oocistos por
poco da placa de ELISA (em amostras fecais) para que
comece a ocorrer a positividade da reagcdo. Como no
presente estudo foi encontrado um numero muito
maior de oocistos para iniciar a positividade, novos
estudos devem ser realizados para verificar os fatores que
estariam provocando este resultado. Como os kits foram
desenvolvidos e validados para amostras fecais, um destes
fatores pode ter sido a dilui¢ao das solugdes estoques de
oocistos em agua destilada, o que pode ter provocado
condicoes desfavoraveis de reacdo e a interferéncia na
determinacdo do limite de deteccio.

Sales’ cita que, pelos resultados obtidos em seu
estudo, o método de ELISA poderia ser utilizado como
teste de triagem em amostras ambientais, porém, no
presente estudo, devido ao elevado limite de detec¢do e
ao pequeno numero de amostras ambientais estudadas,
esta conclusdo ficou prejudicada.

A vantagem da utiliza¢do do método de ELISA é
que 0s oocistos e cistos ndo precisam estar integros para
que haja positividade na reagdo. Os antigenos liberados
da parede desses protozoarios podem formar o complexo
antigeno-anticorpo e, assim, é possivel detectar os
parasitas, mesmo quando estes estejam degenerados pelo
estresse ambiental ou pelas injurias das diversas etapas
do método de isolamento (filtra¢ao, tratamento quimico
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Tabela 1. Valores de densidades 6pticas (DO) obtidas para suspensoes de cistos e oocistos de Giardia duodenalis e Cryptosporidium parvum e

resultados do teste ELISA

Suspensio ELISA Suspensao ELISA
estoque Cistos DO estoque Oocistos DO
de oocistos (**) inoculados 450/620 Resultados de oocistos (**) inoculados 450/620 Resultados

(X 0 e RSD) nm (X 0 e RSD) nm
X1, ol, RSD1 25 0,016 Negativo X5, 05, RSD5 809 0,006 Negativo
X2, 02, RSD2 51 0,044 Negativo X6, 06, RSD6 1117 0,014 Negativo
X3, 03, RSD3 74 0,044 Negativo X6, 06, RSD6 1552 0,031 Negativo
X4, 04, RSD4 98 0,196 Positivo X6, 06, RSD6 2060 0,036 Negativo
X4, 04, RSD4 98 0,189 Positivo X6, 06, RSD6 2540 0,050 Negativo
X2, 02, RSD2 103 0,126 Positivo X6, 06, RSD6 2540 0,052 Negativo
X4, 04, RSD4 118 0,292 Positivo X6, 06, RSD6 2940 0,042 Negativo
X4, 04, RSD4 118 0,282 Positivo X6, 06, RSD6 2940 0,061 Negativo
X4, 04, RSD4 147 0,373 Positivo X6, 06, RSD6 3492 0,100 Positivo
X4, 04, RSD4 147 0,356 Positivo X6, 06, RSD6 3492 0,151 Positivo
X4, 04, RSD4 196 0,412 Positivo X6, 06, RSD6 3725 0,151 Positivo
X2, 02, RSD2 206 0,285 Positivo X6, 06, RSD6 5587 0,152 Positivo
X3, 03, RSD3 247 0,142 Positivo X6, 06, RSD6 5587 0,171 Positivo
X1, o1, RSD1 250 0,132 Positivo X6, 06, RSD6 5587 0,097 Positivo

X = média o= desvio padrio RSD = desvio padrao relativo

(*) Giardia duodenalis: X1= 260.000; 01= 25.981; RSD1= 10,0 %
X2=124.000; 02= 18.422; RSD2= 14,9 %
X3=58.750; 03= 8.624; RSD3= 14,6 %
X4=47.143; 04=5.850; RSD4= 12,4 %

(**) Cryptosporidium parvum: X5= 422.500; 5= 30.822; RSD5=7,3 %
X6=223.500; 01=13.838; RSD= 6,2 %

e centrifuga¢do), o que ndo ocorre com os métodos
microscopicos, em que 0s 00cistos e cistos precisam
estar integros para serem considerados positivos na
observacao microscopica.

A Tabela 2 apresenta os resultados das amostras
de agua bruta coletada nos cinco municipios estudados.

Considerando-se como positivas as amostras que
apresentaram leituras de densidade dptica (DO) > 0,090,
obteve-se para Cryptosporidium 20 % de amostras positivas,
nos mananciais dos municipios V (1° etapa — periodo seco)
e III (2* etapa — periodo chuvoso). Quanto aos cistos de
Giardia, todas as amostras foram negativas pelo ELISA.

Nestecaso,0ensaiomicroscopico(monitoramento)
deveria ser realizado nestes municipios para verificar a
ocorréncia de oocistos integros, o que representaria um
risco em potencial para a saude da populagio.

Siddons et al*, a0 comparar resultados de amostras
inoculadas com oocistos, verificaram que ndo existe
uma concordancia entre os métodos microscdpicos e
imunoldgicos e atribuem isso ao fato de que este ultimo
pode detectar tanto oocistos integros quanto antigenos
livres e nao sofrer interferéncias dos residuos presentes nos
sedimentos das amostras ambientais apds sua concentragao.

Sales’ analisou 90 amostras de 4gua tratada,
utilizando coloragao histoquimica (Kinyoun) e métodos
imunoldgicos (ELISA e Imunofluorescéncia direta) para
a detecgdo de Cryptosporidium e encontrou 52,22 % das
amostras com estruturas dlcool-dcido resistentes, sendo
que 15,55 % das amostras foram confirmadas nos testes
imunoldgicos (13 amostras no teste de ELISA e 7 na
imunofluorescéncia). Verificou que houve uma correlagao
positiva entre o ELISA e a imunofluorescéncia, em que
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46,1 % das amostras positivas no ELISA foram positivas
com a imunofluorescéncia. Concluiu que a metodologia
imunoenzimatica ELISA poderia ser utilizada como teste
alternativo em amostras ambientais. No presente estudo,
devido ao pequeno nimero de amostras avaliadas, a
pequena porcentagem de amostras positivas e aos limites
de detecgao obtidos para estes parasitas, nao é possivel
afirmar com seguranga que este método pode ser aplicado
na detecgao destes protozoarios em amostras ambientais.

Tabela 2. Valores de densidade 6ptica (DO) obtidos pelo método de
ELISA para detec¢ao de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de
Giardia spp. em amostras de agua bruta

DO 450/620 nm
Municipios Periodo
Cryptosporidium Giardia
I Seco SR 0,069
II Seco 0,010 0,010
11 Seco 0,049 0,019
v Seco 0,010 0,014
\% Seco 0,117 0,028
I Chuvoso 0,085 0,014
11 Chuvoso 0,016 0,020
111 Chuvoso 0,112 0,011
v Chuvoso 0,089 0,060
A% Chuvoso 0,021 0,070

SR - Sem resultado

Michel e colaboradores compararam um teste de
aglutinagdo (co-agglutination test) com os métodos de
ELISA e Kinyoun para a confirmagéo de Cryptosporidium
em fezes, soro e amostras ambientais e, como resultado,
obtiveram que o teste de aglutinagdo e o ELISA detectaram
a presenga do parasita em amostras de dgua que foram
negativas na coloragao de Kinyoun, fato atribuido a baixa
concentragdo de oocistos (necessarios para positividade
em ensaios microscopicos) ou a presenga de antigenos
soltveis liberados da parede dos oocistos degenerados.
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CONCLUSAO

Concluiu-se que, devido aos altos limites de
deteccgao obtidos no presente estudo, o método de ELISA
ndo seria um bom teste de triagem para a pesquisa destes
protozoarios em aguas e que, emboraapresente limitagdes,
o método microscdpico preconizado pela Agéncia de
Prote¢do Ambiental dos Estados Unidos (USEPA 1623.1)
deve ser adotado para o monitoramento das amostras
ambientais, sendo também util a ferramenta de biologia
molecular (PCR) para o estudo da epidemiologia destes
parasitas.

REFERENCIAS

1. Franco RMB. Protozoarios de veiculagao hidrica: relevincia em
Saude Publica. Rev Panam Infectol. 2007;9(4):36-43.

Carey CM, Lee H, Trevors JT. Biology, persistence and detection
of Cryptosporidium parvum and Cryptosporidium hominis
oocysts. Water Res. 2004;38:818-62.

3. Brasil. Ministério da Satde. Portaria 2914, de 12 de dezembro
de 2011. Dispde sobre os procedimentos de controle e de
vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e
seu padrdao de potabilidade, Didrio Oficial [da] Republica
Federatica do Brasil, Brasilia, DF, 14 Dez 2011. Se¢ao I, p.39-
46.

4. Siddons CA, Chapman PA, Rush BA. Evaluation of an enzyme
immunoassay kit for detecting Cryptosporidium in feces and
environmental samples. ] Clin Pathol. 1992;45:479-82.

5. Cantusio Neto R. Ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium
spp. e cistos de Giardia spp. em diferentes pontos do processo
de tratamento de 4dgua [dissertagio de mestrado]. Campinas
(SP): Universidade Estadual de Campinas; 2004.

6.  Francy DS, Simmons OD, Ware MW, Granger EJ, Sobsey MD,
Schaefer FW. Effects of seeding procedures and water quality
on recovery of Cryptosporidium oocysts from stream water by
using U.S. Environmental Protection Agency Method 1623. Appl
Environm Microbiol. 2004;70(7):4118-28.

7. Sales TESM. Detecgio de enteroparasitas e organismos do
zooplancton em agua de consumo humano: risco a satide publica
[dissertagdo de mestrado]. Recife (PE): Universidade Federal de
Pernambuco; 2006.

8. Michel MY, Khalifa AM, Ibrahim JR. Detection of
Cryptosporidium parvum antigen by co-agglutination test and
ELISA. East Medit Health J. 2000;6(5/6):898-907.



BrIEF COMMUNICATION/ COMUNICAGAO BREVE

Microbiological quality of finger food and snacks

Qualidade microbioldgica de lanches e salgados

RIALA6/1570

Sarah Hwa In LEE™, Carlos Henrique CAMARGO", Elisingela de Souza MIRANDA', Ary
FERNANDES JUNIOR!, Vera Lucia Mores RALL!

*Enderego para correspondéncia: 'Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociéncias de Botucatu da UNESP
- Campus de Botucatu, Distrito de Rubido Junior, S/N. CEP: 18618-970, Botucatu/SP, Brasil. E-mail: sarah.hwa.in.lee@gmail.com
*Centro de Bacteriologia, Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP, Brasil.

Recebido: 13.03.2013 - Aceito para publicagdo: 06.08.2013

ABSTRACT

Although finger food is convenient, it may be easily contaminated from the stage of preparation to the
moment of consumption. This study aimed at evaluating the microbiological quality of finger food and
sandwiches sold in Botucatu - SP, Brazil, by following the standards established by the Brazilian Health
Surveillance Agency, ANVISA. The analysis was conducted according to APHA. A hundred and twenty-
two samples of meat, chicken, shrimp, cheese, and vegetable finger food and sandwiches were tested from
August 2008 to March 2009. Seventeen (13.9 %) samples of meat, cheese, vegetables and chicken were in
disagreement with the ANVISA standards — some of them in more than one parameter. High counting
of thermotolerant coliforms and coagulase-positive staphylococci were found in ten (8.2 %) and eight
(6.5 %) samples, respectively. Salmonella spp. was detected in two samples (1.6 %). No Bacillus cereus and
sulfite-reducing clostridia were isolated. Although only 10 samples (8.2 %) showed pathogenic bacteria
contamination, these results are relevant, since they indicate that the population is generally exposed
to risks of acquiring foodborne diseases. Thus, the sanitary authorities might implement actions for
supervising the quality of the food sold in Botucatu, and to strengthen the food sellers to improve the
hygienic conditions and be aware of the risks of food contamination.

Keywords. food quality, finger food, CPS, pathogenic bacteria, ready-to-eat food, snacks

RESUMO

Neste trabalho foi avaliada a qualidade microbioldgica de salgados e sanduiches comercializados em
Botucatu-SP, seguindo-se a legislagdo em vigor. As andlises foram realizadas de acordo com APHA. Foram
analisadas 122 amostras de salgados de carne, frango, camario, queijo e vegetais, e sanduiches no periodo
de agosto/2008 a margo/2009. Dezessete (13,9 %) amostras de carne, queijo, vegetais e frango, e em algumas
em mais de um pardmetro, estavam em desacordo com a legislagdo em vigor. Foram detectadas elevadas
contagens de coliformes termotolerantes e estafilococos coagulase-positiva, respectivamente, em dez (8,2 %)
e oito (6,5 %) amostras. Salmonella spp. foi isolada em duas amostras (1,6 %). As contagens de Bacillus cereus
e de Clostridio Sulfito Redutor ndo ultrapassaram os padroes da legislacdo. A maioria dos salgados mostrou
resultados dentro dos padrdes estabelecidos pela legislagdo. A presenca de bactérias patogénicas como
S. aureus e Salmonella spp. foi demonstrada em 10 amostras (8,2 %); e este resultado é relevante, pois indica
que a populagio estd exposta a riscos de doencas veiculadas por alimentos. Torna-se necessério colocar
em pratica a vigildncia dos alimentos comercializados em Botucatu, incentivar a melhoria de condigoes
de higiene pelos comerciantes, e ter ciéncia dos riscos e das implicagdes da contaminag¢do microbioldgica
dos alimentos.

Palavras-chave. qualidade de alimentos, lanches, ECP, bactérias patogénicas, alimentos prontos para
consumo, salgados.
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INTRODUCTION

The choice for quick meals out of the house
was stimulated by the insertion of women into labor
market and by the lack of time either to go home to
eat or to prepare a meal. This situation resulted in an
increased number of people who eat snacks or fast food
commercialized near their employment place.

Microbiological contamination may come from the
raw food or occur at preparation, storage or the moment
of consumption. Eggs, chicken and meat are the most
commonly contaminated foods'. During preparation,
cross-contamination can occur either due to the use of
poorly sanitized kitchenware or kitchen equipment, or due
to negligence or ignorance of the food handler regarding
the use of gloves or mob-caps, hand asepsis, and good
handling practices. Transmission of enteric pathogens and
other microbial hazards to ready-to-eat foods through air,
contaminated utensils and food contact surfaces has also
been widely reported, so attention should be paid to food
hygiene and compliance with the Hazard Analysis and
Critical Control Points (HACCP) system in order to prevent
foodborne illness outbreaks™.

Contamination with microbes or their toxins is a
particularly important problem, causing at least 48 million
illnesses annually in the United States and, likely, hundreds of
millions globally®. It is known that often the causative agent of
foodborne diseases is not identified*. In addition, it is known
that outbreak cases are underestimated, because most cases
are not notified to the Brazilian health authorities. Some
outbreaks, however, were sporadically reported in Brazil*®.

Besides the natives, Botucatu receives about
550 new students every year, due to the presence of a
university. Almost all of these students live in Fraternity
or Sorority houses and do not cook due to the lack of
time. Thus, they usually eat ready to eat foods or fast
meals that are cheap and tasty’.

The aim of this study was to evaluate the
microbiological safety of finger foods and sandwiches
commercialized in Botucatu snack bars, street vendors,
groceriesand convenience stores, according to the Brazilian
food sanitation standards established by ANVISA®.

MATERIAL AND METHODS
Sample collection

Sixty-one groceries, cafes, food trailers,
snack bars, bakeries and street vendors located in
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important areas in Botucatu, SP, were analyzed two
times, between August 2008 and March 2009. Samples
of meat, chicken, shrimp, cheese, vegetable finger
food and sandwiches were collected. All temperature
conditions for food storage were adequate except for 2
snack bars. Samples were transported in sterile plastic
bags (114 x 229 mm - Inlab), under refrigeration, in a
cooler box until processing at the lab on the same day.

Microbiological Analysis

According to APHA? protocols, 25 g of food were
homogenized in 225 mL of peptone water in plastic bags
at Stomacher (Lab Blender 400) for 30 seconds. Other
dilutions were made from this 10! dilution.

All culture media were obtained from Difco,
Becton Dickinson (Sparks, MD). Determination of
most probable number (MPN) of thermotolerant
coliform (TC) was performed using technique of
multiples tubes’.

Coagulase-positive staphylococci (CPS) were
detected and identified according to Lancette and
Bennett® by spread plating an appropriate dilution (0.1
mL) onto Baird Parker agar plate, incubating at 35 °C/48
h. Black colonies with 2 halos were presumptive of CPS.
Such presumptive strains were confirmed by catalase,
coagulase, TNase and the “Dry Spot Staphytect Test”
(Oxoid). Acetoin production (Voges-Proskauer) and
B-galactosidase tests were performed in order to separate
S. aureus from S. intermedius.

The detection protocol employed for Salmonella
spp- was described by APHA®. Thus,25 g of food were
homogenized in a Stomacher (Lab-Blender 400) with
225 mL buffered peptone water. After incubation at 35
°C/24 h, 1 mL was inoculated in 10 mL of tetrathionate
broth (35 °C/24 h) and 0.1 mL in 10 mL Rappaport
Vassiliadis (42 °C/24 h). After incubation, a loopful
of each suspension was plated onto xylose-lysine-
desoxycholate agar and Salmonella-Shigella agar. After
incubation at 35°C/24 h, five typical colonies from each
agar plate were biochemically tested, using triple sugar
iron agar and the API 20E test kit (bioMérieux). The
colonies were also submitted to serological tests, using
polyvalent somatic and flagellar antisera (Probac).

Enumeration of sulfite-reducing clostridia (SRC):
using the spread plate method, 0.1 mL serial dilutions
was plated onto Sulfite Polymyxin Sulfadiazine (SPS)
agar plates, incubated under anaerobic atmosphere in
a jar with atmosphere generation system (Anaerogen/
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Oxoid), at 46 °C/48 h. Plates showing between 25 and 250
black and small colonies were chosen for enumeration®.
For Bacillus cereus group detection, spread
method was also used in Mannitol Egg Yolk Polymyxin
Agar at 35 °C/24 h. Typical colonies, rough and dry
with bright pink background surrounded by an egg yolk
precipitate, were transferred to Tryptic Soy Agar (TSA)
and further confirmed by biochemical characterization®.

Microbiological Parameters

ANVISAS® legislation RDC no. 12 determines the
following parameters to cakes and similar food, either
sweet or salty, with or without filling, and finger food
in general: maximum score of 10° CFU/g for coagulase
positive staphylococci, B. cereus and sulfite-reducing
clostridia, 10> MPN/g for thermotolerant coliforms and
absence of Salmonella in 25 g.

RESULTS AND DISCUSSION

Overall, according to ANVISA®* RDC no.
12, 13.9 % of the samples were in disagreement with
those established standards. Most of the samples in
disagreement were chicken, meat, cheese and vegetable,
from the highest value to the lowest. It is possible to
notice in Table 1 that the total number is higher, but
there were some samples with more than one parameter
in disagreement. The values can be observed in Table 1.

Itisimportantto notice thatin 3 samples the values
of two of the parameters were exceeded. Two samples of
chicken finger food exceeded in thermotolerant coliform
values and had Salmonella spp. at the same time. One
sample of cheese finger food exceeded in thermotolerant

coliform and Coagulase-positive staphylococci values.

Finger food and sandwiches generally
hold potential health risks associated with 1initial
contamination of raw food by pathogenic bacteria, as
well as contamination by handler during the preparation
and through post-cooking handling, besides cross-
contamination. Microbiological load in snacks in
the developing world is highly dependent on the raw
ingredients, traditional methods of processing and
packaging, and maintaining temperature, which can
determine the rate of deterioration of the ready-to-
eat food products and snack foods'. Also, many of the
facilities were not clean, which can reflect in food quality.
The risk of contamination is much higher when vendors
wear dirty uniforms.

We are aware that foodborne illness caused by
microorganisms is a major international health problem
associated with food safety in developing countries.
Contamination of street food has been attributed to
exposure to polluted environment, poor sanitation and
poor hygienic practices by the vendors.

Even though the Sao Paulo state health
surveillance authority (Centro de Vigilancia Sanitaria da
Secretaria de Estado de Saude de Sao Paulo") requires
that the center of fried finger food reaches at least 74
°C during preparation, one seller said that, in order to
be crispy, the temperature inside does not reach that
values; thus, potential pathogens are not eliminated.
Chicken finger food is a good example, because
poultry is manipulated after it has been cooked, when
it is wrapped in dough and fried later on. Salmonella
spp. is thermosensitive, being eliminated at 65 °C,
after 15 minutes. We found Salmonella spp. in a fried

Table 1. Microbiological results of 122 finger food and sandwiches retailed in Botucatu, SP

el el e Therm.otolerant Coagulase-posifive B. cereus Sulﬁte—re.dl.lcing Salmonella spp.
food or sandwich N coliform staphylococci clostridia
n (%)** n (%)** n (%)** n (%)** n (%)%
Sandwich ° 000 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Chicken 44 3(6.8) 5(11.3) 0 (0) 0(0) 1(23)
Vegetable ° 120 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Cheese 34 2 (5.9) 2 (5.9) 0 (0) 0 (0) 1(2.9)
Meat 33 4(12.1) 1(3.0) 0(0) 0(0) 0(0)
Shrimp 1 0 (0) 0(0) 0 (0) 0(0) 0(0)
Total 122 10 (8.2) 8 0 0(0) 2

*number of samples analyzed; **number and percentage of samples above the limit; **number and percentage of positive samples
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finger food with cheese and chicken filling. There is a
positive correlation between long holding times at room
temperature and high bacterial counts'?. It was observed
that in 2 snack bars, the heater was turned off in order
to save energy, and we isolated Salmonella spp. from
the snacks sold in those places. This type of food has to
be kept at temperatures above 65 °C, to avoid bacterial
growth or toxin production. Reheating previously
cooked foods increased the risk of Salmonella spp.
contamination. Snacks and sandwiches are generally
prepared in the early morning; they are stored at room
temperature and frequently are not separated from raw
chicken and vegetables*. Therefore, it is crucial to avoid
any recontamination.

In similar studies>'>', this bacteria was not found,
which indicates a low prevalence of Salmonella spp. in
this kind of food, but when it is present, it represents a
risk for the consumer. Salmonellosis is usually acquired
by ingestion of contaminated water or food, and poultry
products are a major source of Salmonella spp. in many
developing countries.

Brazilian legislation provides regulation of
microbiological standards for different kinds of food®.
Above these limits, the food is considered improper
to consume. Thermotolerant coliform indicates the
hygiene and sanitization conditions the product
underwent and shows possible fecal contamination
and presence of pathogens.

We found 8.2 % of samples with thermotolerant
coliform beyond the limit considered safe by ANVISA.
Almeida et al' reported that the frequency of fecal
contamination of street foods in other Latin American
cities ranged from 9.4 % to 56.7 % above the standard,
being considered of unsatisfactory hygienic condition.
Furlaneto et al'* found 70 % of samples presenting
thermotolerant coliform beyond the limit; Hanashiro
et al’, in a study conducted in Sdo Paulo, found
30 % of the samples containing thermotolerant
coliform beyond the limit and Curi'® did not find any
improper food in another study in Brazil. The presence
of thermotolerant coliforms in the samples indicates
a high risk that other pathogenic organisms have also
contaminated the food”.

Coagulase-positive staphylococci enumeration
beyond the established limit was found in 8 (6.5 %)
samples. Furlaneto et al" found similar value, with 10 %
of contamination. Higher numbers were observed by
Rodrigues et al® and Curi®, of 37 % and 34 %, respectively.
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The presence of high quantity of CPS indicates lack of
hygiene on the preparation, bad manipulation, improper
cooking and maintenance of the food.

None of Bacillus cereus or sulfite-reducing
clostridia count from our samples exceeded the limit
established by ANVISA. Curi” also did not find any
samples with B. cereus and SRC counting exceeding
the recommended limit. SRC is commonly isolated
from pasture soil and from the digestive tract of healthy
animals. Hanashiro et al” isolated B. cereus in 12.5 % of
the samples, which may be considered low comparing to
studies around the world.

Although this study brings up some important
information  regarding the ready-to-eat food
commercialized as snacks and sandwiches, it has
some limitation. Nevertheless, this work showed that
consumers should be aware and look for quality.

CONCLUSION

The results show that most of the samples
were in accordance with the microbiological standards
established by ANVISA. However, 8.2 % of them had
pathogens such as S. aureus and Salmonella spp., exposing
population to risks. Considering the data reported in
this study, we present some suggestions for improving
the microbiological quality of ready-to-eat food sold in
Botucatu: educational and training programs for vendors;
improvement of vendors’ equipment for preparation and
storage; adequate sanitation and refuse disposal facilities;
and also adoption of the HACCP system.
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RESUMO

A operagdo de lavagem associada ao uso de solugdes sanitizantes ¢ considerada a unica etapa na qual pode
ser alcangada a redu¢do no niimero de micro-organismos deterioradores e patogénicos. Nesta pesquisa foi
avaliada a aplicagdo do ultrassom associado ou néo ao dicloroisocianurato de sddio na etapa de sanitizagdo
de tomates do tipo cereja. O tratamento por ultrassom combinado a solu¢éo de dicloisocianurato de sédio
e o procedimento com inicial aplicagio de ultrassom seguido de imersdo em solugdo do composto clorado,
foram os que promoveram as maiores redugdes na microbiota inicial de mesoéfilos aerdbios e coliformes
a 35 °C. Em todos os tratamentos, ndo houveram alterac¢des significativas nos valores de solidos soluveis,
pH e acidez titulavel (p < 0,05). Os tratamentos com ultrassom promoveram 14 % de redu¢io na firmeza
do tomate cereja nao sanitizado. Pelo fato de o ultrassom ser potencial alternativa na sanitizagdo, outras
variaveis do tratamento (tempo e frequéncia aplicada) devem ser estudadas para adequar as condi¢oes de
processamento que potencializem a inativa¢do de micro-organismos sem causar prejuizos na qualidade
final do produto.

Palavras chave. ultrassom, sanitiza¢io, hortaligas.

ABSTRACT

The washing procedure associated with the use of sanitizer solutions is the only one stage in which
the reduction in the number of deteriorative and pathogenic microorganisms can be achieved. This
study aimed at evaluating the application of the ultrasound associated with or without the sodium
dichloroisocyanurate on the cherry tomatoes sanitization step. The ultrasound treatment combined
with sodium dichloisocyanurate solution, and the procedure in which the ultrasound was applied at first
and followed by the immersion in chlorinated solution, was the procedure that promoted the highest
reductions in the initial aerobic mesophilic microorganisms and coliforms at 35 °C. No significant changes
was found (p < 0.05) on the soluble solids, pH and titratable acidity values in all of the used treatments.
The treatments with ultrasound promoted 14 % reduction in the firmness of not sanitized tomato. As a
potential alternative for performing the sanitization, the ultrasound should be assessed on the additional
variables as the applied time and frequency. Therefore, the processing conditions would be adjusted, and
it would enhance the microorganisms inactivation without causing harm on the quality of final product.
Keywords. ultrasound, sanitization, vegetables.
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INTRODUCAO

O tomateiro é a segunda hortaliga cultivada
no mundo, sendo sua quantidade produzida superada
apenas pela batata'. O Brasil esta entre os 10 maiores
paises produtores de tomate, com produgdo total da
ordem de 3,887 milhdes de toneladas em 2008 e com
area de produgdo de 61 mil hectares®. Entre as diversas
variedades de tomate, o tomate do tipo cereja tem crescido
em importancia nos mercados das grandes cidades’. O
tomate do tipo cereja tem sido escolhido por restaurantes
por serem pequenos e delicados, além de ter tamanho
reduzido, o que permite redu¢do no desperdicio®. Esta
hortalica apresenta valor nutritivo muito elevado e,
aliado ao fato de ser bastante consumida, a cultura é uma
das principais fontes de vitaminas e sais minerais em
muitos paises’.

Alguns micro-organismos, como Salmonella
spp, Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7,
Aeromonas e o virus da Hepatite A, vém sendo associados
a surtos causados pela ingestdo de alimentos, como frutas
e hortalicas contaminadas, e indicam a importéncia do
controle microbioldgico para a satde publica®.

A operagdo de lavagem combinada ao uso de
solugdes sanitizantes é considerada a tnica etapa para
reduc¢do no numero de micro-organismos deterioradores
e patogénicos. Dentre os sanitizantes empregados na
industria de alimentos, principalmente em produtos
frescos, a maioria é a base de cloro e compostos clorados’.
As concentra¢des recomendadas de cloro residual livre
para a sanitizagdo de frutas e hortaligas variam de 50 a
200 mg.L"' em um tempo de contato de 1 a 30 minutos’.
Entretanto, em condigoes tipicas de lavagem de frutas
e hortalicas na cadeia de processamento minimo, a
eficiéncia do cloro em reduzir a contaminagido por
patégenos ¢é limitada, alcancando a propor¢do de um
a dois ciclos logaritmicos na populagio de micro-
organismos®’.

O ultrassom é uma tecnologia recomendada na
industria de alimentos com diferentes aplicagdes, dentre
elas, a remogdo de particulas aderidas a superficies e
a inativagdo de micro-organismos. Essa inativacao é
consequéncia do processo de cavitagdo, que consiste de
formacao, crescimento e colapso de bolhas, que geram
uma energia mecénica e quimica localizada. Quando o
ultrassom é empregado associado com agentes quimicos
como Clz, H202, O,, o intenso gradiente de pressdo
permite a penetracio desses agentes oxidantes, o que

permite aumentar a eficiéncia dos sanitizantes quimicos'’.
Esta estratégia pode colaborar para o tratamento de
frutas e hortalicas minimamente processadas e, assim,
auxiliar na adaptagdo as novas tendéncias do mercado.
Portanto, considerando a importancia do estudo da
eficiéncia da aplicagdo do ultrassom combinado ou
ndo com sanitizantes, esta pesquisa teve como objetivo
avaliar o uso desta tecnologia na etapa de sanitizagdo de
tomate cereja.

MATERIAL E METODOS

Preparo da amostra e sanitizacao

Os tomates cereja, in natura, foram adquiridos
em um mercado varejista em Vigosa, Minas Gerais, e
armazenados a 10 °C até a sanitiza¢do. A hortalica foi
selecionada, lavada e submetida aos tratamentos de
sanitizagdo. Foram realizados os seguintes tratamentos:
200 mg.L"' de cloro residual total (CRT), em pH 6,1,
preparada a partir de dicloisocianurato de sodio
comercial, ultrassom com frequéncia de 40 Khz,
ultrassom aplicado em associagdo a 200 mgL’' de
CRT, e aplicagdo de ultrassom por 10 min seguida de
uso de solugdo do composto clorado nas condigdes
descritas anteriormente. Os trés primeiros tratamentos
foram realizados por 10 min. Além dos tratamentos de
sanitizacdo, fez-se também a avaliagdo de amostras ndo
tratadas (controle sem sanitizar).

Posteriormente, os tomates foram drenados e
armazenados em recipientes de polipropileno a 6 “C por
4 dias. Amostras foram retiradas em intervalos de dois
dias para as andlises microbioldgicas.

Analises microbiologicas

Para as andlises de tomates cereja, amostras de 25
g foram homogeneizadas com 225 mL de agua peptonada
0,1 %. A homogeneiza¢ao foi feita em stomacher (Sweard
Medical Co., Londres, Reino Unido), por um minuto,
em velocidade normal. Dilui¢des decimais apropriadas
foram preparadas e aliquotas dessas diluigdes foram
transferidas para meios de cultura especificos para a
determinac¢ao de cada grupo microbiano.

Para contagem padrio de mesdfilos, foi realizada
a semeadura em profundidade em Agar Padrio para
Contagem (PCA- Himedia®), com incubagdo por 48 h a
35 °C. Para contagem de fungos e leveduras, foi realizada
a técnica de espalhamento em superficie em Agar Batata
Dextrose (BDA) (Himedia®), acidificado com solucio de
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acido tartarico 10 %, esterilizada. A contagem de fungos e
leveduras foi realizada apds 5a 7 dias de incubagao a 25 °C.
Para contagem de coliformes a 35 °C, foi utilizado o agar
MacConkey (Himedia’), com incubagdo por 48 h. Todas
as analises microbioldgicas foram realizadas segundo
descrito na Instrucdo Normativa n° 62 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento''.

Analises fisico-quimicas

Acidez Tituldvel (AT)

O teor de acidos ndo volateis foi determinado
por titulagdo com NaOH. Foram utilizadas 5 g de tomate
cereja que foram homogeneizadas juntamente com 50
mL de agua destilada. Em seguida, adicionou-se trés
gotas de indicador de fenolftaleina 1 %, procedendo-se
as titulagdes, sob agitacdo, com solu¢do de NaOH 0,1 N.
Os resultados foram expressos em g de acido por 100 g de
tomate cereja, segundo AOAC™.

pH

Para medicdo do pH foram tomados
aleatoriamente 5 g de tomate cereja. As amostras foram
homogeneizadas juntamente com 50 mL de d4gua
destilada, sendo feitas as leituras em pHmetro Digimed
DM 20 (Sao Paulo, Brasil).

Teor de solidos soliveis (TSS)

O teor de sdlidos soluveis foi determinado
por refratometria, utilizando refratometro digital de
bancada modelo ABBE. As leituras foram feitas com
trés gotas de suco da polpa, feito com 10 g de tomate
cereja homogeneizadas em 100 mL de dgua destilada e os
resultados expressos em °Brix.

Cor da epiderme

A mudanga da cor da epiderme da hortalica foi
quantificada objetivamente por meio de colorimetro
(COLORQUEST XE) com leitura direta de reflectancia
das coordenadas L (luminosidade), a (relativa de verde
a vermelho) e b (relativa de amarela a azul). Para cada
amostra, foi utilizada a média de trés determinagdes em
zonas aleatorias de cada hortalica.

Firmeza

A firmeza da polpa dos tomates cereja foi
determinada em aparelho de ensaio de materiais
INSTRON (Série 3367) utilizando-se probe (3 mm de
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didmetro), velocidade 5 mm/s com uma distdncia de
penetragdo de 19 cm.

Analises Estatisticas

O estudo foi conduzido em trés repeti¢oes e os
dados analisados no programa SAS, versao 9.1 (Statistical
Analysis — SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) sendo
realizado o teste de Tukey, considerando p<0,05, para
comparagao do log,  UFC.g" médias contagens.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analises microbiologicas

A contagem inicial de mesoéfilos aerdbios,
coliformes a 35 °C e fungos filamentosos e leveduras
foi em média de 5,65; 4,46 e 4,88 log10 UFC.g",
respectivamente (Tabela 1). O tratamento ultrassom
combinado a solu¢do de dicloisocianurato de sodio e
aquele em que foi aplicado primeiro o ultrassom seguido
da imersao em solugdo com o composto clorado, foram
as que promoveram as maiores redu¢des na microbiota
inicial de meséfilos aerébios e coliformes a 35 °C. Para
fungos filamentosos e leveduras, destaca-se também o
tratamento com soluc¢do de dicloisocianurato de sddio,
que promoveu redugdo de cerca 2 log UFC.g".

Houve reducio do numero de micro-
organismos mesodfilos aerobios e coliformes 35°C no
tomate cereja tratado somente com ultrassom ao longo
do armazenamento. Entretanto, essa redu¢ido nio foi
significativa para coliformes a 35 °C (p > 0,05).

Analises fisico-quimicas

Os valores de AT, pH e TSS em todos os
tratamentos ndo alteraram significativamente (p < 0,05) ao
longo do armazenamento. Os valores médios observados
para o tratamento controle variou de 0,28 a 0,33, 4,05 a
4,15 e 7,50 a 8,30 para AT, pH e TSS, respectivamente.

TSS e AT séo fatores criticos na determinacdo da
qualidade e na aceitabilidade pelo consumidor de frutas
e hortalicas”. Lu et al"* ndo verificaram alteragdo nos
valores de pH de tomate cereja (tipo grape) tratados com
microondas.

Na Tabela 2 estdo apresentados os valores dos
indices de cor (L a b) e de firmeza da polpa (N) de tomate
cereja durante o armazenamento a 6 °C. Observou-se
diferenca significativa para os tratamentos com ultrassom
nos indices L e a. Lu et al" ndo verificaram alteragdes nos
parametros de cor apds tratamento com microondas em
tomate cereja.
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Tabela 1. Efeito dos tratamentos de sanitiza¢do na microbiota de tomate cereja durante o armazenamento a 6 °C

Meséfilos Aerébios Coliformes Fungos Filamentosos
Tratamento (log,, UEC.g") a 35°C e Leveduras
(log,, UFC.g") (log,, UFC.g")
DIA O
Controle 5,65a 4,46a 4,88a
Cloro 4,79b 3,5ab 2,70d
Ultrassom 4,87b 3,2ab 3,26bc
Ultrassom + Cloro* 3,08bc 2,79¢ 2,10d
Ultrassom + Cloro ** 3,96bc 2,74c 2,97bcd
DIA 2
Controle 6,01a 4,31a 5,06a
Cloro 5,06b 4,08a 3,66bc
Ultrassom 4,32b 2,80c 3,95b
Ultrassom + Cloro* 3,67bc 3,03c 3,02bcd
Ultrassom + Cloro ** 4,66b 3,22ab 3,31bc
DIA 4
Controle 5,09a 3,35b 5,02a
Cloro 3,87bc 2,36¢ 3,63bc
Ultrassom 4,23b 2,17de 3,48bc
Ultrassom + Cloro* 2,98¢ 1,85d 1,67e
Ultrassom + Cloro ** 2,39¢ 2,21de 2,00d

Médias seguidas de mesma letra na mesma coluna nao apresentaram diferenca estatisticamente significante, considerando p<0,05.*Tratamento
combinado de ultrassom 40 kHz e solugdo de dicloroisocianurato de sédio 200 mg.L*. ** Tratamento no qual submeteu-se a hortali¢a a agao
do ultrassom e em seguida foi imersa em solu¢do de dicloroisocianurato de sédio 200 mg.L™

Tabela 2. Efeito dos tratamentos de sanitizagao nos valores dos indices de cor (L a b) e de firmeza da polpa (kg.cm™) de tomate cereja durante

0 armazenamento a 6 °C

Tratamento Cor Cor Cor Firmeza
L a b (N)

Controle 30,10+ 2,67a 7,41 £ 1,22a 11,07+ 1,10a 2,16 £0,21a
Cloro 29,89 + 1,42a 7,54 +£1,28a 10,81+ 0,37a 1,54+ 0,29d
DIA O Ultrassom 30,94 + 5,38a 4,12 +2,72ab 10,84+ 1,03a 1,86 + 0,20ab
Ultrassom + Cloro* 29,13 + 1,36a 5,91+2,47ab 9,76 + 0,67a 1,15 + 0,14ef
Ultrassom + Cloro ** 15,32 + 2,26b 15,74+1,21c 7,91+ 3,42a 1,11+ 0,14f
Controle 30,08 + 2,03a 8,88 + 1,20a 11,56 + 1,64a 2,04 + 0,10ab
Cloro 29,77 £ 1,24a 7,01 £ 0,471a 10,72+ 0,62a 1,11 + 0,55f
DIA 2 Ultrassom 28,74 + 2,39a 5,53 + 1,579ab 13,47 +4,77a 1,57 + 0,59ab
Ultrassom + Cloro* 28,24 + 1,52a 6,02 + 0,915ab 9,32 +1,01a 1,35+ 0,17e
Ultrassom + Cloro ** 20,96 + 3,34b 11,49 + 1,837¢ 8,36+1,59a 1,39 +0,11d
Controle 29,97+ 0,83a 8,90 + 1,67a 11,19 £1,75a 1,89 + 0,23ab
Cloro 29,77 + 0,98a 6,49 + 0,94a 10,41 + 1,29a 2,10 £0,21a
DIA 4 Ultrassom 28,96 +1,65a 5,51+ 0,95b 10,27 + 1,83a 1,61+ 0,19bc
Ultrassom + Cloro* 27,24 +0,61a 6,21 + 1,81ab 9,28+1,42a 1,32 £ 0,28¢
Ultrassom + Cloro ** 28,68 + 0,96a 6,83 + 2,85ac 9,00 £1,43a 1,58 + 0,14c

Médias seguidas de mesma letra na mesma coluna ndo apresentaram diferenca estatisticamente significante, considerando p<0,05.*Tratamento
combinado de ultrassom 40 kHz e solugdo de dicloroisocianurato de sédio 200 mg.L. ** Tratamento no qual submeteu-se a hortali¢a a agao
do ultrassom e em seguida foi imersa em solugdo de dicloroisocianurato de sédio 200 mg.L™
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No presente trabalho, verificaram-se em todos os
tratamentos com ultrassom menores valores de firmeza
do tomate cereja (p < 0,05). Resultado diferente de Cao
etal®, que observaram maiores niveis de firmeza durante
0 armazenamento em morangos tratados com ultrassom
40 kHz. Segundo Cao et al}, a manutencdo da firmeza em
morangos por tratamento com ultrassom foi relacionada
com inativagdo de atividades de poligalacturonase e
pectinametilesterase que estdo associadas com morangos
amolecidos. No presente estudo, os tratamentos com
ultrassom promoveram 14 % de redugao na firmeza
do tomate cereja (controle). Este resultado corroborou
Lu et al'*, que trataram tomate cereja (tipo grape) com
microondas com poténcia média por 50 segundos e
verificaram redugdo de 13,8 % da firmeza, o que sugeriu
amolecimento da textura do tomate. A textura fornece
informacdo sobre a microestrutura de alimentos bem
como da parede celular, lamela média e pressio de
turgor®.

CONCLUSAO

A aplicagdo do ultrassom combinado a agentes
quimicos pode auxiliar na redu¢ao de micro-organismos
presentes em hortalicas, tornando esse equipamento
potencial coadjuvante na etapa de sanitizacdo. Além
das analises microbioldgicas, sdo necessarias analises
fisico-quimicas e sensoriais para validar o uso deste
equipamento na industria de alimentos. Os tratamentos
com ultrassom nao alteraram os valores de TSS, pH e
AT. Entretanto, verificou-se diferenca significativa para
os tratamentos com ultrassom nos indices de cor L e a
e de firmeza. Textura e cor sdo atributos de qualidade
critica na aceitagao pelos consumidores de frutas e
hortalicas frescas.

Sendo o ultrassom uma potencial alternativa
na sanitizacdo, deve-se estudar outras varidveis do
tratamento com ultrassom (tempo e frequéncia
aplicada), para adequar as condigdes de processamento
que potencializem a inativagdo de micro-organismos
sem causar prejuizos a qualidade final do produto.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar a adequagao dos nutricosméticos contendo carotenoides em sua
formulagdo em relagdo aos teores de {-caroteno, luteina, licopeno e zeaxantina, considerando-se as
quantidades declaradas pelos fabricantes. Dezenove nutricosméticos foram adquiridos no comércio
varejista do municipio do Rio de Janeiro, em 2012. Duas metodologias de extragio foram aplicadas,
variando-se de acordo com o tipo de invélucro (capsula), veiculos (excipientes) e carotenoides presentes.
A quantificagdo e determinagéo do perfil de carotenoides nas amostras foram realizadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) com método validado e acreditado. Quatro amostras das 19 analisadas
estavam dentro dos limites estabelecidos pelas Boas Praticas de Fabricacdo (90 a 110 %). As demais
amostras revelaram contetido inadequado de carotenoides e, consequentemente, falhas no controle de
qualidade para a produ¢ao dos nutricosméticos. Desta forma, esta pesquisa demonstra que este setor deve
ser objeto de aten¢do especial da vigilancia sanitaria, com necessidade de estabelecer legislagdo especifica
para regulamentar a fabricagio, a rotulagem e a propaganda destes produtos.

Palavras-chave. carotenoides, beta caroteno, CLAE.

ABSTRACT

The present study analyzed the nutricosmetics adequacy referring to the carotenoids contents, such as
B-carotene, lutein, lycopene and zeaxanthin, and these findings were compared with the contents declared
by the manufacturers. Nineteen carotenoids-containing nutricosmetics were purchased at retail market
in Rio de Janeiro city in 2012. Two methodologies of extraction were used according to the type of shell
(capsules), carriers (excipients) and carotenoids. Quantification and determination of carotenoids profile
were performed in a High Performed Liquid Chromatograph (HPLC) with validated and accredited
methodology. Of 19 analyzed samples, four were within the limits established by the Good Manufacturing
Practice specification (90 to 110 %), and the others were out of this range, revealing an inadequacy in
the carotenoids contents and failures in the quality control of nutricosmetics production. This study
demonstrated that the nutricosmetics production sector should receive a special attention from the health
surveillance, and it needs a specific legislation to regulate the manufacture, labeling and advertising of
these products.

Keywords. carotenoids, beta-carotene, HPLC.
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INTRODUCAO

Diversos estudos revelam que o ritmo de vida
atual tem favorecido o aparecimento de doencas e
alteragdes metabdlicas e, como consequéncia, verifica-se
uma forte tendéncia de mudanga no comportamento do
consumidor em rela¢ao a busca por um estilo de vida mais
saudavel. Esta busca por qualidade de vida, dentre outras
medidas, passa pelo consumo de produtos alimenticios
e nao-alimenticios que promovam bem estar e satde.
Dentre os ndo alimenticios, estdo formulagdes que contém
um amplo espectro de substancias bioativas, tais como
probidticos e prebidticos, vitaminas, minerais, além de
metabolitos secundarios de plantas, como os compostos
fenolicos, carotenoides, glucosinolatos, e alcaloides, as
quais sdo veiculadas isoladas ou/e incorporadas a extratos
alimentares'. Tais produtos sdo comercializados sob a
forma de capsulas, solugoes, géis, licores, pos e granulados,
aos quais sdo atribuidos beneficios diretos ou indiretos
a saude. Nao podem ser classificados como alimento
e, portanto, sio designados como um hibrido entre
nutrientes e produtos farmacéuticos — os nutracéuticos®

Segundo Zeisel’, os nutracéuticos sdo suplementos
alimentares que proporcionam uma forma concentrada
de um componente bioativo do alimento em uma matriz
ndo alimenticia. Eles sao utilizados com a finalidade de
promocao da satide em doses superiores as obtidas a partir
daalimentacao didria. Na Europa nio existe uma regulagdo
especifica para o controle dos nutracéuticos, embora
estejam sob as mesmas leis que regulam os medicamentos®.
Nos EUA, a Food and Drug Administration (FDA) regula os
suplementos alimentares sob diretrizes diferentes daquelas
que regulamentam os alimentos e medicamentos’.
No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) os classifica como alimentos funcionais, com
propriedade funcional e reivindicagdes de satde. Uma
vez classificados como alimentos funcionais, eles ficam
sujeitos a regras especificas de rotulagem, para alegacdo
de qualquer beneficio a saude, e inseridos na categoria
de alimentos e embalagens com registro obrigatdrio®®.
Embora seja um termo reconhecido internacionalmente,
ainda ndo existe um consenso sobre seu significado.

De outro modo, os alimentos funcionais sdo aqueles
que, quando consumidos regularmente, produzem um
determinado efeito benéfico a satde, efeito este superior ao
fornecido por suas propriedades nutricionais’. A fronteira
entre os nutracéuticos e alimentos funcionais nao é sempre
clara, sendo a principal diferenca a forma na qual sdo
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veiculados. Os nutracéuticos podem ser consumidos na
forma de capsulas, pastilhas, comprimidos, dentre outras,
enquanto os alimentos funcionais sio sempre consumidos
como alimentos convencionais. Assim, quando um
composto bioativo é introduzido em um determinado
alimento, ele passa a ser considerado um alimento funcional.
Se 0 mesmo composto for revestido por uma capsula, sera
chamado de nutracéutico’.

Recentemente, com o advento da medicina
“anti-aging’, que objetiva retardar o envelhecimento das
células, para preservar suas fungdes vitais e atender aos
padroes estéticos, tem surgido no mercado um novo
termo; um termo mercadoldgico que vem sendo aplicado
como sindnimo de nutracéutico. Trata-se do termo
“nutricosmético” que, embora esteja associado a geragdo de
efeitos biologicos benéficos, é direcionado aos alvos clinicos
da Industria Cosmética, tais como pele, unhas e cabelo.

Neste contexto, os nutricosméticos poderiam ser
classificados como uma subcategoria dos nutracéuticos,
pois suas formulagoes tipicas também incluem um
grande espectro de compostos bioativos; no entanto, sua
alegacao de uso vai além da saude e envolve indicagdes
como: reparagao, prevenc¢ao, protegao solar, firmeza,
pigmentacdo e branqueamento da pele; retengio,
crescimento, restauragdo, nutrigdo e aumento de volume
dos cabelos e o fortalecimento das unhas.

Alguns nutricosméticos contém em sua formulagao
muitos dos carotenoides conhecidos, tais como: a-caroteno,
B-caroteno, licopeno, luteina e zeaxantina. O P-caroteno,
uma provitamina A, acumula-se na pele, proporcionando
uma cor amarelo-dourada, e atua na fotoprote¢ao contra
os danos no DNA, induzidos pelos raios UV, e no combate
a supressao imunitaria®. A lesdo cutanea é observada pelo
aparecimento de manchas e foto envelhecimento, o que
acelera a formagao de rugas e linhas de expressdo, cancer
de pele e desidratagido. A luteina e zeaxantina acumulam-
se preferencialmente na macula lutea, protegendo a retina
contra os danos foto oxidativos da luz UV.

Os nutricosméticos estdo cada vez mais
populares entre os consumidores, representando uma
poderosa ferramenta para fins mercadoldgicos e, por
isto, existe um grande numero de produtos disponiveis
no mercado’. O crescimento exponencial deste setor faz
surgir a preocupagao com relagao a fraudes e desvios de
qualidade, e com o surgimento de casos de intoxicacao,
bem como em evitar falsas expectativas no consumidor.
Os nutricosméticos nao sio medicamentos, no entanto
a percep¢ao dos consumidores é dubia. Ora, ndo sdo
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encarados como medicamentos e por isso gerariam menos
efeitos colaterais, ora sdo levados a crer que a qualidade e
a produgdo sdo compativeis com as normas seguidas pela
Industria Farmacéutica'. Vale salientar que, embora se trate
de compostos naturalmente presentes nos alimentos, a sua
utilizagdo em doses superiores as normalmente encontradas
nestes podem causar efeitos adversos desconhecidos.

A composicao e o contetido dos carotenoides nos
alimentos (como em qualquer outra fonte natural) variam
dependendo da estagdo do ano, do clima, da temperatura,
da umidade do solo, e de outros fatores. Os carotenoides
sao altamente insaturados e propensos a isomerizagdo
e oxidagdo. A isomerizagdo, destes compostos da forma
trans (configuragao habitual na natureza) para o isdbmero
cis, é facilitada pelo contato com dacidos, tratamento
térmico e exposicao aluz''. Porisso, a coleta, identificagio,
manuten¢do da uniformidade, quantificacio e
padronizagao sdo fatores criticos a serem considerados’
durante as etapas de fabricagdo dos produtos isolados ou
concentrados. Ademais, a utilizacdo de técnicas analiticas
avancadas e robustas, além de metodologia analitica
validada, é outro aspecto indispensavel na pesquisa e no
controle de qualidade dos nutricosméticos.

Num contexto de indefini¢do técnica, pouca ou
nenhuma normatizacio e fiscalizacdo, além do mercado
emergente, surgiu a presente pesquisa, cujo objetivo foi
verificar a adequagdo dos nutricosméticos contendo
carotenoides em relagdo ao teor de P-caroteno, luteina,
licopeno e zeaxantina, considerando-se as quantidades
declaradas pelo fabricante.

MATERIAL E METODOS

As andlises dos produtos foram realizadas no
Laboratério de Cromatografia Liquida da Embrapa
Agroindustria de Alimentos, que é acreditado pelo Instituto
Nacional de Qualidade, Metrologia, Normatizagio e
Industrial (INMETRO), segundo a norma ABNT NBR
ISO/IEC 17025:2005, para analise de carotenoides.

Dezenove (19) produtos denominados
nutricosméticos contendo carotenoides em sua formulagdo
foram adquiridos no comércio varejista do municipio
do Rio de Janeiro, em 2012. Cada amostra foi codificada
como NCO01, NCO02 (...) NC19 e analisada dentro do prazo
de validade. As amostras foram armazenadas em suas
embalagens originais fechadas, em local fresco (15 a 30 °C),
seco e ao abrigo da luz. Os solventes utilizados foram de grau
de cromatografico e adquiridos da Tedia® Brazil, incluindo

acetona, éter de petroleo, metanol (MeOH), terc-butil metil
éter (TMBE). Os reagentes para a extragdo de carotenoides
foram adquiridos da Tedia® Brazil (Celite 545), Merck® Brasil
(Hidroxido de magnésio PA), Quimex” (Sulfato de s6dio
anidro e cloreto de s6dio) e gas nitrogénio 4,6 da White
Martins®. A dgua ultrapura (18,2 MQ.cm) foi produzida por
sistema Milli-Q” (Millipore, Brasil). Os padrdes analiticos
de carotenoides foram isolados no préprio laboratério, a
partir de fontes naturais, com pureza superior a 97 %.

Extragao

Foram utilizados dois métodos de extracio,
variando de acordo com o tipo de invélucro (capsula),
veiculos (excipientes) e carotenoides presentes nasamostras.
Utilizou-se o método descrito por Rodriguez-Amaya'
para a extragdo das capsulas duras. Para as capsulas moles,
todo o conteudo da capsula foi dissolvido diretamente
em éter etilico e/ou éter de petréleo, de acordo com os
carotenoides declarados. A escolha do solvente organico
foi feita obedecendo-se a polaridade dos compostos, se
carotenos (éter de petroleo) ou xantofilas (éter etilico).
Todo o procedimento de extragdo e analise foi realizado
ao abrigo da luz e a temperatura controlada (22 °C), para
minimizar oxidacio e isomerizacdo dos carotenoides.

Analise por CLAE

A quantificagdo e determinagio do perfil
de carotenoides nas amostras foram realizadas por
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com
forno para colunas (33 °C), detector de rede de diodos
UV-Vis (DAD 996 - Waters®), com coluna C,; S-3 YCM®
Carotenoid de 4,6 x 250 mm. A separacio foi obtida por um
gradiente de eluicdo, com fase movel binaria de metanol/
éter metil ferc-butilico, utilizando fluxo de 0,8 mL/min,
volume de inje¢do de 15 pL e tempo de corrida de 28
minutos. Os carotenoides foram identificados com base em
seus tempos de retencao e de espectros de absor¢do UV-Vis,
em comparagdo com os tempos de retengao dos padroes
dos carotenoides. A quantificagdo de carotenoides totais foi
realizada por espectrofotometria de UV-VIS a 450 nm.

Analise dos resultados

Como ndo ha legislacao especifica para estes
produtos e visando estabelecer um critério comparativo,
considerou-se satisfatdria a variacio dos teores entre 90 e
110 % em relagio ao valor declarado pelo fabricante,
conforme o controle de qualidade da Industria
Farmacéutica'.
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Tabela 1. Descrigdo do produto, alegagdo de beneficios e recomendagao de consumo, deacordo com informagéo de rotulagem dos nutricosméticos

adquiridos no mercado varejista do Rio de Janeiro em 2012

Produto Descricao Alegacio Recomendagio de consumo
Luteina de Flor de Tagetes Erecta com vitaminas Agdo contra radicais livres e ) .
NCo01 . . ] . 1 cépsula ao dia
e minerais antienvelhecimento
Prevencdo de herpes labial, queimadura solar, 1 cépsula ao dia, ingerir
Licopeno do tomate, Lactobacillus johnsonii e . . P q . . ) P . &
NCo02 . ) . manchas pigmentadas, xerose e intensificacdo preferencialmente durante uma
enriquecido com vitamina A L
do bronzeado refei¢do
, Acio antioxidante que protegem as células
NC03 Esteres de luteina de Flor de Tagetes Erecta ¢ q . p. ] & 1 cdpsula ao dia com as refeigoes
contra radicais livres
Acdo antioxidante que protegem as células
NCo04 Luteina FloraGlo 20 % ¢ d . p. . & 1 capsula ao dia
contra radicais livres
. Agido antioxidante que protegem as células ) . L
NCO05 Licopeno do tomate o 1 cdpsula ao dia com as refeigoes
contra radicais livres
Licopeno do tomate enriquecido com Acdo antioxidante que protegem as células
NCo06 P . d . <; d ) p. . & 1 capsula ao dia
betacaroteno e vitamina E contra radicais livres
Acio antioxidante e agem na formacdo da
NCo7 Licopeno do tomate ¢ g. ¢ 1 cépsula ao dia
melanina
NCO08 Suplemento de Vitamina A a base de beta caroteno Agdo como pré-vitamina A 1 capsula ao dia
. 1 cpsula ao dia na principal
NCo9 Beta caroteno 6000UI Suplementagio vitaminica s
refei¢cdo
Suplemento de Vitamina A a base de beta Acdo antioxidante, formacdo de melanina, ; )
NC10 . B B 1 capsula ao dia
caroteno pigmentagao e prote¢do da pele
1 cépsula ao dia, apds uma
L . . Regeneragdo das células do cabelo, formagéo L P P . .
NC11 Suplemento de Vitamina A e minerais . . , refei¢do ou conforme orientagio
de queratina e redugado da queda do foliculo L .
de nutricionista ou médico
NC12 Beta caroteno 15 mg Suplementagdo vitaminica Nao ha recomendagao
Oleo de linhaca adicionado de licopeno de tomate,
NC13 ) @ . P . . . N.L 1 capsula ao dia
luteina da flor de Tagetes Erecta, vitaminas e minerais
1 c4psula ao dia, apds uma
Licopeno com 6leo de borragem enriquecido  Acao antioxidante que protegem as células . p p . .
NC14 . .. L refeicao ou conforme orientagdo
com vitamina A, E e selénio contra radicais livres L L
de nutricionista ou médico
Luteina e zeaxantina da flor de Tagetes Erecta 3 L. , 1 capsula ao dia, apés uma
] . . ... Agcdo antioxidante que protegem as células L . .
NC15 com 6leo de borragem enriquecido com vitami- . refei¢do ou conforme orientagdo
contra radicais livres L .
nasCeE de nutricionista ou médico
Licopeno, luteina e , . ;
: A < I , 1 capsula ao dia, apds uma
zeaxantina da flor de Tagetes Erecta com dmega  Agdo antioxidante que protegem as células . . .
NC16 i . . . . L refeicio ou conforme orientagdo
3 de ¢6leo de peixe enriquecidos com vitaminas contra radicais livres S L
. . de nutricionista ou médico
e minerais
Oleo de semente de groselha negra, Omega 3 de  Atua sobre as principais causas da queda e ) .
) o . ) i 2 capsulas por dia durante as
NC17  dleo de peixe, licopeno de tomate enriquecido  melhora a qualidade do cabelo. Fortalece as refeiches
com vitaminas Ce E unhas quebradicas ¢
NC18 Licopeno de tomate, Previne e corrige a perda de firmeza da pele e 2 capsulas por dia durante uma
extrato de soja enriquecido com vitamina C as rugas no rosto das refeigoes
2 capsulas ao dia,
. ) . Aumento das defesas da derme, . P .
Licopeno de tomate, zinco, vitamina E e B} preferencialmente pela manha,
NC19 fotoprotecio oral, prepara a pele para a

oligonutrientes essenciais

s ou conforme orientagao de
exposi¢do solar . C
médico e/ou nutricionista.

N.I. = ndo informado

RESULTADOS E DISCUSSAO

\

Quanto a recomendagio de consumo, vale
destacar que os carotenoides sao compostos lipossoltiveis

As informagdes obtidas nas embalagens dos
produtos, relativas a descricdo do produto, alegacdo de
beneficios e recomendacio de consumo encontram-se na
Tabela 1.
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e que a quantidade de gordura da dieta aumenta sua
biodisponibilidade’, uma vez que necessitam de uma fonte
lipidica para serem veiculados e, posteriormente, absorvidos
pelo organismo. Desse modo, destaca-se que apenas
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Tabela 2. Carotenoides presentes nos nutricosméticos, teor declarado pelo fabricante (em mg), teor encontrado ap6s analise por CLAE (em
mg), desvio entre teor declarado e encontrado (em %), adequagdo do produto em relagao as BPF e prego por cépsula

Carotenoides no Adequagao do
Produto Teor declarado (mg) Teor encontrado (mg) Desvio (%)** quas Preco por caps (R$)
produto produto
Luteina 10 2,59 -74,1
NCO01 Na 2,91
B-caroteno* 3,64 12,06 +235 a0
Licopeno N.D. 4,35 N.C.
NCo02 Na 3,63
[-caroteno N.D. 0,12 N.C. a0
NCo03 Luteina 20 12,42 -37,9 Nao 1,12
NCo04 Luteina 10 9,1 -9 Sim 1,83
NCO05 Licopeno 10 12,42 +24,2 Nao 1,22
Licopeno 5,1 1,57 -69,22
NCo06 Na 1,43
B-caroteno 3,6 3,83 +6,39 a0
NCo7 Licopeno 5 4,82 -3,6 Sim 1,36
NCo08 B-caroteno 4 2,68 -33 Nao 0,85
NC09 [-caroteno 3,64 3,17 -12,91 Sim 0,54
NC10 [-caroteno 3,64 3,45 -5,22 Sim 1,61
NC11 [-caroteno 3,64 4,76 +30,77 Nao 3,81
NC12 [-caroteno 15 15,97 +6,47 Sim 0,47
Licopeno 5,1 1,25 -75,49
NC13 Luteina 4 2,8 -30 Nao 3,00
-caroteno X > +59,
B * 3,64 5,01 39,17
Licopeno 6 6,22 +3,67
NC14 Na 3,55
B-caroteno* 3,64 4,92 +36,67 40
Luteina; 10 18,22 +82,2
NC15 Na 3,81
Zeaxantina 0.5 1,34 +168 a0
Licopeno 6 2,92 -51,33
NC16 Luteina 10 13,77 +37,7 Nao 3,81
Zeaxantina 0,5 1,08 +116
NC17 Licopeno N.D. 1,52 N.C. Nao 2,00
NC18 Licopeno N.D. oAl N.C. Nao 2,07
NC19 Licopeno 10 0,016 -99,84 Nao 1,65

N.D.: nao declarado
N.C.: ndo calculado

*Os valores declarados como 600 pg de vitamina A (equivalente a 100 % da Ingestao Diaria Recomendada) foram convertidos

para 3,64 mg de -caroteno

**Percentual de carotenoides encontrado em relagdo ao conteudo declarado pelo fabricante

58 % dos fabricantes orientam corretamente o consumidor
quanto ao consumo do produto durante as refeicdes (Tabela
1) para viabilizar a absor¢ao dos carotenoides.

Os dados relativos aos tipos de carotenoides
presentes nos nutricosméticos, ao teor declarado pelo
fabricante, ao teor encontrado apds andlise por CLAE,
ao desvio entre teor declarado e encontrado e a avaliaciao
da adequagao em relagao as BPF foram apresentados na
Tabela 2. Além disso, apresenta-se o preco por capsula
de cada produto, variando de R$ 0,47 a 3,81, que
foi calculado a partir do atual valor de mercado e da
quantidade de capsulas presentes em cada embalagem.

Ao se comparar os resultados obtidos nas analises
com os valores declarados (quando informado), observou-

se que quatro das dezenove amostras se encontravam
dentro do limite estabelecido como adequado (90a 110 %).
Vale salientar que trés amostras (NC02, NC17 e NC18) ndo
apresentavam declaraciao de concentragao de carotenoides
no rétulo, embora seja uma exigéncia da ANVISA, e que,
portanto, a analise comparativa nao foi possivel, embora
os carotenoides tenham sido quantificados.

Em duas amostras (NC06 e NC14) pelo menos
um dos carotenoides declarados apresentava-se dentro
dos limites estabelecidos, enquanto que os demais estavam
fora deste limite. No entanto, como resultado de um dos
carotenoides estava fora, desqualificou-se a amostra de
uma forma geral. Vale destacar também dois resultados
bastante extremos, onde as amostras apresentaram teores
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superiores a 168 e 235 % do contetido declarado (NCO01
e NC15, respectivamente). Aman et al'* verificaram que
das onze amostras testadas de suplementos contendo
carotenoides, todas apresentaram dosagens até 45 %
superiores as declaradas. Isto sugere que alguns fabricantes,
por conhecerem a baixa estabilidade destes compostos,
praticam a superdosagem a fim de compensar possiveis
perdas durante o armazenamento. Além disso, uma amostra
avaliada apresentou resultado 99,8 % inferior ao declarado,
demonstrando pouco ou nenhum controle do processo de
produgao. Vale salientar que certos produtos, que declaram
apresentar carotenoides, tais como a luteina e a zeaxantina,
nido foram capazes de demonstrar compatibilidade
com sua rotulagem, por razdes ja conhecidas entre os
pesquisadores da area's, tal como a dificuldade da selegdo
de boas fontes naturais (alimentos e/ou plantas) para o
isolamento destes compostos. Assim, para exemplificar
a dificuldade mencionada, um dos fabricantes declarou
que o produto (NCO01) continha altos teores de luteina e
menores de 3-caroteno, no entanto, ao se analisar o produto,
constatou-se a ocorréncia da inversdo nas concentragdes,
ja que foram encontrados alto valor do [-caroteno
(235 % acimado do declarado) e baixo valor da luteina
(74 % inferior ao declarado). Este fato pode ser explicado
pela maior disponibilidade de fontes naturais para a
obtengao de B-caroteno, em detrimento da luteina. A maior
abundéncia deste composto também pode ser confirmada
pela presenga do mesmo em amostras em que o B-caroteno
nao havia sido declarado, tal como a amostra NC16.

Ademais, ndo foi observada relacio entre os
precos praticados pelos fabricantes e a qualidade dos
produtos. O produto NC12, embora apresentasse maior
nivel de equivaléncia de teor, tinha o menor custo por
capsula. Enquanto o NC19, que obteve o pior resultado
comparativo, apresentou um elevado custo por capsula,
demonstrando nao haver relagdo direta entre o preco e a
qualidade dos produtos.

Os nutracéuticos tém sido considerados como
um fendmeno de mercado e suas vendas crescem
expressivamente. Os resultados encontrados indicaram
que o numero de produtos inadequados, que exibiram
alto desvio em relagdo ao teor de carotenoides declarado
no roétulo, é relevante (aproximadamente 80 %) e que o
setor deve ser objeto de atencao especial da vigilancia
sanitaria, havendo a necessidade de legislacdo especifica
para regulamentacao da fabrica¢do, da rotulagem e da
propaganda desses produtos. Além disso, os profissionais
da drea de satude, que fazem a prescri¢do destes produtos,
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devem ser alertados quanto aos riscos da falta de controle
pelos fabricantes que, além de declararem o seu conteudo
erroneamente, demonstraram nao conformidade quanto
as Boas Praticas de Fabricagdo (BPF). Cabe concluir
que a falta de controle de qualidade na fabricagdo
destes produtos, que sdo consumidos na expectativa
de apresentarem efeitos benéficos a satde e a estética,
impacta diretamente em sua eficicia e seguranca,
podendo representar um potencial risco ao consumidor.
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e que nao comportam uma analise mais abrangente.

Informagoes complementares:

= Devem ter até 10 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

= As tabelas, figuras, gréficos e fotos, limitadas a 02 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis. As figuras nido devem repetir dados jé descritos
em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

= As referéncias bibliogréficas, limitadas a 15, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes a problematica abordada. Deve-se evitar a inclu-
sdo de niimero excessivo de referéncias numa mesma citagio. Citagdes de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e
outros) devem ser evitadas.

= Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (keywords).

= Sua apresentagdo deve acompanhar as mesmas normas exigidas para artigos originais.

1.4 NoTas CIENTIFICAS: Sdo relatos sucintos destinados a rapida divulgagdo de eventos relevantes de uma pesquisa experimental que justifique a publicagao de
resultados parciais.

Informagoes complementares:

= Devem ter até 06 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

= As tabelas, figuras, gréficos e fotos, limitadas a 02 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis. As figuras nao devem repetir dados ji descritos
em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

= As referéncias bibliogréficas, limitadas a 10, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes a problematica abordada. Deve-se evitar a inclu-
sdo de niimero excessivo de referéncias numa mesma citagao. Citagdes de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e
outros) devem ser evitadas.

= Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (keywords).

= Sua apresentagao deve acompanhar as mesmas normas exigidas para artigos originais, porém na forma de texto tnico.

1.5 RELATOS DE CAS0: S3o textos que contemplam principalmente a drea médica, em que o resultado é anterior ao interesse de sua divulgagao ou a ocorréncia

dos resultados nao ¢ planejada.

Informagoes complementares:

= Devem ter até 03 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

= As tabelas, figuras, gréficos e fotos, limitadas a 02 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis. As figuras ndo devem repetir dados ja des-
critos em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

= As referéncias bibliogréficas, limitadas a 10, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes a problematica abordada. Deve-se evitar a inclusao de niimero

excessivo de referéncias numa mesma citagdo. Citagoes de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e outros) devem ser evitadas.

256




INSTRUGOES AOS AUTORES

= 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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