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A REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ tem por
finalidade a divulgagéo de trabalhos relacionados com as
atividades laboratoriais em Saude Publica.

1. Missido da Revista do Instituto Adolfo Lutz

Esta revista tem como misséo divulgar resultados de investigagdes
cientificas tanto basicas como aplicadas inclusive tecnoldgicas,
abrangendo as diversas areas de interesse em saude publica, na
forma de artigos originais, artigos de revisdo, relatdrios técnicos,
comunicagdes e notas cientificas, relatos de caso, resumos de teses
e disserta¢des.

2. Normas para Publicagio

O trabalho submetido a publica¢fio deve ser inédito, ndo sendo
permitida a sua apresenta¢do simultdnea em outro periddico,
conforme declaragio a ser assinada pelos autores. Os autores
deverdo informar na carta de encaminhamento em qual categoria
o trabalho se enquadra. Os trabalhos redigidos em lingua
portuguesa ou inglesa, deverdo ser enviados para o Setor de
Publica¢des do Instituto Adolfo Lutz, em trés cdpias impressas,
sendo uma completa e as outras duas omitindo os nomes dos
autores e respectivas institui¢des, tanto na pagina de rosto como
nos resumos em portugués e inglés. Apés aprovagdo do trabalho,
serd solicitado aos autores o envio do artigo completo em disquete
3 5 acompanhado de uma cdpia impressa.

3. Processo de Julgamento dos Manuscritos

Os trabalhos serfio aceitos para publicagfio apds avaliagdio por
pareceristas indicados pela Comiss@io de Redagdo. A lista de
pareceristas que colaboraram em cada volume ¢ publicada no
ultimo fasciculo do ano. A publicagdo de artigos na Revista esta
condicionada a aprovagio da Comissgo de Redag@o de Publicagdes
Oficiais do Instituto Adolfo Lutz, que podera sugerir ao autor
alterag@es no original. Os manuscritos revisados serdo devolvidos
aos autores para as devidas corregdes. O novo texto deverd retornar
a Comissfo que notificara a aceitag@o ou recusa do trabalho.

4. Etica

Os trabalhos de pesquisa envolvendo seres humanos e/ou animais
deverio ser encaminhados com a cépia da aprovagdio do Comité
de Etica, e no item Material e Métodos deveré constar o niimero
do processo € 0 nome do Comité que o aprovou.

5. Categorias
Os seguintes tipos de trabalhos serfio aceitos para publica¢éo na
Revista do Instituto Adolfo Lutz.

5.1. Artigo original
Relato completo de pesquisa original ainda ndo publicada. Deve
apresentar no maximo 20 paginas impressas, incluindo figuras,
tabelas e referéncias.

5.2. Comunicag¢do breve

E um artigo curto, com objetivo limitado ou cujos resultados sejam
provenientes de estudos com metodologia de pequena
complexidade ou rotineira, de relevancia para a drea de saude
plblica. Deve apresentar o mesmo formato do artigo cientifico,
contendo no maximo duas tabelas ou duas figuras ou uma tabela
e uma figura, até 15 referéncias e 10 paginas.

5.3. Nota cientifica

E o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho
experimental dignos de publicagiio, embora insuficientes ou
inconsistentes para constituirem um artigo original. Deve ser
relevante e que merega rapida divulgagéo. Deve apresentar no
maximo duas tabelas ou duas figuras ou uma tabela e uma figura
e até 15 referéncias. O texto deve conter todos os tépicos de
um artigo cientifico, porém sem as divisdes.

5.4. Relato de caso

Contempla principalmente a &rea médica, em que o resultado
¢ anterior ao interesse de sua divulgagiio ou a ocorréncia
dos resultados ndo € planejada. Inclui novas técnicas,
terapias, diagndstico, patologias, materiais e solugdes
inovadoras para problemas especiais, fen6menos anatémicos
e fisioldgicos. Deve conter os topicos: titulo e resumo em
portugués e inglés, introdugdio, relato do caso, discusséo,
conclusdes, referéncias e apresentar no maximo trés paginas
incluindo figuras e tabelas e até dez referéncias.

5.5. Artigo de revisio

Avaliagdo da literatura sobre determinado assunto, cuja divulgag@o
possa contribuir para melhorar o conhecimento da drea em questéo.
Deve ser subdividido em tépicos, conter resumos em inglés e
portugués. O artigo deve conter um stiimario e apresentar no
maximo 15 péginas.

5.6. Resumos de teses e dissertacgoes

Serdo aceitos para publicagdo os resumos de teses e dissertagdes
até um ano ap6s a defesa. Deverdo conter o nome do autor e
seu enderego eletronico, o nome do orientador, titulo da obra
(em portugués e em inglés), nome da institui¢do em que foi
apresentado o trabalho e ano de defesa. O resumo podera ser
publicado em lingua portuguesa ou inglesa, sendo de total
responsabilidade do autor o conteudo do mesmo e também a
sua revisdo ortografica e gramatical.

6. Preparagdo do manuscrito ou artigo

Geral

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

Estrutura:

Pagina de rosto: a) titulo do artigo; b) nome do(s) autor(es): nome
seguido do ultimo sobrenome por extenso e em caixa alta (ex.:
Ana Maria C. D. da SILVA); c) local de trabalho indicado por
nimero sobrescrito. O autor responsavel e o seu enderego deverdo
estar assinalados com asterisco (*) para encaminhamento da
correspondéncia.

Resumo: deve ser redigido em portugués, ser claro e conciso num
Unico parégrafo, contendo objetivo, metodologias, resultados e
conclusdes. Néo exceder 200 palavras.

Palavras-chave: podem ser utilizados até seis descritores que
identifiquem o contetido do artigo, se possivel baseados no DECS
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(Descritores em Ciéncias da Saide), disponivel no www.bireme.br
terminologia em saude e consulta ao DECS.

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

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

Resultados: devem ser claros e concisos e podem apresentar
tabelas e figuras quando necessarias, que devem ser auto
explicativas.

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

Conclusdo: deve ser clara, concisa podendo, em alguns casos,
serincluida no item discuss@o ndo havendo a necessidade de repeti-
la em item a parte.

Agradecimentos: ¢ opcional e deve vir apds a discussio/
concluséo.

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

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

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

Segundo o Sistema Vancouver, deve-se evitar a utilizagdo de
resumos bem como as “observagdes inéditas” e as “comunicagdes
pessoais” como referéncias, mas as comunicagdes escritas (ndo
verbais) podem ser inseridas entre parénteses no texto. Os artigos
aceitos para publicagdo, porém, ainda néio publicados, podem ser
incluidos na relagdo das referéncias, bastando indicar a revista e
citar entre paréntesis ‘“no prelo”. Informagdes extraidas de
manuscritos submetidos, porém ainda ndo aceitos, devem ser
citados no texto como “observagdes inéditas” (entre paréntesis).
Os titulos das revistas devem ser abreviados de acordo com o
Index Medicus seja pela List of Journals Indexed in Index Medicus
ou no “website” http://www.nlm.nih.gov ou pelo Chemical
Abstracts , ISI Science Citation Index, World List of Periodicals
(publicado por Butterworks, Londres).

Exemplos
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Artigos em revistas
= Periddicos. Liste os primeiros seis autores seguidos
por et al.
Telles MAS, Mosca A. Avaliaggio da técnica de microdiluigdo em
placa para determinag@io de concentragio inibitéria minima de
isoniazida em cepas de Mycobacterium tuberculosis. Rev Inst
Adolfo Lutz. 2000; 59 (1/2): 15-9.

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

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

= ]Instituicio como autor
The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical
exercise stress testing. Safety and performance guidelines. Med J
Aust. 1996; 164: 282-4.

= No prelo (forthcoming)
Leshner Al. Molecular mechanisms of cocaine addiction. N Engl
J Med. No prelo 1996.

Livros e outras monografias

= Individuo como autor
Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for
nurses. 2™ ed. Albany (NY): Delmar Publishers; 1996.

= Editor(es), compilador(es) como autor(es)
Norman 1J, Redfern SJ, editors. Mental health care for elderly
people. New York: Churchill Livingstone; 1996.

= Institui¢io como autor e editor
Institute of Medicine (US). Looking at the future of the Medicaid
program. Washington (DC): The Institute; 1992.

= Capitulo num livro
Franco DBGM, Landgraf M. Microorganismos patogénicos de
importéncia em alimentos. In: Franco DBGM, Landgraf, M,
editores. Microbiologia dos Alimentos 2™ ed. S#o Paulo: Ed
Atheneu; 1996. p. 55-60.

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

=  Dissertacio/Tese
Cairns RB. Infrared spectroscopic studies of solid oxigen [Tese
de doutorado]. Berkeley, California: University of California,
1965. 156 pp.
Material legal
Quanto 2 legislag@o, a forma proposta por Vancouver ndo se aplica
a realidade brasileira, para tanto recomenda-se adotar as normas
a seguir:




Os elementos essenciais sdo: competéncia (pafs, estado ou cidade
ou nome da entidade ou 6rgdo no caso de se tratar de normas),
titulo (especificagdo da legislagdo, nimero e data), ementa e titulo
da publicagio oficial, local da publicagdo oficial (cidade), data
(dia, més abreviado € ano), se¢éo € paginac@o. Exemplos:

Brasil. Portaria n° 695 de 1998 da Secretaria de Vigilancia
Sanitéria do Ministério da Saude. Diario Oficial [da] Republica
Federativa do Brasil, Poder Executivo, Brasilia, DF, 30 mar. 1998.
Secdio 1, n® 60-E, p. 5-6.

Brasil. Resolugdio n® 16, de 13 de dez. 1984 do Conselho Federal
de Educagdo. Dispde sobre reajustamento de taxas, .. € altera a
redagdo do artigo 5 da Resolugdo n.1 de 14/1/83. Diario Oficial
[da] Repuiblica Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 13 dez. 1984.
Segdo 1, p. 190-1.

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

Conselho Nacional do Meio Ambiente [CONAMA]. Resolugdo
n. 315, de 29 out 2002: dispde sobre as novas etapas do Programa
de controle da poluigio do ar por veiculos automotores (Proconve).
Brasilia (DF); Diario Oficial da Unido; 15 mar 2002.

Material Eletronico

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

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

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

Patente

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

Abreviaturas: devem ser evitadas ou usadas apenas as oficiais.
Unidades de medida e seus simbolos: utilizar as legais do Sistema
Internacional de Metrologia.

Tabelas: as tabelas devem ser encaminhadas em folhas separadas
e designadas no texto como “Tabelas™. A sua localizagio
aproximada deve ser indicada no texto. Serdo numeradas
consecutivamente, com niimeros arabicos e encabecadas pelos
respectivos titulos, que devem ser breves € indicar claramente o

contetido. Os dados apresentados em tabela néo devem ser
repetidos em graficos.

Ilustragdes (fotografias, graficos, desenhos, mapas etc.): as
ilustragdes devem ser encaminhadas em folhas separadas €
designadas no texto como “Figuras”: terdo numeragéo Unica €
seqiiencial, em algarismos arébicos e devem apresentar na sua
parte inferior e fora da 4rea de reprodugdo, informagdes breves
e claras que esclaregam o conteliddo da mesma. As suas
localizagBes aproximadas devem ser indicadas no texto. Todas
as ilustragdes devem ser tdo claras que permitam sua reprodugio
com reduggio de 6,5 cm no sentido da largura, sem perda de
nitidez ou legibilidade. As ilustragdes coloridas estdo sujeitas a
confirmagdo. Se as ilustragdes enviadas ja tiverem sido
publicadas, mencionar a fonte e a permissdo para a reprodugio.

Da Publicacio

1. Os trabalhos destinados & publica¢do na Revista do Instituto
Adolfo Lutz deverdo ser encaminhados a Biblioteca do Instituto
Adolfo Lutz, Setor de Publicagdes, Av. Dr. Arnaldo, 355, Cerqueira
César, Sdo Paulo/SP, 01246-902, a/c: Rocely Bueno.

2. Todo trabalho entregue para publicagdo deveréd ser assinado
pelo autor e trazer enderego para correspondéncia ou enderego
eletrdnico. No caso de mais de um autor, deverd ser expressamente
indicado o responsével pela publicagdo.

3. Os trabalhos serdo publicados em ordem cronolégica de
aprovagio, salvo o caso especial de comunicagdo e nota cientifica,
que terd prioridade.

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

5. As provas tipograficas serdo revisadas pela Comissdo de
Redagio de Publicagdes Oficiais do Instituto Adolfo Lutz. Essa
Comiss3o se reserva o direito de introduzir alteragdes nos originais,
visando a manuten¢dio da homogeneidade e a qualidade da
publicagdo, respeitando, porém, o estilo e as opinides dos autores.

6. E permitida a reprodug@o, no todo ou em parte, de artigos
publicados na Revista do Instituto Adolfo Lutz, desde que sejam
indicados a origem e o nome do autor, de conformidade com a
legislagfio sobre direitos autorais.

Da Distribuicio

A Revista Adolfo Lutz é distribuida gratuitamente a entidades
governamentais, culturais, ou em permuta de peri6dicos nacionais
ou estrangeiros.
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RESUMO

A qualidade dos sucos defrutastropicaiséinfluenciadapor fatores microbiol 6gicos, enziméticos e quimicos,
gue podem comprometer suas caracteristicas sensoriais, nutricionais e a salide do consumidor. Para a
conservacdo de sucos de frutas a legislagdo brasileira permite o uso do didxido de enxofre como um
aditivo alimentar. O presente trabalho apresenta uma revisao sobre o uso do diéxido de enxofre e seus
respectivos sai's namanutencao da qualidade de sucos de frutas tropicais industrializados, com énfase em
seu modo de ag&o e aspectos toxicol 6gi cos.

Palavras-Chave. sucos de frutastropicais, dioxido de enxofre, conservador, vida-de-prateleira.

ABSTRACT

Microbiological, enzymatic and chemical factors interfere on the quality of tropical fruit juices, and
impairments can be caused on their sensory and nutritional characteristics, and also on consumershealth
.TheBrazilianlegislation allowsthe use of sulphur dioxide asafood additivefor fruit juice conservation.
The present paper presentsarevision ontheuseof sulphur dioxide and their respective saltsfor preserving
the quality of industrialized tropical fruit juices, and gives emphasis on their mode of action , and on

toxicological aspects.

Key Words. tropical fruit juices, sulphur dioxide, preservative, shelf life.
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INTRODUCAO A producéo de sucos no cenario do agronegdcio nacional

Ossucos defrutas sdo consumidos e apreciados em todo
0 mundo, ndo so pel o seu sabor, mas, também, por serem fontes
naturais de carboidratos, carotendides, vitaminas, flavonoides,
minerai s e outros componentesimportantes. A inclusio nadieta
de componentes encontrados em frutas e suco de frutas pode
ser importante na prevencédo de doengas e para umavidamais
saudavel 22,

einternacional évistacomo umadas atividades maispromissoras
no ramo alimentar®. Segundo Agrianual®, a produc¢éo mundial
de sucos é de cerca de 20 bilhdes de litros/ano. O Brasil tem a
liderancamundial das exportagdes de sucosdelaranjaecitricos,
e ocupa a 8*posicdo no ranking dos exportadores de sucos de
frutos tropicais®. Os novos hébitos modernos, induzindo ao
consumo de produtos naturais, justificam a demanda crescente
deste produto no mercado internacional.

Rev Inst Adolfo Lutz, 65(1):1-6, 2006 1



Maia, GA et a. Aplicagdes do didxido de enxofre namanutencéo da qualidade de sucos de frutas tropicais. Rev Inst Adolfo Lutz, 65(1):1-

6, 2006.

No Brasil, diversasindUstrias de sucos defrutastropicais
utilizam um método de conservacéo misto, associando a
aplicacdo do processo térmico de pasteurizagdo com a adigdo
de aditivos quimicos, que atuam como conservadores inibindo
0 crescimento microbiano, a atividade enzimética e as reagdes
quimicas que ocasionam alteracGes indesejaveis nas
caracteristicas microbiol dgicas, nutricionaise sensoriai sdo suco.
Os conservadores quimicos normal mente usados pel asindlstrias
do setor sdo combinagBes de acido benzoico e dioxido de enxofre
na forma de seus respectivos sais de sodio e potassio.

O diodxido de enxofre (SO,) atua como branqueador e
conservador sendo o mais utilizado e eficaz em alimentos e
reconhecido como GRAS pelo Food and Drug Administration
(FDA)"®, ou sgja, é considerado geralmente seguro parauso em
alimentos quando usado de acordo com as boas préticas de
manufatura e dentro dos niveis recomendados para cada
alimento®.

Considerando a grande tendéncia e potencial de
crescimento do mercado de sucos de frutas tropicais e a
importancia dos conservadores quimicos para a preservagao
destes produtos, procurou-se, nestarevisdo, reunir informagdes
sobre 0 uso do diéxido de enxofre e seus respectivos sais na
manutencdo da qualidade de sucos de frutas industrializados.

Aspectos gerais

O dioxido de enxofre € um dos mais antigos
conservadores utilizados nas indistrias de alimentos®. E um
gasincolor, ndo inflamavel, de odor sufocante, que se liquefaz
a- 10°C". Devido asdificuldades no seu manuseio e solubilidade
s80 utilizados sai s derivados em substitui¢éo, tais como: sulfito
de potassio, hissulfito de sodio, metabissulfito de sédio e
metabi ssulfito de potassi02. Em soluctes aquosas (Figura 1), o
dioxido de enxofre e sais derivados formam é&cido sulfuroso
(H,S0,), ions sulfito (SO;) e bissulfito (HSO,), sendo que a
proporcdo rel ativade cadaformadepende do pH do meio, forca
i6nica e concentragao®1o%,

Ossulfitostém diversasfungdes nos aimentos e bebidas,
atuando como agentes sanitizantes’, antioxidantes,

antimicrobiano e inibidores do escurecimento’814151617.18,
Segundo Taylor®, os sulfitos sd0 os mais Uteis de todos os
conservadores usados em alimentos em face do seu amplo
espectro de acéo e por serem considerados seguros. As
propriedades fisicas e quimicas do didxido de enxofre e sais
derivados s80 apresentadas na Tabela 1.

Atividade antimicrobiana

Embora se conhega pouco sobre 0 mecanismo de agéo
do di6xido de enxofre e derivados sobre os microrganismos,
acredita-se que a forma ndo dissociada do &cido sulfuroso
(H,SO,) seja responsavel pela atividade antimicrobiana,
devido a maior facilidade de penetracédo através das
membranas celulares. Tal fato é sustentado pela maior
eficiéncia destes compostos a baixo pH*©22, Uma outra
hipétese é que a atividade antimicrobiana sejadevidaao seu
forte poder redutor, com esses compostos reduzindo atenséo
de oxigénio a um ponto abaixo do requerido pelos
mi crorgani smos aerébios ou pela agédo direta sobre o sistema
enziméatico®.

O pH do produto é provavelmente a propriedade que
mais influenciaaagéo antimicrobiana do dioxido de enxofre e
sais derivados. Baixos pHs potencializam a atividade
antimicrobianadeste conservador?, poisem meio &cido hauma
maior predominancia da forma ndo dissociada do acido
sulfuroso. A Figura 2 apresentaas proporgdes de H,SO,, HSO,f
e SO, em solugdo aguosa em fungdo dos valores de pH*.

Na faixa de pH dos sucos de frutas (3,0 - 4,5), o ion
bissulfito (HSO,) e o acido sulfuroso (H,SO,), séo as formas
predominantes e, possivelmente, as formas ativas no controle

SO, (gés) + H,O = H,S04
H,SO; = H' + HSO;" P = 1,81
HSO;” — H' +S0;~ p* =718

Figura 1. Dissolug&o do didxido de enxofre e sais derivados.

Tabela 1. Propriedades fisicas e quimicas do diéxido de enxofre e sais derivados.

Composto  Caracteristicas

Dioxido de enxofre (SO,)

Gasincolor, ndo inflamavel, de odor sufocante, que seliquefaz a- 10°C. Quando

aplicado naagua dissolve-se, originando o &cido sulfuroso (H,SO,) e seusions
sulfito (SO,") e bissulfito (HSO,).

Sulfito de sodio (Na,SO,)

P4 branco a castanho, inodoro, 1g dissolve-se em 4 ml de &gua, dando origem a

H,SO, em pH baixo.

Sulfito de potassio (K,SO,)

P6 branco, inodoro, 1g dissolve-se em 3,5 ml de agua.

Bissulfito de sodio (NaHSO,)

PG branco, cristalino, com odor de SO,, 19 dissolve-se em 3,5 ml de agua.

Bissulfito de potassio (KHSO,)

PG branco, cristalino, com odor de SO,, bastante solGvel em agua.

Metabissulfito de sodio (Na,S,0,)

PG ou cristal branco, com odor de SO,, altamente solGvel em agua.

Metabissulfito de potassio (K,S,0,)

PG ou cristal branco, com odor de SO,, altamente solGvel em agua.

Fonte: Leitao®.  (pag. 4 no texto)
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de bolores, leveduras e bactérias. Em pH maior que 4,5, o
bissulfito (HSO,) inibe bactérias mas néo leveduras. De acordo
com Lindsay® e Luck?, o mecanismo de inibi¢ao do bissulfito
nacélulase explicapor meio das seguintes reagdes. reducéo de
ligagOes bissulfidricas essenciais em enzimas; formagéo de
compostos de adicdo que interferem na cadeia respiratoria;
reagdes com aminoéacidos, pirimidinas e nucleosidios. Entdo, a
acdo mais patente dos sulfitos contra microrganismos € seu
ataque a distintos pontos da estrutura enzimatica da célula. H&4
bastante tempo, se conhece a a¢&o inibidora dos sulfitos sobre
as enzimas com o grupo SH?. A grande sensibilidade destas
enzimas aos sulfitos esté relacionada com o efeito inibitorio
primério nas reag6es dependentes do NAD*¢. Segundo Wong?,
a atividade antimicrobiana dos sulfitos depende da penetracdo
do SO, molecular através damembranacel ular. Tem-se sugerido
que o didxido de enxofre ativa um sistema AT Pase localizado
namembranacelular. Umavez nointerior dacélula, o SO, pode
interagir com diversos compostos celulares, como cofatores,
coenzimas, aminoacidos, pirimidinas e nucleosideos. De acordo
com Simao®, o dioxido de enxofre reage também com o DNA,
formando ligagtes cruzadas com residuos de &cidos nuclé cos.
A peroxidagéo delipideos devido apresencado SO, causadanos
nas membranas celulares, que podem avariar o sistema de
transporte de nutrientes dos microrganismos.

A concentragdo minimade diéxido de enxofre necesséria
paraainibi¢do de microrganismosvaria, dependendo defatores
como tipo de microrganismo, substrato e pH do meio®.

Os valores apresentados nas Tabelas 2 e 3 equivalem as
quantidades minimas de sulfito de sddio necessarias quando se
utiliza apenas este conservador quimico como agente
antimicrobiano. No entanto, os sucos de frutas tropicais séo
formulados com teores de didxido de enxofre inferiores aos
valoresreferidos por Luck e Jager's, pois apresentam baixo pH

25 HSO

% Sulfito total
&

H.S0

50,

pH

Figura 2. Proporgdesde &cido sulfuroso (H SO ), |onssu|f|to(SO *) ebissulfito
(HSO ') em solugdo aquosa.  (péag. 5 no textoS

e podem ter também adicédo de acido benzoico.

O écido benzdico apresenta atividade contra fungos,
leveduras e bactérias, sendo mais €eficiente contra bactérias e
leveduras do que contrafungos??’. Entretanto, o &cido benzdico
utilizado em alimentos &cidos age essencialmente inibindo
fungos e leveduras, umavez que valores de pH menor que 4,5
sdo geralmente suficientes para prevenir o crescimento
bacteriano neste tipo de alimento?$2°%, Como agente
antimicrobiano o &cido benzoico apresentaaco sinergisticacom
dioxido de enxofre??®. Este &cido € considerado substancia
GRAS (“Generally Recognized as Safe”) pelo Food and Drug
Administration (FDA), 0 que torna seguro 0 Seu Uso nas
concentractes recomendadas para adi¢éo nos alimentos®,

Controle do escurecimento enzimatico
As enzimas envolvidas no processamento de frutas que
causam alteracBes nacor dos alimentos sdo de natureza oxidativa

Tabela 2. Acéo inibidora do didxido de enxofre frente as
bactérias (pH 6,0).

Microrganismo Concentracéo minima

de sulfito de sbdio (ppm)

Pseudomonas fluorescens 500
Pseudomonas effusa 500
Pseudomonas ovalis 1000
Staphylococcus aureus 800
Lactobacillus casei 1000
Lactobacillus arabinosus 550
Escherichia coli 1000 - 2000
Aerobacter aerogenes 1000
Bacillus subtilis 500
Bacilus megatherium 500
Bacillus cereus var. mycoides 500

FONTE: Luck e Jager®.

Tabela 3. Acéo inibidora do didxido de enxofre frente as
leveduras e bolores.

Microrganismos pH Concentragéo
minimade sulfito
de sodio (ppm)
Leveduras
Saccharomyces cereviseae 4,0 800 - 1600
Saccharomyces ellipsoideus 25-35 200 - 800
Zygosaccharomyces nusshanmii 4,0 2000
Hansenula anomala 5,0 2400
Bolores
Mucor species 25-35 300 - 600
Penicillium glaucum 45 2800
Penicillium species 50 1600 - 4000
Penicillium species 25- 35 200 - 600
Aspergillus niger 45 2200

FONTE: Luck e Jager®.
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e atuam sobre 0s substratos naturais encontrados nas frutas,
produzindo substéncias coloridas e podendo ocasionar
alteragdes no sabor, no aroma e no valor nutritivo®,

As principai s enzimas rel acionadas com o escurecimento
enziméti co de sucos defrutas sdo apolifenol oxidase (PPO), &cido
ascorbico oxidase e peroxidase (POD). A polifenoloxidase, na
presenca do oxigénio, pode catalisar muitas reagdes envolvendo
compostos fendlicos natural mente encontrados em muitasfrutas.
Dentre os compostos naturais, encontrados nas frutas, mais
susceptiveis aagdo da polifenol oxidase se destacam o catecal, a
tirosing, os &cidos clorogénico, caféico, gdlico e ascorbico, as
hidroguinonas, asantocianidinas e osflavondides**. Estaenzima,
na presenca de oxigénio, catalisa a hidroxilagdo de monofendis
aos correspondentes orto-dihidroxifendis (atividade cresolase)
oxidando-os a orto-quinonas (atividade catecol aseg)®:37:383940, A
reacao do escurecimento prossegue através de oxidagdes ndo
enziméticas ocorrendo, finalmente, apolimerizagéo das quinonas
apigmentos mel &nicos de cor escura, 0squais quimicamente sdo
polimeros amorfos, insolGve's e altamente estaveis, que podem
interagir com outros congtituintes do meio, particularmente as
proteinas, formando complexos col oridos!" 2526384041 A peroxidase
catalisa a oxidagdo de um aceptor (geralmente um composto
fendlico) por meio da agua oxigenada, formando tetraguaiacol,
um composto amarelo escuro ou marrom. A peroxidase tem-se
mostrado aenzimamaistermorresi stente, e suainativagdo térmica
constitui, em certas condicfes, um processo reversivel. Sua
atividade pode ser restituida total ou parcialmente durante o
periodo de estocagem, a temperaturas baixas ou mesmo em
condigdes ambientes. O acido ascorbico, napresencade oxigénio,
pode ser oxidado pelaenzimaécido ascorbico oxidase, originando
acido diidroascorbico que podera dar origem ao &cido -
cetogul 6nico e ao furfural e posteriormente apolimeros escuros™.
Estas enzimas podem n&o ser totalmente inativadas durante o
processamento dos sucos, uma vez que o alto teor de polpa
presente, em gera, nos sucos de frutas tropicais dificulta aacdo
do processo térmico deinativagdo destas enzimas.

Os agentes sulfitantes podem prevenir o escurecimento
por sua capacidade redutora, agindo competitivamente com o
oxigénio, por agdo direta sobre a polifenoloxidase ou por
combinagéo irreversivel com as orto-quinonas, formando
produtos incolores e prevenindo a condensacdo até
melanoidinas!®1936404243444546 ° A gdicdo de sulfito previne a
destruicdo do acido ascorbico durante o processamento e
estocagem do produto, por evitar aoxidacdo causadapelaenzima
acido ascorbico oxidase®.

Controle do escurecimento nao enzimatico

Os sucos de frutas apresentam caracteristicas de cor,
aroma e sabor bastante peculiares. Estas caracteristicastendem
asofrer modificacéo durante o processamento e estocagem dos
mesmos, conduzindo a degradagdo geral do produto.

Os trés mecanismos de escurecimento ndo enzimético
maisimportantes nos sucos defrutas sdo: 1 - reacédo de Maillard
gue ocorre entre agUucares redutores e grupos +-amino de

4

aminoacidos, peptideos e proteinas resultando naformacado de
melanoidinas (pigmentos marrons); 2 - oxidagdo do acido
ascorbico (vitamina C) afurfural e acido alfa-cetogul 6nico, os
quais, napresencade compostos hitrogenados, geram pigmentos
marrons escuros; além de gerar pela simples polimerizacgéo do
furfural formado, pigmentos marrons claros; 3 - caramelizagdo
de aclicares que ocorre pela agcdo de acidos sobre aglicares,
levando a formagado de hidroximetilfurfural que se polimeriza
gerando as mel anoidinas, pigmentos de coloragdo marrom*. As
reagOes de escurecimento ndo enzimético resultam nadestruicéo
de nutrientes tais como aminoé&cidos essenciais e acido
ascorbico, reduz a digestibilidade de proteinas, inibe a acéo de
enzimas digestivas e interfere na absor¢cdo de minerais por
promover a complexacédo de ions metadlicos . Produtos
potencia mente toxicos mutagéni cos podem ser formados devido
areacdo de Maillard™.

Em geral, o escurecimento ndo enzimético pode ser
inibido ou controlado de vérias formas, utilizando-se baixas
temperaturas de armazenamento, removendo o oxigénio da
embal agem e usando i nibidores quimicos como os sulfitos”. O
dioxido de enxofre é provavel mente o mais eficaz dosinibidores
do escurecimento ndo enzimético em alimentos'®. Segundo
Riedel®, este aditivo possibilita a uniformizagdo da cor e
aumenta o prazo de conservagdo de sucos de frutas
industrializados.

O mecanismo quimico pelo qual o didxido de enxofre
inibe o escurecimento ndo enzimatico ndo esta totalmente
esclarecido, acreditando-se que setratade reagdes do bissulfito
com os grupos carbonila ativos das moléculas de agUcares e
vitamina C*. Segundo Aratjo™, o SO, atua como inibidor da
reac&o de escurecimento, blogueando a carbonilae prevenindo
acondensacdo destes compostos pelaformacdo irreversivel de
sulfonatosinterrompendo a seqiiéncia de reacles que levariaa
formac&o de melanoidinas. Entretanto, o uso do didxido de
enxofre pode levar asabor e aroma desagradavei s*, bem como
adestruicdo davitamina B1 no alimento®49505152,

O sulfito interage com vérios constituintes presentes nos
alimentos, incluindo: aglcares redutores, aldeidos, cetonas,
proteinas e antocianinas™, sendo que o sulfito naformaligada é
reduzido em alimentos acidos. A extensdo dareacéo depende do
pH, temperatura, concentragdo de sulfito e componentes reativos
presentes no produto. A reatividade do didxido de enxofreémuito
alta, e durante o processamento e estocagem do produto
freqlientemente ocorrem perdas consideraveis de SO,"*°.

Aspectos toxicoldgicos

Um dos principios que regulam o emprego de aditivos
alimentares é sua inocuidade, porém, é impossivel determinar
uma prova absoluta da sua toxicidade para todos os seres
humanos. Os ensaios toxicoldgicos se referem aos efeitos
fisioldgicos em animais experimentais em relagdo a um
determinado coeficiente de ingest&o.

O FDA (Food and Drug Administration) hamuito tempo
incluiu o dioxido de enxofre, sulfito, bissulfito e metabissulfito
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de sddio e potéssio na lista GRAS (“Generally Recognized as
Safe’). O JECFA (Comité Conjunto FAO/OMS de Peritos em
AditivosAlimentares) também consideraos sulfitos seguros para
uso em alimentos e estabeleceu uma ingestéo diéria aceitavel
de 0,7 mg/Kg de peso corpéreo®.

Por solicitagdo do FDA, a Federac8o das Sociedades
Americanas para Experimentos Biol dgicos (FASEB) criou um
Comité “ad hoc” em 1984 para se examinar o status “GRAS’
para sulfitos. Referido grupo concluiu que os sulfitos ndo séo
teratogénicos, mutagénicos ou cancerigenos em animais de
laboratério. Nao encontraram também nenhum dado
toxicol 6gico ou metabdlico significativo™.

Os sulfitos costumavam ser populares com 0s
proprietarios de restaurantes para uso em saladas porque
mantinham as frutas e os vegetais crus com aparéncia fresca,
mas seu uso foi banido depois que algumas pessoas sofreram
reagOes alérgicas perigosas. O FDA agoraproibe o uso de sulfito
em alimentos que serdo ingeridos crus, com excegdo de uvas™,
e exige que produtos contendo mais de 10 ppm de di6xido de
enxofre declarem seu uso no rétulo®. Vale ressaltar que em
aimentos acidos sulfitados (pH< 4,0) 0 SO, pode ser volatilizado
eperdido. Portanto, em muitos alimentos somente umapequena
frag8o do sulfito adicionado permanece na forma livre no
produto final8.

Segundo Sizer e Whitney®®, paraa maioriadas pessoas
os sulfitos ndo impdem um risco nas quanti dades normal mente
usadas, mas de acordo com Pizzoferrato et al.® os sulfitos
apresentam efeitos antinutricionais, interagindo com algumas
vitaminas, como piridoxal, nicotinamida, tiamina e &cido
fdlico, reduzindo a qualidade nutricional dos alimentos
processados. No entanto, Bragagnolo et al.>” afirma que os
efeitos bioldgicos dos agentes sulfitantes ndo estao
completamente el ucidados.

O dioxido de enxofre e os sulfitos sdo biotransformados
a sulfatos e excretados na urina sem qualquer dano
patol 6gico'®2051%8, A biotransformagdo do sulfito consiste da
sua oxidagéo parasulfato, pelaagdo daenzimasulfito oxidase
|ocalizada namitocdndria presente nostecidos, principalmente,
do coragao, figado erins. No organismo humano, esta enzima
também converte de aminoacidos sulfurosos (cisteina e
metionina) em sulfitos. Esse processo metabdlico normal
controla o excesso desses aminoécidos, oxidando-os asulfatos,
0s quais sdo facilmente eliminados. Em todas as espécies
estudadas, a maioria do sulfito ingerido € rapidamente
excretada na forma de sulfato, o qual pode interagir com
proteinas, formando complexo proteina-tiossulfonato que pode
persistir no organismo. Individuos asméticos e deficientesem
sulfito oxidase toleram até uma determinada quantidade de
sulfito sem apresentarem sensibilidade. Existe uma outra
enzimando t&o especifica que oxidatambém sulfito a sulfato,
a xantinoxidase?. De acordo com Taylor®®, o Unico efeito
adverso associado com sensibilidade ao sulfito éaasmaembora
somente uma pequena porcentagem de asmaticos sejam
sensiveis ao sulfito.

Legislagédo

Denomina-se aditivo alimentar qualquer ingrediente
adicionado intencional mente aos alimentos, sem propésito de
nutrir, com o objetivo de modificar as caracteristicas fisicas,
guimicas, biolégicas ou sensoriais, durante a fabricacéo,
processamento, preparacdo, tratamento, embalagem,
acondicionamento, armazenagem, transporte ou manipulagéo
deum alimento®. No entanto, o conceito de aditivo alimentar é
bastante variavel de pais parapais. Umadeterminadasubstancia
pode ser utilizadacomo aditivo por um paiseter seu uso proibido
no outro®.

No Brasil, os aditivos estéo classificados em 23 classes
funcionais entre as quais esta a dos conservadores, definidos
como substancias que impedem ou retardam a alteracdo dos
alimentos provocadapor microrganismosou enzimas. O didxido
de enxofre e seus derivados estdo enquadrados como
conservadores™.

A Resolug&o n° 04/88 do Conselho Nacional de Salde
(CNS), do Ministério da Saide®* permite aadicao de no maximo
200 mg/K g de didxido de enxofre em sucos defrutas. Entretanto,
no caso especifico do suco de caju se faz necessério o emprego
de niveis mais elevados de didxido de enxofre que o utilizado
para outros sucos de frutas, de modo a se evitarem as reaces
de escurecimento e perda das caracteristicas de aroma, sabor e
valor nutritivo. A Resolugdo n° 12/02 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria (ANVISA), do Ministério da Saide®?,
estabel ece o limite méximo de dioxido de enxofre no suco de
caju com alto teor de polpa em 300 mg/100ml, devendo-se
considerar que este devera ser diluido com agua na proporgéo
1:9 antes do consumo.

CONSIDERAGOES FINAIS

A conservagdo de sucos de frutas tropicais pela adicéo
do di6xido de enxofre seguida de tratamento térmico € o método
mais utilizado pelas indUstrias processadoras, visto que este
aditivo apresenta comprovada acdo no controle de
microrganismos e do escurecimento enzimético e nao-
enziméti co, contribuindo significativamente namanutencéo da
qualidade dos sucos industrializados, por um maior periodo de
tempo. Além disso, este aditivo é considerado seguro sob o ponto
devistatoxicol 6gico, desde que ndo excedaoslimites permitidos
pelalegislacéo brasileira
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RESUMO

No Brasil tem ocorrido crescimento vertiginoso na criacéo de peixes de cativeiro de égua doce; no entanto
existem poucos estudos sobre identificaggo e quantificagdo de acidos graxos em pescados provenientes de
cativeiro. Sabe-se que entre diversos fatores, a dieta alimentar do peixe € o fator determinante sobre sua
composi¢ao lipidica, especia mente quanto aos componentes de &cidos graxos. O objetivo destetrabalho foi de
efetuar arevisdo devariosestudos, com ointuito de obter um panoramasobre acomposi¢ao dos &cidos graxos
em pescado e, ainda, quanto ainfluéncia da dieta sobre a composi¢céo de &cidos graxos dos peixes capturados
em ambiente natura e dos cultivados em diferentes sistemas. A maioria dos estudos aponta que a composi o
de &cidos graxosem peixes marinhos apresentamai ores proporgdes de aci dos graxos poliinsaturados Omega3
(AGPI-03) do que os peixes de aguadoce. O &cido graxo palmitico e o oléico atingem os mais altos niveis no
pescado de &gua marinha e de dguadoce. Namaioriados peixes, 0 DHA, o EPA e alinolénico sdo asmaiores
fontes de AGPI w3, enquanto o linolé co e o araquiddnico contribuem como fonte de AGPI w6.
Palavras-Chave. &cidos graxos, composicao lipidica, pescado.

ABSTRACT

Although avertiginousincreasein freshwater fish-farming breeding has been occurredin Brazil, thereare
relatively few studies on fatty acidsidentification and quantification in fish bred in captivity. It isknown
that among diverse factors, the fish feeding diet is a determining element on its flesh lipid composition,
especially onthe composition of nutritionally important fatty acids. The objective of the present study was
to reassess some reported studiesin order to get an overview on fish fatty acid composition , and on the
influence of feeding diet on fatty acid composition of fish caught from natural habitat and thoseraisedin
aquaculture. The mgjority of the studies show that the composition of fatty acidsin saltwater fish present
higher proportions of polyunsaturated (PUFA-m3) Omega 3 fatty acids than freshwater fish. Highest
percentages of palmitic and oleic acids are found in both marine and freshwater fishes. For mostly fishes
DHA, EPA and linolenic acids are the major sources for PUFA-®3, while linoleic and arachidonic acids
are the sources for polyunsaturated (PUFA-w6) Omega 6 fatty acids.

Key Words. fatty acid composition, fish.
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INTRODUCAO

Oslipidiosde peixes apresentam &cidos graxos contendo
de 10 a 24 &omos de carbonos. Os peixes de &gua doce contém
elevadas proporcdes de é&cidos graxos saturados e
poliinsaturados (C18), mas baixos teores de insaturados com
20 e 22 aomos de carbono, quando comparados aos lipidios de
peixes marinhos'.

A composi¢do de &cidos graxos em lipidios totais é
influenciada pelas classes dos i pidios constituintes. Ostecidos
ricos em gordura tém os triacilglicer6is como 0s principais
constituintes, enquanto os fosfolipidios predominam naqueles
debaixo teor delipidios. Asflutuagdes sazonaisinfluenciam no
contetdo de lipidios e na composicdo dos acidos graxos,
havendo variacBes em peixes de aguadocetropica etemperada
com a época do ano'? 2

A composi ¢&o doslipidios nostecidos dos pei xestambém
pode ser afetada peladieta e por outros fatores ambientais, tais
como salinidade e localizac8o geogréficat. O perfil em &cidos
graxos de peixes é certamente influenciado por sua dieta’.

Pesquisas sobre a composi¢do em acidos graxos em
pescado tém sido realizadas nos Ultimos anos, devido a
evidéncia do papel dos acidos graxos poliinsaturados w3
(AGPI®m3) na prevencdo de doencas cardiovasculares. Esses
estudos tém mostrado que a quantidade dos AGPI®m3 difere
entre as espéci es e depende de uma série de fatores. O presente
trabalho tem como objetivo analisar varios estudos de acidos
graxos em pescado visando obter um panorama sobre a
composicdo dos acidos graxos em pescado, tanto a nivel
mundial como asituag&o especificano Brasil eainfluénciada
dieta na composicdo em é&cidos graxos de peixes capturados
em ambiente natural e cultivados em diferentes sistemas.

Essencialidade dos acidos graxos w6 e w3: aspectos
nutricionais e beneficios a salde.

A essencialidade dos acidos graxos tem doisrequisitos, em
primeirolugar deve-sesaber quetipo deacido graxo éimprescindive
a0 organismo e segundo, quais acidos graxos ndo podem ser
sintetizados pelo homem. Os acidos graxos poliinsaturados so
formados por duas classes de &cidos graxos, a s&rie w6 e w3, as
quais so consideradas essenciais, porque os mamiferos néo so
capazes de sintetizalas e devem retiré-los da dieta

A essencialidade da série w6 é conhecidadesde 1930, esua
deficiéncia esta associada basicamente a problemas dérmicos. A
essenciaidade dos &cidos graxos poliinsaturados da familia w6
(AGPIw6) foi verificadaem humanosapartir desintomasdérmicos
ocorridosem criangas recém-nascidas submetidas adietaabase de
|eite desnatado; sintomasessesrevertidospelo uso deleiteintegral.
Essasobsarvacfes caracterizaram osefetosdadeficiénciade acidos
graxos poliinsaturados em humanos’. A essencididade dasérie w3
demorou aser caracterizadapdadificuldadeem verificar seusefeitos
emmoddosanimaisepelofao desomenteter sdo evidenciadaem
humanos quando se comecou a administrar dietas parentais
suplementadas apenas com &cidos graxos da série 6.

8

Estudos tém demonstrado que os &cidos graxos sao
importantes no desenvolvimento do sistema nervoso central e
no funcionamento ideal dos mesmos. A principal fase em que
deve haver AGPl®»3 na dieta € quando ha o desenvolvimento
rapido do cérebro, em humanos, ocorre do terceiro trimestre
da gestacdo até 18 meses apds 0 hascimento®®.

Os é&cidos graxos apresentam importante papel no tecido
biol 6gico porqueinfluenciam propriedades como aintegridade,
fluidificagéo, permeabilidade e atividades enzima-membrana;
sd0 precursores de eicosanoides; sao necessarios para manter
aimpermeabilidade da pele e estdo envolvidos no transporte e
metabolismo do colesterol. Todos os membros das familias de
acidos graxos podem ser sintetizados biol ogicamente a partir
dos acidos graxos oferecidos da dieta. O acido araquiddnico
(AA) é sintetizado a partir do &cido parental da série w6, o
acido linoléico e o &cido eicosapentaenoico (EPA) e
docosahexaendico (DHA) sdo sintetizados a partir do acido o-
linolénico, através das enzimas A6, A5 e A4-desaturases’®.

Simopoul 0s*® adverte sobre 0 aumento da quantidade de
AGPI-06 nas dietas ocidentais, uma vez que os produtos
metabdlicos de eicosandides produzidos a partir do acido
araguidoni co sdo formadosem quantidades maioresdo queagueles
produzidosapartir deAGPI-w3, especificamente EPA. Atua mente,
asdietascontem poucaedesigua quantidade deAGPI-m6 eAGPI-
3 e ainda certa quantidade de acidos graxos trans. As dietas no
ocidente contem mai or quanti dade de w6 devido aindiscriminada
recomendagao na substitui cdo de &cidos graxos saturados por m6.
A taxade w3 &menor devido ao pouco consumo de peixeedevido
aproducdo de animais alimentados com gréos ricos em m6'°4,

A relagdoided entrew6 ew3 nadietadiariaaindando esta
bem estabel ecida, porém recomenda-se queaingestdo delinoléico
nao deva exceder 10% do total de calorias'®. Simopoulos et al.?2
afirmam que nas dietas ocidentais a razédo ®w6/®m3 é de
aproximadamente 20 a 30:1 erecomendam umapropor¢do de5:1
até10:1, valoreselevadosem rel agdo aquel esconsideradosideais
de 1:1 a 2:1, enquanto o Department of Hedth®® da Inglaterra
recomenda que o valor darazéo m6/w3 sgjano maximo 4.

Composicao dos acidos graxos em pescado

Os peixes de &gua doce apresentaram maior percentual
de &cidos graxos da familia dmega 6 enquanto que os peixes
marinhos apresentaram maior percentual de &cidos graxos da
familiadmega 3“ (Tabela 1l e 2).

De acordo com Henderson & Tocher? os peixes de agua
doce podem conter umagrande quantidade de AGPI-n3, assim
Wang et al.* estudaram 8 espécies de peixes de agua doce
(Coregonus zenithicus, Coregonus artedii, Catosmus
commerconni, Osmerus mordax, Coregonus clupeaformis, Lota
lota, Salvelinus namaycush namaycush e Salvelinus namaycush
siscowet) de habitat natural e observaram que a concentragdo
de EPA e DHA foi geralmente maior do que aencontrada para
o Clupea harengus, peixe de origem marinha, e os acidos graxos
da familia w3 foram os que mais contribuiram para o total de
AGPI em todos os peixes estudados (Tabela 2).
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O &cido palmitico (C16:0) e o &cido oléico (C18:1»9)
foram os principais acidos graxos encontrados quando a
composicdo de lipidios no filé do Merluccius hubbsi foi
estudada por Méndez e Gonzalez®®. O valor médio de EPA e
DHA encontrado ao longo do ano foi de 0,09 e 0,359 por 100g
de musculo do tecido, respectivamente e, portanto, os autores,
baseando-se no trabalho de Ackman?®, argumentaram que se a
meédia de ingest&o diéria recomendada fosse de 1g de EPA +
DHA, serianecessario aingestéo de 230g defilé de Merluccius
hubbsi para obtencéo do valor recomendado (Tabela 1).

A composicdo dos acidos graxos de 10 espécies de
peixes marinhos consumidos diariamente na Maléasia foi
determinada e os resultados mostraram que o total de AGPI-
w3 atingiu o maisalto nivel de &cidos graxos, variando de 30 a
48%, seguido por outrosAGPI, com niveis de 28 a40%, pelos
saturados, de 4 a 11% e finalmente pel os monoinsaturados, de
1 a 9%, aproximadamente. O contelido de AA, EPA e DHA,
em todas as espécies analisadas, variaram no intervalo de 0,19
a 0,68%; 0,80 a 6,72% e 9,36 a 28,6%, respectivamente. Os
peixes analisados foram considerados como uma boa fonte de
alimentos’ (Tabela1).

Uma extensa revisdo da composi¢cao em acidos graxos
de peixes marinhos daA ustréliamostrou que os saturadosforam
osmajoritarios, perfazendo um terco do total, enquanto osAGPI
perfizeram cerca de 40% do total. A média de AGPI-m6
apresentou uma amplitude de 1,2 a 23,1%, sendo o &cido
araquidoénico o majoritério, com um valor médio de 6% do
total de &cidos graxos e variou de 0,4 a15,8%. Namaioriados
peixes analisados, o DHA foi a maior fonte de AGPI-w3,
seguido do EPA edo o-linolénico, que contribuiram com menos
de 3% do total de &cidos graxos®.

NaTurquia, mais de 80% dos peixes sdo capturados ha
regido Oeste do Mar Negro e por isso, Guner et al.*° pesquisaram
o perfil em é&cidos graxos de nove espécies capturadas nessa
regido. O total de saturadosvariou entre 25,8 a45,1%, sendo o
C16:0 o &cido graxo majoritario, com cercade 60% do total de
saturados. O oléico foi o principal acido monoinsaturado em
todos os peixes analisados, sendo o DHA o principal AGPI foi
0 DHA, seguido do EPA. Em algumas espéciesfoi detectadaa
presenca do acido graxo nervénico (Tabela 1).

A composicdo de 12 espécies de peixes marinhos da
Baciade Bengal, em Bangladesh, e de duas espécies de peixes
de dgua doce, capturadas no Rio Meghna e no Lago Kaptai foi
estudada por HARUN et al.?. A percentagem encontrada de
saturados foi de 38 a 59% nos peixes marinhos e de 40 a 46%
nos peixes de dgua doce. OsA GPI-m3 constituiram umamenor
fracdo nos peixes de aguadoce, variando de 7 a12%. OsAGPI-
6, com menor porcentagem, variaram de 2,5 a9,2% em ambos
os tipos de peixes. O &cido C20:4 foi o majoritario dafamilia
w6 e 0 C20:5 e C22:6 foram os predominantes da familia 3
nos peixes marinhos e de &gua doce (Tabela 1l e 2).

Na Malasia foi conduzido um estudo para avaliar a
composi¢do em &cidos graxos de 20 espéci es de agua doce. Os
acidos graxos monoinsaturados foram sempre 0s majoritarios,

com conte(ido variando de 17 a53%, seguidos dos saturados e
poliinsaturados. O total de AGPI-w6 variou de 2 a 26%
enquanto o0 deAGPI-w3 variou de 1 a11% em todas as espécies
estudadas. Osautoresindicaram o peixe em estudo como sendo
importante componente na dieta da populagédo da Malasia,
constituindo cercade 60-70% de fonte protéi cae também como
importante fonte de w-3%.

A composicdo em éacidos graxos de cinco espécies de
peixes marinhos foi estudada em diferentes estaces do ano
Badolato et a.%2. Paratodas as espécies, os principais acidos
saturados encontrados foram o pal mitico e estearico, dentre os
acidos monoinsaturados, foram o palmitoléco e oléico e dentre
0sAGPI, foram 0 EPA, DHA eAA.

Oslagos e rios tropicais detém cerca de 40% de todas
as espécies de peixes de &gua doce do mundo. Em um estudo
envolvendo 50 amostras de peixes, representando 8 espécies
tropicais, que foram coletados em lagos da Etidpia, foi
observada uma diferenca no perfil de &cidos graxos de peixes
tropicais da mesma espécie, porém capturados em diferentes
lagos, bem como de uma espéci e paraoutracapturadano mesmo
lago ouemlocal diferente. Foram identificados 28 &cidos graxos
eosmajoritariosforam o C16:0, C18:0, C18:1w9 e o C22:6m3.
O nivel de AGPI em peixestropicaisfoi comparavel ao de aguas
temperadas, indicando que atemperaturadaaguapor si s6 ndo
interfere no contelido desses acidos graxos®.

O figado de peixe contém alto contetdo de lipidios,
sendo conhecido como umaexcelente fonte de 6leo, assim Satué
& L 6pez** estudaram a composicéo de acidos graxos no éleo
do figado de Oncorhynchus mykiss e encontraram diferencas
na composicdo de acidos graxos entre figados de fémeas e
machos. Os principais acidos graxos no 6leo do figado foram
0sC22:6m3, C16:0, C18:1m9, C22:503, nosmachose C18:1w9,
C22:6w3, C16:0, C18:0, C16:1 nas fémess.

Em estudos realizados no M éxico e em Cuba, Navarro-
Garcia et a.? estudaram a composicéo de lipidios do figado
de tubardo. Houve variaco entre as fragcBes percentuais dos
saturados, monoinsaturados e poliinsaturados. Para o
Carcharhinus falciformis (espécie do México), os teores
encontrados foram de 35,3; 20,8 e 37,7% e parao Galeocerdo
cuvier (espécie de Cuba), de 20,8, 50,6 e 18,4%,
respectivamente. O percentual de EPA e DHA foi de 5,14% e
25,05% parao C. falciformis ede 1,09 € 0,32%parao G. cuvier.

O bonito (Euthynnus pelamis) é umaespéciedistribuida
em zona tropical e temperada. Saito et al.%, estudaram a
composi¢ao em acidos graxos de vérios érgdos de bonito, que
foram capturados em diferentes areas, desde azonatropical a
zonatemperada. A composi¢do em &cidos graxos vari ou pouco
entre os 0rgaos estudados. Foi observado que os majoritarios
foram 0 C16:0, C16:1w5, C16:1w7, C18:0, C18:1w7, C18:1w9,
C20:503, C22:6w3. O DHA foi o majoritario dentre osAGPI,
independentemente da origem da espécie.

Recentementeacomposicio deacidosgraxosequantificacéo
de EPA e DHA de matrinxa (Brycon cephalus) e tambaqui
(Colossoma macropomum), cultivados e capturados naAmazonia
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Central, foram determinadas por Almeida?”. Para 0 matrinxa de
cultivo e capturados no habitat natural os mesmos écidos graxos
magjoritariosforam encontrados noslipidiostotais(LT) enasfragtes
delipidios neutros (LN) e fosfalipidios (FL). Porém, ocorreu uma
inversio deagunsacidosgraxosnosLT eL N dospeixescapturados
na época da seca. Foram detectados 64 acidos graxos nos LT, 66
nos LN e 55 nos FL do matrinx& de cultivo semi-intensivo e de
resarvanaural, capturados nosdois periodos sazonai s (cheiae seca)
daAmazonia Central. As concentractes de EPA e DHA no tecido
muscular da matrinxaforam 4,15mg/g e 5,25mg/g, para os peixes
de cultivo e de 8,14mg/g e 30,04mg/g para as epécies capturadas
naépocadachea, enquanto no periodo dasecafoi de 10,26mg/g e
61,31mg/g, repectivamente. No tecido adiposo dacavidade ocular,
as concentragOes de EPA e DHA foram de 3,64mg/g e 6,22mg/g;
4,93mg/g e 22,78mg/g; 18,74mg/g e 19,66mg/g, paraos peixes de
cultivo eoscapturados naépocadacheiaedaseca, repectivamente.
No tambaqui foram detectados 61 acidosgraxosnosLT, 67 nosLN
e63nosFL dospexesdecultivo edoscapturados nosdoisperiodos
sazonais (cheia e seca). Nos peixes de cultivo e nos capturados no
habitat natural, os mesmos acidos graxos majoritarios foram
encontrados nos lipidios totais e nas fragdes de lipidios neutros e
fosfolipidios, porém, houve umainversdo daordem dos principais
&cidos graxos dos peixes de cultivo e dos capturados na natureza,
nos periodos da cheia e seca. As concentragtes de EPA e DHA no
tecido muscular foram 5,03mg/g e 3,84mg/g; 9,35mg/g e 25,10mg/
0; 14,15mg/g e 40,18mg/g e no tecido adiposo da cavidade ocular
foram de 4,41mg/g e 5,54mg/g; 7,05 mg/g e8,12mg/g; 9,31mg/ge
8,95mg/g para os peixes de cultivo e os capturados na época da
cheiaedaseca, repectivamente. O matrinxa etambaqui de habitat
natural capturado na época da seca foram considerados melhores
parao consumo, por apresentarem maiores concentragiesdosacidos
graxos EPA e DHA (Tabda 2).

A composicao de acidos graxos das espécies Sardinella
spp, Micropogonias furnieri, Prochilodus spp, Oreochromis spp
e Xiphopenaues kroyeri foi estudadaem duas diferentes estagtes
do ano. O X. kroyeri foi a Unica espécie influenciada pela
sazonalidade, com um maior conteido de &cidos graxos saturados
einsaturadosdurante o ver&o. A Sardinella spp apresentou o maior
contetido de EPA + DHA,, quando coletadano ver&o efoi indicada
como amel hor espécie paraaelaboragéo dedietaabase depeixe®.

A composicdo em acidos graxos de trés peixes da
Amazobniafoi estudada por Inhamuns? e Inhamuns & Franco?,
sendo esses curimatd (Prochilodus nigricans), mapara
(Hypophthalmus sp) e tucunaré (Cichla ocelaris). Para as duas
Ultimas espéciesfoi realizadaa quantificacdo dos &cidos graxos
EPA eDHA. Osresultados parao curimatérevel aram que, quando
capturado no periodo de seca, pode ser utilizada em dietas
balanceadas como fonte deAGPI. O mapara capturado naépoca
da cheia foi recomendado para prescricdo de dietas, quando o
objetivo for incrementar aingestéo de EPA e DHA. Essaespécie
apresentou 20mg/g e 16mg/g de EPA no misculo e 14mg/g e
13mg/g no tecido adiposo da cavidade ocular e o teor de DHA
foi de 18mg/g e 15mg/g no musculo e 15mg/g e 14mg/g no tecido
adiposo da cavidade ocul ar dos exempl ares capturados naépoca
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da cheia e seca, respectivamente. O tucunaré, mesmo
apresentando umarazao reduzida de w3/w6 no periodo dacheia
e daseca, nosdoistecidos analisados (mUscul os etecido adiposo
da cavidade ocular), foi considerado uma fonte rica em acidos
graxos essenciais das séries w3 e-m6. Esta espécie apresentou
maior percentual desses &cidos no tecido muscular quando
capturado no periodo dacheiaeaquantificacdo revel ou elevado
teor de DHA no tecido muscular, atingindo 54mg/g quando
capturado no periodo de cheia (Tabela 2).

Na regido Sul, Andrade et al.?® estudaram dezessete
espéci es de peixes de agua doce. Os acidos graxos palmitico e
estedrico foram os majoritarios entre os saturados. O Salmus
sp apresentou 28% de AGPI do total de acidos graxos. O
Salminus maxillocus apresentou mais de 28% de AGPI w3 e
valores em torno de 20% foram obtidos para Hemissorubim
plathyrhinchos, Plagioscion squamosissimus o Pterodoras
granulosus. O teor de DHA em todas as espécies estudadas,
exceto o Colossoma mitrei, foi maior do que o de EPA. De
acordo com os autores, o Pinirampus pinirampu, Salmus sp e
Plagioscion squamosissimus podem ser recomendados como
boa fonte de DHA e EPA (Tabela 2).

Nos lipidios totais do tecido muscular pode existir uma
grande vari edade de substancias organicaslipossol ivei's, que sio
distribuidas em trés principais classes: lipidios neutros,
fosfolipidios e glicolipidios. Foram identificados 64, 71 e 46
acidos graxos nos lipidios totais de pacu (P. mesopotamicus),
curimbata (P. scrofa), e tambaqui (C. macropomum),
respectivamente. As andlises para todas as espécies mostraram
que os &cidos majoritarios foram os acidos miristico, palmitico,
palmitoleico, estedrico, oléico, linoléco elinolénico noslipidios
totais e neutros. O &cido oléico foi o principal acido graxo dos
LT e LN de pacu e tambagui, enquanto o acido palmitico foi o
majoritario nos LT e LN de curimbatd Nos fosfolipidios, os
acidos palmitico, estedrico, oléico e araquidonico foram os
majoritarios em todos os peixes nesse estudo. Noslipidiostotais,
neutros e fosfolipidios de pacu e tambaqui, os &cidos graxos da
familiaw6 predominaram em relag8o aos série w3, e o contrério
ocorreu para o curimbata&®3*2 (Tabela 2).

Sete espécies de peixes de agua doce e nove de agua
salgada, também foram caracterizadas quanto a suacomposi o
de éacidos graxos®. Os acidos C16:0 e o C18:0 foram
maj oritarios nos peixes de agua doce, que apresentaram baixos
niveis de EPA e DHA em comparagdo aos peixes de agua
salgada. Os autores concluiram que a maioria dos peixes de
agua doce ndo poderia ser considerada como fonte de acidos
graxos m3, entretanto, entre os peixes de agua salgada, apenas
duas espécies foram recomendadas.

Influéncia da dieta na composicdo em acidos graxos de
peixes capturados em ambiente natural e cultivados em
diferentes sistemas.

A importéncia de se conhecer o tipo e a quantidade de
lipidiosnadietade animais, devido asuainfluéncianaqualidade
e quantidade de AGPI nostecidos e nas células, foi salientada
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por Rainuzzo et a.*. Oslipidios paraanutricdo de peixesforam
exaustivamente estudados nas Ultimas duas décadas.

Tildpias (Oreochromis niloticus) submetidas a dieta
comercial prolongada foram pesquisadas em relagéo a
composicao de &cidos graxos, com o objetivo de avaliar o valor
nutricional do contelido lipidico®. Foi concluido que a dieta
prolongada permitiu armazenar elevadosteoresdelipidiostotais,
porém ndo promoveu um aumento no valor nutricional do
conteddo lipidico, em relagdo a composicao de &cidos graxos
w3 efoi também verificado que astildpias ndo constituiram uma
boa fonte de &cidos graxos m3. Entretanto a racdo exerceu um
fator determinante nacomposi ¢éo de &cidos graxos doslipidios,
especia mente devido aelevadaconcentragdo de &cidolinol éico.

Os peixes de recursos naturais sofrem vérias influéncias
do meio ambiente, enquanto os peixesde cativeiro, principa mente
aquelesdecultivointensivo, crescem em condicOes maisestaveis
€ possuem a composi¢ao de sua dieta controlada. Destaforma, o
contetdo de lipidios pode ser modificado para melhorar
qualitativamente e quantitativamente o valor nutricional do peixe.
Dietas otimizadas somente para o crescimento e produgdo com
baixo custo podem ndo resultar em peixes de 6tima qualidade™.

Visando melhorar o valor nutricional da composicdo
lipidica do tecido muscular (filé) de tilapias (O. niloticus),
Visentainer et al.¥” estudaram essa espécie criada em sistema
intensivo de cultivo, e ragBes com niveis de suplementacéo
crescentes de 6leo delinhaga (fonte de &cido ai-linolénico, LNA),
foram fornecidos aos peixes. Os resultados mostraram que o
fornecimento de ragGes suplementadas com niveis crescente de
06leo delinhagaaumentou o vaor nutricional do conteddo lipidico
do tecido muscular, pois o acido graxo o3 disponivel na dieta
foi elongado aos importantes &cidos EPA e DHA. Os autores
quantificaram os seguintes &cidos graxos. LNA, EPA e DHA.
Astilapias submetidas aos tratamentos com diferentes niveis de
linhaga (0,00, 1,25, 2,50, 3,75 e 5,00%) apresentaram teor de
6,52; 0,15; 9,93 mg/g; de LNA, EPA e DHA para o primeiro
tratamento e de 59,28; 2,54 e 26,1mg/g parao Ultimo tratamento.

A composi¢go em &cidosgraxos podeser influenciadapelo
sistema de cultivo do pescado assim, Orban et a.*® estudaram as
caracteristicas da qualidade do Diplodus puntazzo em dois
diferentessistemasdecultivo. A distribuigao percentual em acidos
graxosdelipidio total, neutro e polar mostrou diferencas entre os
sistemas de cultivo, tanque e gaiola. O &cido palmitico e o oléico
foram os predominantes entre os saturados e monoinsaturados nos
peixes provenientesdos dois sistemas de cultivos. Altaproporgéo
depaliinsaturadose saturados, cercade 45 e 34%, respectivamente,
foram encontrados nafracgo de fosfolipidios, em ambos os tipos
de cultivos. As diferencas encontradas poderiam ser atribuidas a
diferentes condigBes ambientais e adietaaplicadaaos peixes, nos
dois sistemas de cultivos.

O perfil de &cidos graxos de matrinxa (Brycon
cephalus), piraputanga (Brycon microlepis) e piracanjuba
(Brycon orbignyanus) cultivados em agude e gaiolas e
provenientes de ambiente natural foi estudado por Moreira et
al.®. Dentre os &cidos saturados do tecido muscular, o &cido

palmitico apresentou maior concentracdo, de 21,9 a 26,7%,
para a piraputanga e matrinxa cultivados em agude,
respectivamente. Os poliinsaturados que mais se destacaram
foram o linoléico, o a-linolénico e o DHA. De acordo com os
autores, a grande quantidade de C18:2w6 na ragéo (cerca de
38%) foi provavel mente o responsavel pelo elevado nivel desse
acido no tecido muscular das espécies criadas em cativeiros.

Com afindidade de verificar o efeito da adicéo de 6leo
depalmaeo destilado dadesodorizacdo do 6leo de soja(DDOS)
em ragdes, sobre a composi¢do em &cidos graxos do tambaqui
(Colossoma macropomum), Viegas et al.* realizaram um teste
biolégico em 216 adevinos. Os peixes dimentados com ragdo
com alto contetido de poliinsaturados apresentaram os maiores
teores de AGPI, tanto no filé como no peixe inteiro. Por outro
lado, ragBes contendo maioresteores de 6leo de palmainduziram
aformag&o delipidioscom maioresteores de saturadose menores
de poliinsaturados. Portanto, a composi ¢&o de &cidos graxos do
tambaqui dependeu da composicdo da ragdo, mostrando que,
guando alto em AGPI, o peixe é capaz de acumul&los namesma
propor¢do, principa mente no tecido muscular.

A composicao em &cidos graxos de peixes de égua doce é
caracterizadapor dtaproporco deAGPI-w6. Em peixesdecativeiro,
acomposicao de &cidos graxas pode ser modificada e um trabaho
realizado com Cyprinus carpio, recebendo dieta contendo alta
quantidade de éleo de peixe, revelou um dto nivel deAGPI-w3™.

O crescimento de Ictalurus punctatus, alimentado com
vérias fontes lipidicas em duas temperaturas, e a composi¢ao
dos &cidos graxosdafragdo lipidicapolar no figado desse peixe,
foram estudados por Fracalossi & Lovell “2. A concentragdo de
AGPI na fragdo de fosfolipidios do figado foi maior em
temperatura baixa do que em temperatura alta. O AGPI mais
abundante no figado do peixe, alimentado com “menhaden oil”
ou com a mistura de 6leos, foi 0 DHA. Os peixes alimentados
com 6leo demilho tiveram como principal &cido graxooAA em
seusfosfolipidios e os alimentados com dleo delinhacativeram
amenor quantidade de EPA, porém amaior quantidade de DHA.

COMENTARIOS FINAIS

O Brasil apresentapotencial para producéo pesqueirae
umagrande diversidade de peixes, apesar disso aindahapoucas
pesqui sas sobre aidentificagdo e quantificacdo de &cidos graxos
em pescado. Porém, os trabal hos existentes para os peixes de
aguadoce mostraram que estes apresentaram excelentesval ores
nutricionais e indicaram diferencas entre peixes procedentes
desistemasde cultivo e peixesde* habitat” natural, onde peixes
cultivados podem apresentar maior quantidade de &cidos graxos
poliinsaturados do que peixes de “habitat” natural;

O &cido graxo pamitico e o oléico atingiram a mais dta
percentagem tanto no pescado de &guamarinhacomo de aguadoce.
Na maioria dos peixes examinados o DHA, seguido do EPA e a-
linolénico sfo asmaioresfontesdeAGPIm3, enquantoolinoléicoe
o araquidonico sfo osquemaiscontribuiram como fontedeAGPl w6;
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A composicdo de acidos graxos para peixes marinhos
apresentaram maiores proporcfes de acidos graxos
poliinsaturados Omega 3 do que peixes de agua doce, porém
em algumas pesquisas 0s peixes de dgua doce apresentaram
mai ores quantidade de A GPI-w3 do que peixes marinhos;

Fornecimentosderagbes suplementadascom fontede &cidos
graxospoliinsaturadosomega3, como o dleo delinhaga, aumentam
o vaor nutricional do contetdo lipidico de peixes de &guadoce;

A técnica de quantificacdo de acidos graxos por
quantidade de contetido lipidico deve ser realizada parapermitir
mel hores comparagdes quantitativas, construgdo de tabelas de
composi¢ao, aplicagdes em termos nutricionais para estabel ecer
dietas e nos diversos processos industriais.

AGRADECIMENTOS

A Capes pela concesséo da bolsa de estudos e suporte
financeiro. A Fapesp pelo suporte financeiro.

REFERENCIAS

1. Henderson RJ, Tocher DR. The lipid composition and biochemistry of
freshwater fish, Prog. Lipids Res 1987; 26: 281-347.

2. Inhamuns AJ. Composigao de é&cidos de peixes de &gua doce da Regido
Amazobnica brasileira. Campinas, 2000. [ Tese de Doutorado - Faculdade de
Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas, Campinas).

3. Inhamuns AJ, Franco MRB. Composition of total, neutral, and
phospholipidsin Mapara (Hypophthalmus sp.) from Brazilian Amazonian
area. JAgric Food Chem 2001; 49: 4859 —63.

4. Venugopal V, Shahidi F. Structure and composition of fish muscle. Food
Rev Int 1996; 12: 175-97.

5. Holman RT. The Slow Discovery of the Importance of w 3 Essential Fatty
Acids in Human Health. J Nutrition 1998;128: 427S-433S.

6. Nettleton JA. Omega 3 Fatty Acids and Health. New York, NY, Ed.
Chapman & Hall Book. 1994. 355p.

7. Steven MW, German JB. Food Lipids Chemistry Nutrition, and
Biotechnology, Cap, 18.ed. Casimir. C. Akoh e David b. Min, Marcel
Dekker, Inc, New York, 1998. 816p.

8. SimopoulosAP. Omega-3 Fatty Acidsin Health and disease and in growth
and development. Am J Clin Nutr 1991; 54: 438-63.

9. SimopoulosAR, Leaf A, Sdlem, N. Essentiality and recommended dietary intakes
for omega-6 and omega:3 fatity acids. Ann Nutr Metabol 1999; 43: 127-30.

10. SimopoulosAP. The Importance of theratio of omega-6/ omega-3 essential
fatty acids. Biomed Pharmacother 2002; 56: 365-79.

11. Simopoulos AP. Commentary on the Workshop Statement. Prostaglandins
Leukot Essent Fatty Acids 2000; 63: 123-4.

12. SimopoulosAP Essential Fatty Acidsin Health and Chronic disease. Food
Rev Int 1997 13: 623-31.

13. Department of Health. Report on Health and Social Subjects. n° 46
Nutritional Aspects of Cardiovascular Disease. HM SO, London, 1994.

14. Wang YJ, Miller LA, Perren M, Addis P B. Omega-3 fatty acid in lake
superior fish, JFood Sci 1990; 55: 71-6.

15. Méndez E, Gonzédlez RM. Seasonal changes in the chemica and lipid
composition of fillets of the Southwest Atlantic hake (Merluccius hubbsi).
Food Chem 1997; 59: 213-7.

16. Ackman RG. Nutritional composition of fats in seafoods. Program Food
Nutr Sci 1989; 13: 161-241.

17. Osman H, Suriah AR, Law EC. Fatty acid composition and cholesterol
content of selected marine fish waters. Food Chem 2001; 73: 55-60.

18. BrownAJ, RobertsDCK, Truswell AS. Fatty acid composition of Australian
marine finfish: areview. Food Austrélia 1989; 3: 655-66.

14

19. Guner S, Dincer B, Alemdag N, Colak A, Tufekci M. Proximate
composition and selected mineral content of commercially important fish
species from the Black Sea. J Sci Fd Agric 1998; 78: 337-42.

20. HarunKMY, Sharmin RA, Rafiqur R. Fatty acids of 12 marine fish species
of the Bay of Bengal. J Food Comp Anal 1993; 6: 346-53.

21. Rahman SA, Huah TS, Hassan E, Daud NM. Fatty acid composition of
some Malaysian freshwater fish. Food Chem 1995; 54: 45-9.

22. Badolato ESG, Carvalho JB, Amaral-Melo MRP, Tavares M, Campos NC,
Aued-Pimentel S, Morais C. Composig&o centesimal, de acidos graxos e
valor cal érico de cinco espécies de peixes marinhos nas diferentes estagdes
do ano. Rev Inst Adolfo Lutz 1994; 54: 27-35.

23. Zenebe T, Ahlgren G Boberg M. Fatty acid content of some freshwater
fish of commercial importance from tropical lakes in the Ethiopian Rift
Valley. J Fish Biol 1998 53: 987-1005.

24.Sa8uéMT, Lopez MC. Sex-linked differencesin fatty acid composition of rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss) liver oil. Food Chem . 1996; 57: 359-63.

25. Navarro-Garcia G Pacheco-Aguilar R, Vago-Cordova B, Ramirez-Suarez
JC, Bolafios A. Lipids composition of the liver oil of shark species from the
Caribbean and Gulf of Califérniawaters. JFood Comp Ana 2000; 13: 791-8.

26. SaitoH, IshiharaK, Murase T. Thefatty acid composition in Tuna(Bonito,
Euthynnus pelamis) caught at three different localities from tropics to
temperate. J Sci Food Agric 1997; 73: 53-9.

27. Almeida NM. Composigao em &cidos graxos e quantificacdo de EPA e
DHA de matrinxa (Brycon cephalus) e tambaqui (Colossoma
macropomum) cultivado e capturado na Amazonia Central. Campinas,
2004. [Tese de Doutorado — Faculdade de Engenharia de Alimentos,
Universidade Estadual de Campinas, Campinas].

28. Luzia LA, Sampaio GR, Castellucci CMN, Torres, EAFS. The influence
of season on the lipid profile of five commercially important species of
Brazilian fish. Food Chem 2003; 83: 93-7.

29. Andrade AD, Rubira AF, Matsushita M, Souza NE. w3 Fatty acids in
freshwater fish from south Brazil. JAm Oil Chem Soc 1995, 72: 1207-10.

30. Maia EL, Rodriguez-Amaya DB, Hotta LK. Fatty acids composition of
the total, neutral and phospholipids of pond-raised Brazilian Piaractus
mesopotamicus. Int J Food Sci Technol 1995; 30: 591-7.

31. MaiaEL, Rodriguez-Amaya DB, Franco MRB. Fatty acid of total, neutral,
and phospholipids of the Brazilian freshwater fish Prochilodus scrofa. J
Food Comp Anal 1994; 7: 240-251.

32. MaaEL, Rodriguez-AmayaDB. Fatty acid composition of thetotal, neutral
and phospholipids of the Brazilian freshwater fish Colossoma
macropomum. Food Sci Human Nutrit 1992; 633-42.

33. Gutierrez LE , Silva RCM. Fatty acid composition of commercially
important fish from Brazil. Society Agriculture 1993; 50: 478-83.

34. Rainuzzo JR, Reitan K, Olsen Y. The significant of lipids at early stages
of marine fish: areview. Aquaculture 1997; 155: 103-15.

35. Visentainer JV, Makoto M, Souza NE, Catharino RR, Franco MRB.
Composi¢do quimica e &cidos graxos em tilpias (Oreochromis niloticus)
submetidas a dieta prolongada. Rev Nac Carne 2003; 313: 109-12.

36. Hunter BJ, Roberts DCK. Potential impact of thefat composition of farmed
fish on human health. Nutr Res 2000; 20: 1047-58.

37. Visentainer JV, SouzaNE, Makoto M, Hayashi C, Franco MRB. Influence
of diets enriched with wax seed oil on the o-linolenic, eicosapentaenoic
and docosahexaenoic fatty acid in Nile tilapia (Oreochromis niloticus).
Food Chem 2005; 90: 557-60.

38. Orban E, Di LG, Riceli A, Paoletti F, Casini |, Gambelli L, Caproni R.
Quality characteristics of sharp snout sea bream (Diplodus puntazzo) from
different intensive rearing systems. Food Chem 2000; 70: 27-32.

39. MoreiraAB, Visentainer JV, Souza NE, Matsushita M. Fatty acids profile
and cholesterol contents of three Brazilian Brycon freshwater fishes. JFood
Comp Anal 2001; 14: 565-74.

40. Viegas EMM, Barrera-Arellano D, Contreras-Guzmén ES. Effect of Diet
with Palm Oil and Soybean Oil Deodorizer Distillate on Tambaqui
(Colossoma macropomum) Fatty Acid Composition. Int Meet Fats Qils
Technol Symp Exhibition 1991; 193-6.

41. SeffensW. Effectsof variationin essential fatty acidsin fish feedson nutritive
value of freshwater fish for humans. Aquaculture 1997; 151: 97-119.

42. Fracaloss DM, Lovell RT. Growth and liver polar fatty acid composition
of year-1 channel catfish fed various lipids sources at two water
temperatures. Prog Fish-Culturist 1995; 57: 107-13.



ARTIGO ORIGINAL/ORIGINAL ARTICLE

Atividade antioxidante do a-tocoferol e do extrato de alecrim em
6leo de soja purificado

o-tocopherol and rosemary extract antioxidant activity in purified
soybean all

RIALAG/1055

ValériaC. RAMALHO™, Neuza JORGE!

Endereco para correspondéncia: lDepartamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos — IBILCE - UNESP. Rua Cristévéo
Colombo, 2265

CEP 15054-000 — S&0 José do Rio Preto-SP. e-mail: valeria_ramalho@yahoo.com.br

Recebido: 01/02/2006 — Aceito para publicacdo: 24/04/2006

RESUMO

A oxidag&o lipidica € uma das mais importantes alteragdes que afetam tanto o 6leo ou a gordura assim
como o alimento que os contém, que é responsavel pelo desenvolvimento de sabor e odor desagradaveis.
A aplicacéo de antioxidantes, em termostécnicos, € um dos caminhos maissimples parareduzir aoxidagéo
de gorduras. Ha indicios de que os antioxidantes sintéticos podem ter efeitos indesegjaveis para a salide
humana, o que tem estimulado a busca por antioxidantes naturais como fonte alternativa. Este trabalho
teve como objetivo avaliar a atividade antioxidante do extrato de alecrim, contendo 4% de diterpenos
fendlicos, em comparagdo com o a-tocoferol, com 97% de pureza, utilizando como substrato lipidico
0leo de soja purificado. A atividade dos antioxidantesfoi avaliada nas concentragdes de 0, 100, 300, 500,
800 e 1.000 mg/kg parao extrato dealecrim (ALE) e0, 100, 200, 400, 600 e 700 mg/kg parao a-tocoferol
(TOC), por meio dadeterminagdo da estabilidade oxidativa utilizando o Rancimat. A ordem da atividade
antioxidante encontrada foi 600 mg/kg TOC > 400 mg/kg TOC > 1.000 mg/kg ALE > 200 mg/kg TOC >
800 mg/kg ALE > 500 mg/kg ALE > 100 mg/kg TOC > 300 mg/kg ALE > 100 mg/kg ALE.
Palavras-Chave. antioxidantes, tocoferol, extrato de alecrim.

ABSTRACT

Lipid oxidation is one of the most serious alterationsthat affect either oil or fat, and somefood containing
these products, and it isresponsible for causing unpleasant taste and smell. On technical terms, the use of
antioxidants is one of the easiest ways to reduce the fat oxidation. There are evidences indicating that
synthetic antioxidants may have undesirable effects for human health, thence searches for natural
antioxidants as an alternative source have been encouraged. The present study aimed to evaluate the
rosemary extract antioxidant activity, which contains 4% of fenolic diterpenes, and comparing with 97%
pure a-tocopherol, using purified soybean ail aslipid substrate. The antioxidant activity wasanalyzedin
concentrations of 0, 100, 300, 500, 800, and 1,000 mg/kg for rosemary extract (ALE), and of 0, 100, 200,
400, 600, and 700 mg/kg for a-tocopherol (TOC), by means of oxidative stability determination using
Rancimat. The observed antioxidant activity ranking was 600 mg/kg TOC > 400 mg/kg TOC > 1.000 mg/
kg ALE > 200 mg/kg TOC > 800 mg/kg ALE > 500 mg/kg ALE > 100 mg/kg TOC > 300 mg/kg ALE >
100 mg/kg ALE.

Key Words. antioxidants, tocopherol, rosemary extract.

INTRODUCAO produtos sensorialmente inaceitaveis'. A aplicacdo de
antioxidantes, em termos técnicos, € um dos caminhos mais

A oxidagdo lipidicaéumadasprincipaisalteracbesque  simples parareduzir a oxidagao de gorduras?.
afetam tanto um 6leo ou gordura como um alimento que os Os anti oxidantes sintéticos mais utilizados naindistria
contém. As reagfes quimicas envolvidas nesse processo s80  de alimentos sdo os compostos fendlicos butil-hidroxi-anisol
muito complexas e geram, em estagios mais avangados, (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), terc-butil-hidroquinona
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(TBHQ) e propil galato (PG). Estudos toxicolégicos tém
demonstrado a possibilidade de esses compostos apresentarem
efeito carcinogénico em experimentos com animais®. Por esse
moativo, 0 uso de anti oxidantes sintéticos é restringido em vérios
paises, visto que existe a possibilidade de terem efeitos
indesejaveis para a salide humana’.

Nesse sentido, muitas pesquisas tém sido dirigidas com
a finalidade de encontrar produtos naturais com atividade
antioxidante, os quais permitirdo substituir os sintéticosou fazer
associ agdes entre eles, com o intuito de diminuir suaquantidade
nos alimentos.

Dentre os antioxidantes naturais de maior importancia
sob o ponto de vista tecnolégico, estdo os tocoferéis e os
extratos de especiarias.

Ostocoferoisestao presentes deformanatural namaioria
dos 6leos vegetais. Existem quatro tipos: o, {3, ¥, e 8 tocoferal,
sendo o a-tocoferol o mais abundante nos alimentos e o de
maior atividade biol 6gica como vitamina E®.

A atividade antioxidante dos tocoferdis deve-se
principalmente a sua capacidade de doar seus hidrogénios
fendlicos aos radicais livres lipidicos, inibindo a oxidagao.
Contudo, tem sido notado, que a atividade dos tocoferéis in
vitro depende também de muitas outras possiveis reagtes
paralelas que sdo drasticamente afetadas por suas
concentragdes’, pelatemperaturaeluz, pelo tipo de substrato e
por outras espécies quimicas atuando como pré-oxidante e
sinergista no sistema®®.

Sobre a concentracdo adequada de cada um dos
homadlogos, Jung e Min” definiram concentragdes 6timas de
100 mg/kg de o, 250 mg/kg de y e 500 mg/kg de & tocoferois
para aumentar a estabilidade oxidativa de 6leo de soja
purificado, armazenado no escuro a 55°C. Os tocoferéis
apresentaram significantes efeitos pro-oxidantes em
concentragfes acimadesses niveis. A oxidacao foi acompanhada
pela determinacao de perdxidos.

Para Evans et a.%°, a concentragdo 6tima de tocoferol
parainibir a oxidacdo do 6leo de soja também foi 100 mg/kg
para o, mas paray foi maior, 300 mg/kg. Para o 8-tocoferal,
nao foi observada uma concentragéo 6tima; aoxidacdo do 6leo
diminuiu regularmente com o aumento dadosagem de 473 para
1.890 mg/kg. Nesse caso, a oxidag8o foi acelerada pela
manutencgao do 6leo no escuro a40, 50 e 60°C e aoxidagéo foi
acompanhada pela formagcdo de dienos conjugados, sendo que
0 comportamento pré-oxidante foi mais pronunciado com o
aumento datemperatura.

Frankel ™ também concorda que o o-tocoferol pode atuar
como antioxidante ou pré-oxidante, mas afirmaque aatividade
do a-tocoferol e dos antioxidantes em geral depende ndo sé da
concentracéo, como também do sistema testado, do tempo de
oxidagao e do método usado paraacompanhar aoxidagéo. Para
esse pesquisador, em altas concentracdes, o a-tocoferol
promove a formacao dos hidroperoxidos, mas inibe a
decomposicéo deles.

Os experimentos envolvendo a caracteristica das
especiariaseminibir aoxidagdo seiniciaram nosanos 50. Nessa
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época, pesquisadores constataram 0 aumento da estabilidade
de 6leos adicionados de uma variedade de especiarias e
condimentos®. Dentre as especiarias, 0 aecrim (Rosmarinus
officinalis L.) € uma das que apresenta maior poder
antioxidante. Os compostos responsaveis pela atividade
antioxidante do alecrim sdo principalmente diterpenos
fendlicos, como carnosol, &cido carndsico, rosmanol,
epiromanol e isorosmanol 2.

O efeito antioxidante do alecrim deve-se,
princi palmente, a capacidade dos constituintes fendlicos de doar
hidrogénio paraosradicaislivres, formando radicais estavels,
e também em parte a capacidade de seqliestrar radicais
superoxidos (O,)*.

Muitos extratos de alecrim para uso em sistemas
alimenticios estéo hoje disponivei sno mercado, principal mente
na Europa e Estados Unidos, onde, segundo consta, o alecrim
representa cerca de 40 a 50% dos antioxidantes naturais
comercializados. No Brasil, o alecrim é classificado como
aroma natural, sendo aplicado principalmente em produtos
carneos, pratos prontos e biscoitos.

Estudos tém sido conduzidos com o propdsito de
examinar aatividade antioxidante do alecrim naforma natural
e sob a forma de extrato, em comparagdo com outros
antioxidantes. Nesse sentido, em pesquisarealizadapor Basaga
et al.’s, foi observado que apresencade 100 mg/kg de alecrim
em Oleos de soja e milho, armazenados a 30°C, preveniu a
autoxidacdo, masfoi menoseficiente queo BHT nosdois dleos.
A atividade antioxidante foi acompanhada pela determinacéo
de peroxidos.

Almeida-Doria e Regitano-D’ Arce* avaliaram a agéo
antioxidante de extrato etandlico de alecrim em 6leo de soja
submetido a testes de oxidag8o acelerada em estufa a 60°C,
comparando-o com os antioxidantes sintéticos TBHQ e BHA
+ BHT. Verificou-se que os compostos empregados retardaram
aoxidagdo do 0leo, entretanto, o extrato natural ndo atingiu a
eficiénciado TBHQ, masfoi t&o efetivo quanto amisturaBHA
+ BHT.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
antioxidante do extrato de alecrim em comparacdo com o o-
tocoferal, utilizando éleo de soja purificado como substrato
lipidico.

MATERIAL E METODOS

Material

Paraarealizagéo do experimento foram utilizados 6leo
de sojarefinado sem adi¢8o de antioxidantes, a-tocoferol com
97% de pureza, marca Sigma Aldrich e extrato de alecrim
comercial marca Guardian™ tipo 40 fabricado pela empresa
Danisco S/A contendo, segundo informagdes do fabricante, 4%
de diterpenos fendlicos.

O dleo de soja foi purificado com alumina segundo o
meétodo descrito por Steel, com o objetivo de se determinar a
influéncia apenas do a-tocoferol e do extrato de alecrim
adicionados sobre a alteragdo do substrato lipidico, sem a
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influéncia de compostos minoritéarios ndo controlados,
normalmente presentes nos 6leos, com possiveis efeitos
antioxidantes ou pré-oxidantes. A eficiéncia do procedimento
de purificacdo foi verificada por meio da determinacdo da
estabilidade oxidativa, teor de compostos polarestotais, indice
de peréxidos, teores de dienos conjugados e tocoferdis totais
do 6leo de soja, antes e apds o processo de purificagcdo. Esse
0Oleoisento detocoferdisteve aadicdo dos antioxidantes naturais
a-tocoferol ou extrato de alecrim nas concentracBes
apresentadas na Tabela 1.

Todos os tratamentos foram conduzidos em duas
repeticoes. A atividade dos antioxidantesfoi avaliadapor meio
da determinac&o da estabilidade oxidativa utilizando o
Rancimat.

Métodos analiticos

Estabilidade oxidativa, expressa em horas e
determinada pelo método AOCS Cd 12b-92%, utilizando o
Rancimat que é baseado na determinagdo da condutividade
el étrica dos produtos voléteis de degradacdo. A determinacéo
foi realizadaa100°C, comfluxodear de20 L/h, utilizando 3g
de amostra e volume de agua destilada de 60 mL nos frascos
contendo os eletrodos.

Compostos polares totais, expressos em porcentagem
e determinados pelo método cromatografico proposto por
Dobarganeset al .8, A base do método é a separacdo daamostra
dedleo, utilizando cromatografiade adsor¢do, em duasfragdes
de diferentes polaridades que podem ser determinadas
gravimetricamente.

indice de peroxidos, expresso em miliequivalentes de
oxigénio ativo por kg de 6leo, conforme método AOCS Cd 8-
53Y.

Dienos conjugados, expressos como porcentagem de
acidos diendicos conjugados e determinados pelo método
AOCSTi la-64".

Tocoferdis totais, expressos em mg/kg e determinados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com
detector de fluorescéncia, seguindo o método AOCS Ce 8-86%°.

Delineamento experimental

O experimento foi realizado no delineamento
inteiramente casualizado, com seistratamentos (concentragcdes
de0, 100, 300, 500, 800 e 1.000 mg/kg parao extrato deaecrim
e de, aproximadamente, 0, 100, 200, 400, 600 e 700 mg/kg
para o a-tocoferol) e duas repeticoes™.

Tabela 1. ConcentragGes de anti oxidantes adicionadas ao 6leo
purificado.

Tratamento Antioxidante Concentragdo (mg/kg)
Extrato de aecrim 0

100

300

500

800

1.000

TmMmOO W >

a-tocoferol 0
100
200
400
600
700

rxXa—I0

Os resultados obtidos da estabilidade oxidativa foram
submetidos aandlise de varianciaparadeterminar ainfluéncia
dos tratamentos na estabilidade dos 6leos adicionados de
antioxidantes, medida por meio do Rancimat.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O 06leo obtido apos a purificagdo com alumina foi
analisado quanto asuaestabilidade oxidativa, teor de compostos
polarestotais, indice de perdxidos, teores de dienos conjugados
e de tocoferdis. A Tabela 2 mostra a média e o desvio padréo
dos valores encontrados.

Como pode ser observado na Tabela 2, com relagéo a
estabilidade oxidativa, houve uma drastica reducdo, 97% do
teor inicial, evidenciando aeficéciadapurificacdo com alumina
paraaretirada dos antioxidantes naturais. Barrera-Arellano et
al.?, utilizando o mesmo procedimento para a remocéo de
tocoferois, conseguiram 88% de reducdo da estabilidade
oxidativa de éleo de soja, medida pelo Rancimat nas mesmas
condigdes deste estudo. Romero et al.® conseguiram reduzir
em 89% o periodo de indugcdo medido pelo Rancimat também
a 100°C apods submeter o 6leo de avela chilena (Gevuina
avellana Mol) ao mesmo procedimento para remocédo de
tocoferdis. A grande diferenca na estabilidade entre o éleo
purificado e o ndo purificado enfatiza a importancia dos
compostos que ndo sdo triacilgliceréiscomoinibidores naturais
da oxidagéo de 6leos vegetai 2.

Tabela 2. Caracterizagdo do 6leo de soja antes e ap0s purificagdo com alumina.

DeterminagBesAnaliticas

Oleo de soja antes da purificagdo

Oleo de soja apds a purificacéo

Estabilidade Oxidativa (horas) 17,08+ 0,11 0,48 £ 0,09
Compostos Polares Totais (%) 1,98 + 0,07 0,12+ 0,01
indice de Peroxidos (meg/kg) 0,70+ 0,01 1,29+ 0,01
Dienos Conjugados (%) 0,26 + 0,01 0,23+ 0,01
Tocoferdis Totais (mg/kg) 1.058+ 13 <0,2
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A purificagdo mostrou-se também muito eficiente na
remoc&o de compostos polares, umavez que estes foram quase
gue total mente eliminados, com uma redugéo de 94% do teor
inicial. Steel® reduziu em 47% o teor de compostos polares
apos aplicar o mesmo procedi mento paratambém purificar 6leo
de soja submetido a termoxidacéo.

Com relagéo ao indice de perdxidos, ndo foi encontrada
a esperada reducéo como a observada por Souza®, que, por
meio da purificacéo da oleina de palma com alumina, reduziu
o0 indice de peréxidos de 0,72 para 0,43 meg/kg. Vale salientar
gue, naquel etrabal ho, os tocoferéis ndo foram completamente
removidos, restando 74,9 mg/kg.

Os dienos conjugados também foram parcialmente
removidos, com umareducdo de 11% do teor inicial endo foram
encontrados tocoferéis nas amostras de 6leo purificado, o que
confirmou a eficacia do procedimento para a retirada desses
compostos. Barrera-Arelano et al.?* e Steel'® também nédo
detectaram tocoferéis em éleo de soja apés utilizar o mesmo
procedimento pararemocao desses antioxidantes natural mente
presentes no 6l eo.

O periodo de indugéo (também chamado de indice de
estabilidade oxidativa) € um parametro comparativo muito
utilizado parase avaliarem diferentestipos de 6leos parafritura,
alteracéo nacomposi¢cao em &cidos graxos, eficiénciadaadicao
de antioxidantes, entre outros?. O aparelho Rancimat é uma
versao automatica do teste AOM (Active Oxigen Method) que
determina a estabilidade oxidativa em 6leos. Nesse
equipamento, induz-se aoxidagdo de umaamostrade 6leo, que
émantidasob temperaturaefluxo de ar constantes. Os produtos
voléteis gerados com a oxidagdo sdo recolhidos em agua
destilada, cujo aumento de condutividade €elétrica, detectada
por eletrodos, gera um gréfico em que se visualiza o periodo
de inducdo em horas** 2.

Para avaliar a concentracdo mais efetiva de cada um
dos antioxidantes testados, bem como uma possivel agéo pro-
oxidante, foram aplicadas concentragdes de 0, 100, 300, 500,
800 e 1.000 mg/kg de extrato de aecrim ou de 0, 100, 200,

400, 600 e 700 mg/kg de a-tocoferol no 6leo de sojapurificado
e a medida da estabilidade oxidativa foi verificada pelo
Rancimat a 100°C. O limite de 1.000 mg/kg para o extrato de
alecrimfoi definido por ser esse 0 méaximo valor recomendado
pel o fabricante do produto. As concentragdes utilizadas para o
o-tocoferol, foram baseadas em estudos anteriores?: 26:28.29.30,

Por meio da andlise de variancia para a determinacao
da estabilidade oxidativado 6leo de soja purificado adicionado
de alecrim ou de a-tocoferol observou-se que, o teste F foi
significativo (P < 0,01) parao efeito Concentracfes tanto para
0 extrato de alecrim quanto para o a-tocoferol. AsTabelas 3 e
4 mostram o resultado das médias submetidas ao teste de Tukey
para o alecrim e a-tocoferol, respectivamente.

Com relagdo as concentragOes adicionadas de extrato
de alecrim, verifica-se, pela Tabela 3, que a concentracédo de
100 mg/kg ndo demonstrou agdo antioxidante, jaque ndo houve
diferenca significativa entre os valores da estabilidade das
amostras com 0 e 100 mg/kg de antioxidante. Verifica-se,
porém, que houve diferenca significativa entre os valores da
estabilidade oxidativano intervalo de 300 a 1.000 mg/kg e que
tais valores aumentaram com o aumento da dosagem, néo
demonstrando, portanto, efeito pré-oxidante. Esse resultado esta
de acordo com o que tem sido verificado por alguns
pesquisadores; a atividade antioxidante do extrato de alecrim
tem aumentado com o aumento da concentracdo na faixa de
300 a 1.000 mg/kg®.

No caso das concentragdes de o-tocoferol adicionadas,
houve diferenca significativa entre os valores da estabilidade
oxidativa no intervalo de 0 a 600 mg/kg e eles também
aumentaram com o aumento da concentracdo, ndo apresentando,
dessa forma, a caracteristica pré-oxidante relatada pela
literatural®”.

Esse fato pode ser justificado pelo uso de diferentes
métodos paraacompanhar aoxidacao, visto que, segundo Evans
et al.1% a aparente relagdo entre a concentracao de tocoferol e
sua atividade antioxidante pode ser influenciada pelo método
analitico usado para determinar a extensao e o ponto final da

Tabela 3. Estabilidade oxidativa (horas) do 6leo de soja purificado adicionado de diferentes concentracfes de extrato de

alecrim.
Antioxidante Concentragdes (mg/kg)

0 100 300 500 800 1.000
Alecrim 0,48¢ Om,67¢ 1,69¢ 2,96° 5,07° 6,022

a, b ... (linha) -meédias de Concentragdes seguidas de mesmaletranao diferem entre si pelo teste de Tukey (P> 0,05).

Tabela 4. Estabilidade oxidativa (horas) do dleo de soja purificado adicionado de diferentes concentragBes de o-

tocoferal.
Antioxidante Concentragdes (mg/kg)

0 100 200 400 600 700
o-tocoferol 0,48¢° 2,65¢ 5,42¢ 6,78° 7,702 7,712
a, b ... (linha) - medias de Concentragdes seguidas de mesmaletrando diferem entresi pelo teste de Tukey (P> 0,05).
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oxidag&o; no presente trabalho, foi utilizado o Rancimat a
100°C, enquanto os pesquisadores citados utilizaram a
determinacao de perodxidos e dienos conjugados com oxidagdo
acelerada a 50°C. Esse fator tem contribuido para as opiniGes
conflitantes em trabalhos publicados considerando as
concentragdes necessarias para estabilizar 6leo de soja; vale
salientar, inclusive, que as concentragdes 6timas de o-tocoferol
para inibir a oxidac8o pela formagcdo ou decomposicdo de
hidroperéxidos sdo contraditorias®.

Verifica-se, ainda, pela Tabela 4, que ndo houve
diferenca significativa na estabilidade oxidativa das amostras
com 600 e 700 mg/kg de o-tocoferal.

O efeito de um antioxidante é chamado Fator de
Estabilizacdo e é expresso como a razdo entre o periodo de
inducéo de um 6leo na presencado antioxidante e o periodo de
indugéo do mesmo 6leo na auséncia do antioxidante®. Quanto
maior o valor do Fator de Estabilizac8o, melhor a atividade
antioxidante™®.

Na Tabela 5, sdo apresentados os Fatores de
Estabilizagdo para todas as concentragBes dos antioxidantes
testadas no presente trabalho.

Verifica-se, pelos valores do Fator de Estabilizac8o da
Tabela 5, que o extrato de alecrim foi eficiente em retardar a
oxidag&o, mas o o-tocoferol foi melhor. Por outro lado, ao
avaliar o Fator de Estabilizacdo de 400 mg/kg de extrato de
alecrim e a mesma concentracdo de o-tocoferol em 6leo de
sojanatural, L alas e Dourtoglou® encontraram maior valor para
0 extrato de alecrim do que para o-tocoferol: 1,86 e 1,04,
respectivamente. Sobreisso, Chen et al .* afirmaram que o nivel
de protecdo contra oxidagdo é diferente entre os extratos de
alecrim e depende do método de extragdo, estando intimamente
relacionado com o teor de diterpenos fendlicos.

Em pesquisa realizada por Bauman et al.*, a
concentragéo dos diterpenos fendlicos determinados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em extratos
de alecrim comercialmente disponiveis variou de 2,8 a 22,5%,
sendo que a atividade antioxidante dos extratos dependeu

Tabela 5. Fator de Estabilizag&o para os antioxidantes testados
em 6leo de soja purificado.

Concentracdes Fator de Estabilizacéo (F)

mg/kg extrato de alecrim a-tocoferol
100 1,40 5,52
200 11,29
300 3,52
400 14,13
500 6,17
600 16,04
700 *
800 10,56

1.000 12,54

* Né&o houve diferenca significativa na estabilidade oxidativa das amostras com 600 e
700 mg/kg de o.-tocoferol.

diretamente da concentragdo desses compostos. Em estudo
realizado por Schwarz et al.*, os 100 mg/kg de extrato de
alecrim adicionados em banha, utilizada como substrato lipidico
por ter contetido de antioxidantes naturais extremamente baixo,
aumentaram o periodo deinducéo, obtido através do Rancimat
a 100°C, de 2 horas para 5,8 a 16 horas, conforme a
concentracdo de diterpenos fendlicos do extrato que variou de
2,78 a 22,49%.

Vale ressaltar que o a-tocoferol utilizado no presente
trabalho tem pureza de 97%, enquanto o extrato de alecrim tem
4% dediterpenosfendlicos. A eficaciatanto do extrato dealecrim
quanto do carnosol e do acido carnésico também é
significativamenteinfluenciadapel o tipo de sistematestado (6leo
ou emulsao), tipo de 6leo como substrato (milho, soja, amendoim,
peixe), método usado para acompanhar a oxidagéo (formagéo
de dienos conjugados, hexanol ou propanol) e concentracdo
utilizadaparaosantioxidantes®. Laase Dourtoglou® observaram
gue a protecdo antioxidante do extrato também pode ser
influenciadapel o efeito sinergistaentre os componentes; contudo,
0 mecanismo deste sinergismo é ainda desconhecido.

No presente estudo, com base na estabilidade oxidativa
encontrada e no Fator de Estabilizaco, a ordem da atividade
antioxidante foi 600 mg/kg TOC > 400 mg/kg TOC > 1.000
mg/kg ALE > 200 mg/kg TOC > 800 mg/kg ALE > 500 mg/kg
ALE > 100 mg/kg TOC > 300 mg/kg ALE > 100 mg/kg ALE.

O Fator de Estabilizagdo mais alto parao oa-tocoferol e
para o extrato de alecrim foi na concentracdo de 600 e 1.000
mg/kg, respectivamente.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos concluiu-se que:

O extrato de alecrim, com 4% de diterpenos fendlicos,
demonstrou ter efeito protetor sobre o 6leo de soja contra a
oxidagdo, quando aplicado nas concentragdes de 300 a 1.000
mg/kg, mas o o.-tocoferol, com 97% de pureza, aplicado nas
concentragdes de 100 a 700 mg/kg, foi mais eficiente.

Dentre as concentrages avaliadas, 600 mg/kg de o-
tocoferol e 1.000 mg/kg de extrato de alecrim promoveram
maior estabilidade oxidativaao 6leo de soja purificado medida
por meio do Rancimat.

Tanto o a-tocoferol quanto o extrato de alecrim ndo
demonstraram efeito pro-oxidante nos niveis testados.

A adicdo de extrato de alecrim ao 6leo de sojamostrou
efeito positivo sobre a estabilidade oxidativa desta matéria-
primae poderia ser indicado como antioxidante alternativo na
conservacao de 6leos.
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RESUMO

O presente experimento teve como objetivo correlacionar os resultados obtidos da microbiotafangicae
producdo de micotoxinas com os niveis de nitrogénio, zinco e boro utilizados no plantio do milho.
Foram realizados tratamentos com quatro concentragfes de nitrogénio (0, 50, 100 e 150 kg/ha) deforma
interativa com duas concentragdes de zinco (0,5 e 1,0 kg/ha), duas concentragdes de boro (0,25 e 0,5 kg/
ha) e duas concentragdes de zinco mais boro (0,5 e 1,0; 0,25 e 0,5 kg/ha respectivamente), perfazendo
um total de 25 tratamentos. A média de contaminag&o das amostras de milho pelos géneros Aspergillus,
Penicillium e Fusarium foi de 42,7; 38,9 e 41,5% respectivamente, principalmente na faixa de 0,53 a
0,63 de atividade de égua. A andlise de fumonisinas revel ou uma contaminagdo em 100% das amostras,
em niveis que variaram de 1,7 a 27,9 mg/kg para FB, e de 0,3 a 11,2 mg/kg para FB,. Foi detectada
aflatoxina B, em 7 amostras de milho (16,0 a 1858,3 ug/kg) e B, em 3 amostras (14,6 a110,3 ug/kg). A
Andlise de Variancia demonstrou que o nitrogénio foi positivamente significativo (p<0,05) sobre a
porcentagem de contaminagdo pelo género Fusarium, enquanto que para o género Aspergillus foi
negativamente significativo (p<0,10).

Palavras-Chave. aflatoxinas, fumonisinas, graos de milho, nutrientes, microbiota fingica.

ABSTRACT

The present study aimed to correlate the mycoflora and mycotoxins production with nitrogen, zinc, and
boro levels used during the corn grain crop. For the experiment, following treatmentswere done: use of
four doses of nitrogen (0, 50, 100, and 150 kg/ha), two levels of zinc (0.5 and 1.0 kg/ha), two of boro
(0.25 and 0.5 kg/ha), and two tevels of zinc and boro (0.5 and 1.0, 0.25 and 0.5 kg/ha, respectively).
Twenty-five treatmentswere performed. The corn mycoflora profiles showed that Aspergillus, Penicillium
and Fusarium contaminations prevailed in 42.7, 38.9, and 41.5% of samples, respectively. The highest
frequenciesof isolated fungal were detected mainly at g, valuesof 0.53-0.63. Fumonisinsanalysisindicated
acontaminationin 100% of corn samples, at concentrations ranging from 1.7 to 27.9 mg/kg for FB,, and
from 0.3 to 11.2 mg/kg for FB,. Seven corn grain samples were contaminated with aflatoxin B, at
concentrationsranging from 16.0to 1,858.3 mg/kg, and three sampleswere contaminated with aflatoxin
B, at concentrationsthat ranged from 14.6 to 110.3 mg/kg. Statistical analysisindicated that the nitrogen
didinfluence onthe prevaence of Fusarium spp. in corn grains (p<0.05). A significant negative correlation
was observed between nitrogen and the genus Aspergillus prevalence in corn grains (p<0.10).

Key Words. aflatoxins, fumonisins, corn, nutrients, mycoflora
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INTRODUCAO

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por
fungos filamentosos, que apresentam atividade carcinogénica,
mutagénica, teratogénica e estrogénica. Devido a esses efeitos
toxicos, a presenca de micotoxinas em alimentos e racles é
potencia mente perigosa para salide humana e animal.

As fumonisinas sdo micotoxinas produzidas,
principalmente, pelos fungos Fusarium verticillioides e F.
proliferatum, que se encontram freqlientemente no milho eem
seusderivados’. A fumonisinaB, (FB,) éamaistoxicaeamais
encontrada em amostras de milho!. Com base nas evidéncias
toxicol dgicas, alnternacional Agency for Research on Cancer -
IARC classificou as fumonisinas como pertencentes a Classe
2B, possivel mente carcinogénicaaseres humanos, emboraainda
nao haja evidéncia suficiente®.

As aflatoxinas sdo metabodlitos secundarios fungicos
produzidos, principalmente, por Aspergillus flavus e A.
parasiticus. S&o conhecidas 17 substancias do grupo sendo as
aflatoxinas B, (AFB)), B, (AFB,), G, (AFG)) e G, (AFG,) as
mais encontradas em alimentos*. As aflatoxinas foram
classificadas na Classe 1 dos carcindgenos humanos sendo a
aflatoxinaB, amaistoxica, tendo o figado como alvo principal®.

O milho é o cereal maistradicional no Brasil, etambém
€ um excelente substrato para o desenvolvimento de fungos
toxigénicos, por isso a utilizagdo de métodos de producdo e
conservagao, contraataque fungico é degrande interesse. Além
do mais o milho é utilizado intensamente durante todo o ano e
sua producado ocorre somente em um restrito periodo de tempo.

Uma nutri¢do mineral balanceada com macronutrientes
e micronutrientes protege as plantas contra ataques fungicos,
porém aquel as que ndo tiverem uma nutri¢éo adequada podem
desenvolver doengas, aumentando aseveridade daenfermidade,
conseqiientemente, diminuindo a produtividade e favorecendo
aproducédo de micotoxinas®”’.

O macronutriente mais importante € o nitrogénio, que
faz parte de varias molécul as de proteinas, enzimas, coenzimas
e acidos nucléicos®®. Excesso de nitrogénio nas plantas pode
promover um crescimento vegetativo prolongado, onde asfolhas
ficam mais expostas aos patdgenos e a parede celular ficamais
finaevulneravel apenetracdo de fungos'®.

O zinco éum micronutriente quetem fungdes metabdlicas
essenciaisaplanta. Ele participacomo componente de um grande
nimero de enzimas, como as desidrogenases, proteinases,
peptidases efosfohidrolases. Além disso, 0 zinco estarel acionado
com o metabolismo dos carboidratos, das proteinas, dosfosfatos
enaformacdo daestruturade auxinas, de RNA e deribossomos!.
Com adeficiéncia de zinco as plantas ficam mais susceptiveis a
vérias doencas, muitas de origem flingicat2. O zinco desempenha
papel de destaque na biossintese de muitos metabdlitos
secundarios, incluindo policetideos do grupo das aflatoxinas'>*>.
O zincoliga-se a0 &cido nucléico, afetando aexpressao dos genes
de algumas enzimas, envolvidas no metabolismo dos fungos
toxigénicos e na sintese das mi cotoxinas'®.
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O boro € um micronutriente essencia para as plantas,
pois participada sintese da parede celular e daintegridade das
membranas plasmaticas das plantas®.

O presente experimento teve como objetivo avaliar os
efeitos dos nutrientes nitrogénio, zinco e boro, aplicados durante
o plantio de milho, na micrabiota fungica e na produgdo de
aflatoxinas e fumonisinas, em amostras de milho recém-col hido.

MATERIAL E METODOS

Local do experimento

O estudofoi conduzido naestacdo experimental daEscola
Superior deAgriculturaL uizde Queiroz - ESALQ-USP, situada
no municipio de Piracicaba-SP, @ 22°43'S, 47°38'W, 580 m de
altitude. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos
casualizados, onde foram distribuidas nove sementes por metro
linear de sulco, cada parcela experimenta foi composta por
guatro linhas de 5 m de comprimento, com espacamento de 0,8
m entre si, perfazendo uma areatotal de 16 m2,

Hibrido de milho

A semente para o plantio foi o hibrido Cargill 909. A
semeadura foi realizada em setembro de 1999 e as espigas de
milho colhidas em janeiro de 2000. No total foram analisadas
72 amostras de gréos de milho provenientes de diferentes
tratamentos com zinco, boro e nitrogénio, quanto a
contaminag&o por fungos, aflatoxinas e fumonisinas.

Tratamentos

Osnutrientes foram aplicados, viafoliar, nasegunda (4
folhas) e na quarta semana (8 folhas), ap6s a emergéncia da
planta de milho. As fontes de nitrogénio, zinco e boro foram
uréia, sulfato de zinco e acido bdrico, respectivamente, onde
asquatro doses de nitrogénio (0, 50, 100 e 150) foram aplicadas
de forma interativa com zinco (0, 0,5 e 1,0 kg/ha) e boro (0,
0,25 e 0,5 kg/ha). Todos os tratamentos foram realizados em
trés repeticdes no campo, com a excegéo do tratamento 1. Os
25 tratamentos est&o indicados na Tabela 1.

Atividade de agua

A atividade de dgua dos gréos de milho foi determinada
utilizando-se o aparelho AQUALAB CX-2 (Decagon Devices
Inc., Pullman, Washington).

Contagem, isolamento e identificacdo da microbiota flingica
dos gréos de milho

A microbiota fangica dos gréos foi determinada de
acordo com o método de Berjak®. De cada amostra de milho,
umasub-amostra de 33 gréosfoi desinfetada superficialmente
com hipoclorito de sodio a 2 % por 3 minutos e lavada trés
vezes com agua destilada esterilizada. Onze gréos foram
plaqueados em placa de Petri contendo o meio Agar Dicloran
Rosa Bengala Cloranfenicol. As placas foram incubadas a 25
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Tabela 1. Niveis de nitrogénio, zinco e boro utilizados no plantio de milho (Tratamentos).

Tratamento Descriminacéo Composi¢ao
1 Nitrogénio (Okg/ha) Zinco (0 kg/ha) + Boro (Okg/ha)
2 Zinco (0,5kg/ha)
3 Zinco (1,0kg/ha)
4 Boro (0,25kg/ha)
5 Boro (0,5kg/ha)
6 Zinco (0,5kg/ha)+Boro (0,25kg/ha)
7 Zinco (1,0kg/ha)+Boro (0,5kg/ha)
8 Nitrogénio (50kg/ha) Zinco (0,5kg/ha)
9 Zinco (1,0kg/ha)
10 Boro (0,25kg/ha)
11 Boro (0,5kg/ha)
12 Zinco (0,5kg/ha)+Boro (0,25kg/ha)
13 Zinco (1,0kg/ha)+Boro (0,5kg/ha)
14 Nitrogénio (100kg/ha) Zinco (0,5kg/ha)
15 Zinco (1,0kg/ha)
16 Boro (0,25kg/ha)
17 Boro (0,5kg/ha)
18 Zinco (0,5kg/ha)+Boro (0,25kg/ha)
19 Zinco (1,0kg/ha)+Boro (0,5kg/ha)
20 Nitrogénio (150kg/ha) Zinco (0,5kg/ha)
21 Zinco (1,0kg/ha)
22 Boro (0,25kg/ha)
23 Boro (0,5kg/ha)
24 Zinco (0,5kg/ha)+Boro (0,25kg/ha)
25 Zinco (1,0kg/ha)+Boro (0,5kg/ha)

OC por 5 dias. As colbnias fungicas foram contadas e
identificadas em nivel de género. Entretanto aqueles
pertencentes ao género Fusarium e Aspergillus foram
classificados até espécie de acordo com os compéndios Raper
& Fennell*®; Arx 2°; Nelson et al.?* e Nelson?®.

Analise de Fumonisinas

As amostras de milho foram extraidas de acordo com o
método de Sydenham et al.Z. Os extratos das amaostras foram
ressuspendidos com 200 pL de acetonitrilazagua (1:1), e
derivatizados com uma solucdo de ortoftaldial deido-OPA (40 mg
deOPA, 1 mL metanol, 5mL tetraborato desddio 0,1 M e50 uL 2-
mercaptoetanal) por 2 minutos. O produto dessareacdo foi analisado
no Cromatografo L iquido deAltaEficiéncia CLAE, emfasereversa
e modo isocrético (Bomba Shimadzu LC-10AD, Detector de
fluorescénciaRF-10A XL ). Paraseparacdo foi empregadaacoluna
analitica5umODS-20 C , (150x 4.6 mm, Phenomenex - Ultracarb)
e como fase move, fai utilizado o sistema acetonitrila:dguaiacido
acético (50:50:1), comvazéo de 1,0 mL/min. etemperaturadecoluna
24°C. Essacomposi ¢do defasemavel permitiu aobtencdo depressio
eviscosidade defase méve adequadas, com separacéo etempo de
retencéo: t FB,=8-10 minutoset FB,=22-24 minutos. O limitede
deteccio do método foi de 50ng/g, tanto parafumonisinaB, quanto
parafumonisina B, e ataxade recuperacéo foi de 88% e 94% para
FB, e FB,, respectivamente.

Analise de Aflatoxinas

Asamostras de milho foram quantificadas de acordo com
0 método deextracdo de Soares e Rodriguez-Amaya?. Osextratos
das amostras foram ressuspendidos em 500 pL de cloroférmio e
aplicadosem cromatofolhade auminio (SilicaGel 60G - Merck).
A quantificacdo foi feita por métodos visuais através da luz
ultravioleta (366nm), comparando aintensidade dafluorescéncia
do padréo com as das amostras. O limite de deteccdo do método
foi de 2 ug/kg e ataxa de recuperacéo foi de 80 %.

Analise estatistica

Os dados obtidos de cada caracteristica avaiada foram
submetidos a quatro modelos de andlise da variancia (p<0,05 e
p<0,1), com doisfatores, paraque o efeito do nitrogénio, zinco e
boro sobre a contaminagdo fungica e produgéo de micotoxinas
fosseandisado. Asandlises estatisti casforam realizadas utilizando-
seo programa“ Statistical Anaysis System-SAS’ (versdo 6.11)%,

RESULTADOS E DISCUSSAO
Atividade de agua
A atividade de agua influencia nas interagdes com os

fungos, na habilidade em produzir esporos, nas atividades
metabdlicas e, principal mente, na produgdo de micotoxinas®.
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A atividade de &gua dos gréos de milho recém-col hidos variou
de 0,53 a 0,63. Os valores de atividade de dgua encontrados
nas amostras analisadas foram baixos para a producdo de
fumonisinas pelo Fusarium verticillioides. Isto sugere que a
producéo das fumonisinas tenha ocorrido antes da colheita do
milho. Cahagnier et al.?” constataram que ndo ha produgao de
fumonisinas B, em atividade de agua de 0,85 a 0,86. Marin et
al.”® observaram uma maior produgéo de fumonisinas B, em
gréos de milho com atividade de aguaentre 0,95 a0,96. Almeida
et al.® verificaram que os mais altos niveis de contaminagéo
de fumonisina B, em gréos de milho ocorreram em valores de
atividade de agua que variaram de 0,93 a 0,99.

Microbiota fingica dos grdos de milho

A contaminacdo médiados graos de milho pelosfungos
Aspergillus spp., Fusarium spp. e Penicillium spp., nos 24
tratamentos, foi de42,7; 41,5 e 38,9 %, respectivamente. Além
desses, também foram encontrados fungos dos géneros
Trichoderma (11,02 %), Nigrospora (3,0 %), Cladosporium
(3,34 %), Rhizopus (3,0 %), Cephalosporium (11,02 %), Fungos
N&o Esporulados - FNE (18,18 %) e leveduras (24,0 %). O

Ofungo Aspergillus flavus foi isolado dos grédos de milho
de todos os tratamentos, onde a contaminagdo média, por este
fungo, nos tratamentos sem nitrogénio e com nitrogénio 50,
100 e 150 kg/ha foram respectivamente, 37,3 %, 39,4 %, 42,2
% e 21 %. Outras espécies de Aspergillus isoladas foram A.
niger, A. ochraceus eA. terreus.

Quanto & contaminagdo dos gréos de milho pelo fungo
Fusarium spp., aespécie maisfrequientefoi o F. verticillioides,
gue aparece numa porcentagem de 30,1 % no milho sem adi¢do
denitrogénio e 39,7 %, parao milho tratado com nitrogénio 50
kg/ha, 41,1 % parao milho tratado com nitrogénio 100 kg/hae
63,3 % para 0 milho tratado com 150 kg/ha. Outra espécie,
menos frequente, foi o F. proliferatum encontrado nos
tratamentos sem adicdo de nitrogénio e com adicéo de
nitrogénio 50 e 100 nas porcentagem de 3 %, 3 % e 15,1 %,
respectivamente.

O efeito do nitrogénio sobre a contaminacéo dos gréos
de milho por Fusarium spp. foi positivamente significativo
(p<0,05), ou sgja 0 aumento da concentracdo de nitrogénio
proporcionou um aumento da contaminagédo dos gréos de milho
pelo Fusarium spp. O nitrogénio pode aumentar a resisténcia
da planta, mas em concentracdes elevadas favorece o
aparecimento de doengcas facilitando ainfecgdo por Fusarium
spp®. Duffy e Defago® verificaram que os fertilizantes,
utilizados como fonte de nitrogénio, influenciaram na
severidade de doencgas causadas por Fusarium spp. Celar®
estudou a competicdo por nitrogénio entre fungos
fitopatogénicos (F. solani, F. sambucinum eF. verticillioide) e
antagonistico (Trichoderma spp.), verificou que os fungos do
género Fusarium utilizaram nitrito mais rapidamente, como
também duas fontes de nitrogénio simultaneamente do que os
fungos antagonisticos. Portanto Fusarium spp. € um bom
competidor pelo nutriente nitrogénio favorecendo no seu
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desenvolvimento. Sarathchandra et al.** também verificaram
gue com o aumento de nitrogénio no solo aumentava a
contaminag&o da planta por Fusarium spp.

Ao contrario do Fusarium spp. acontaminaggo dos gréos
de milho pelo género Aspergillus diminuiu quando aumentou a
concentragdo de nitrogénio. Estefato pode ser devido ao aumento
dacontaminacdo dos gréos demilho pelo Fusarium spp. inibindo,
assim, o fungo Aspergillus spp. Marin et a.® observaram que
em condic¢Oesfavoravei s parao crescimento do género Fusarium
houve inibigdo do crescimento de Aspergillus spp.

O zinco e o boro ndo tiveram um efeito significativo
sobre o crescimento de Fusarium spp. porém, observamos que
0 zinco na concentragdo 0,5 kg/ha foi mais favoravel a
contaminagdo fungicados gréos do que o zinco naconcentragéo
de 1,0 kg/ha. A deficiéncia de zinco na planta causa perda da
integridade damembrana, aumentando asua permeabilidade e
favorecendo a infeccao pelos fungos®. Zubaidi et al.*
observaram que aataconcentragdo de zinco no cultivo detrigo
aumentou a resisténcia da planta contra a colonizagdo pelo F.
graminearum. Cuero® verificou que solo contendo zinco
guelado, inibiu o crescimento de F. verticillioides.

Nos tratamentos N(50), N(100) e N(150) combinados
com B(0,25) os gr&os de milho foram menos contaminados por
Fusarium spp. quando comparados com B(0,5). Guerra e
Anderson® observaram que adeficiénciadeboro resultaemum
aumento da contaminagdo do feijoeiro por F. solani. O boro
aplicado em concentractes el evadas pode causar toxidez easua
deficiénciapode causar inibi¢do do crescimento daplanta, morte
da gema apical, necrose, menor producdo de sementes e além
disso, liberar sacarose e aminoécidos que sdo nutrientes para
pragas e patdgenos de planta, favorecendo a contaminagao®.

A Figura 1l mostra a frequiéncia relativa (%) de fungos
isolados de gréos de milho cultivados em diferentes
concentragdes de nitrogénio, zinco e boro.

Concentragdo de Fumonisinas B, e B, nos grdo de milho

A andlise de 72 amostras de gréos de milho coletadas
em diferentes tipos de tratamento revelou uma contaminagdo
com fumonisinas em 100 % das amostras em niveis que
variaramde 1,7a27,9 mg/kg (FB,) ede0,3a11,2 mg/kg (FB.).
Nostratamentos controles sem nitrogénio, zinco eboro osniveis
de fumonisina B, e B, foram de 11,5 e 2,5 mg/kg,
respectivamente (Figura 2).

O macronutriente nitrogénio, além de ter influenciado
nacontaminagdo fungicapor Fusarium spp., também teveefeito
significativo sobre a producéo de fumonisinaB,.

Os dados do presente trabalho revelaram que nos
tratamentos N(50) combinado com boro (0,25) e N(50)
combinado com zinco (0,5) e boro (0,25), foram encontrados
umamaior concentragdo das fumonisinas B, e B, nos gréos de
milho do que nos tratamentos N(100), concentracéo esta
normalmente utilizada na adubagdo de milho no Brasil.
Anderson et al.¥, verificaram que ainsuficiénciade nitrogénio
em plantas fertilizadas aumentou duas vezes mais a producdo



Hassegawa, RH et a. Influéncia de nutrientes no crescimento fungico e na produgéo de fumonisinas e aflatoxinas em gréos de milho. Rev

Inst Adolfo Lutz, 65(1):21-26, 2006.

detoxinas em relacéo as plantasfertilizadas com concentracéo
6timadenitrogénio. O zinco e o boro ndo foram estati sticamente
significativos (p>0,05) paraa producdo de fumonisinas.

Mesmo tendo uma maior contaminagdo por Fusarium
spp. nos tratamentos N(0), N(50) e N(100) combinados com
B(0,5), aproducéo de fumonisinas B, e B, quando comparada
com o tratamento B(0,25) foi bem menor. Umaexplicagdo para
estefato pode ser a baixa producdo de fumonisinas pelas cepas
de Fusarium verticilioides.

Concentracéo de Aflatoxinas B1 e B2 nos gréos de milho

A aflatoxina B, foi detectada em 7 (9,7 %) amostras de
gréos de milho com niveis que variaram de 16,0 a 1858,3 ug/kg
e aflatoxina B, em 3 (4,2 %) amostras com niveis que variaram
de 14,6 a 110,3 pug/kg. A maior producéo de aflatoxina B, foi
encontrada no tratamento N(0) combinado com Zn(1,0) numa
concentragdo de 1858,3 ug/kg (AFB,) e 110,3 ug/kg (AFB,),
seguido do tratamento N(50) B(0,5) com 484,6 ug/kg (AFB,) e
22 uglkg (AFB,), no tratamento N(50) Zn (0,5) apresentou 161,6
ug/kg (AFB,) e 14,6 ug/kg (AFB,), nos tratamentos N(100) Zn
(0,5), N(150) ZN(1,0) e N(150) Zn (0,5) B (0,25) apresentaram
194 ug/kg (AFB,) eamenor produggo foi no tratamento N(100)
Zn(0,5)b(0,25) com 16 ug/kg (AFB,). Jones e Ducan®
verificaram que em milho plantado com baixas concentracBes
de nitrogénio houve maior produgéo de aflatoxinaB,.

Bassir e Adekunle®; Obidoa e Nudubuisi*® nédo
encontraram correlagdo entre producdo de aflatoxinas e
contelido de zinco, porém Cuero e Oullet* constataram que o
zinco é importante na producgao de aflatoxinas e pouco efeito
no crescimento de A. flavus. Failla et al.*® verificaram uma
correlacdo positiva entre zinco e concentrag8o de aflatoxinas
no milho, produzidos por A. flavus e A. parasiticus. O zinco
nao s éimportante paraa producdo de afl atoxinas, mastambém
na producéo de fusarina C. Neste trabalho foi observado que
0s gréos de milho tratados com N(0) e N(50) e N(100)
combinados com Zn(0,5) continham 7,6 ug/kg, 9,0 ug/kg, e
22,2 ug/kg (AFB,), respectivamente e para AFB, 1,3 ug/kg,
1,7 uglkg e 7,7 ug/kg, respectivamente, concentrages maiores
do que os combinados com Zn(1,0) 5,1 ug/kg, 3,9 ug/kg, 11,4
ug/kg paraAFB, eparaAFB, 0,7 ug/kg, 0,7 ug/kg e 2,1ug/kg,
respectivamente. Jackson et al . constataram que adeficiéncia
de zinco no meio promove um aumento da fusarina C, outra
micotoxina produzida pela espécie F. verticillioides.

CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou que a concentracdo de
nitrogénio influenciou positivamente na contaminagdo pelo
Fusarium spp. e negativamente na contaminacdo pelo
Aspergillus spp. O nitrogénio foi significativo na produgéo de
fumonisinas B, e B.,.

O zinco e boro ndo obtiveram efeito significativo sobre
0 crescimento de Fusasium spp. e Aspergillus spp., como
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Figura 1. Frequéncias relativas (%) de fungos isolados de milho cultivado em
diferentes concentragdes de nitrogénio, zinco e boro.
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Figura 2. Incidénciade (a) fumonisinB e (b) fumonisinaB em 72 amostras
de milho cultivadas em diferentes conceﬁtra@ﬁes de nitrogén%o, zinco e boro.
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também na producéo de fumonisinas e aflatoxinas.

The influence of nutrients on mycoflora and

fumonisins / aflatoxins production in corn grain
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RESUMO

A ofertade suco e néctar de maca que sofreram algum tipo de tratamento paraprolongar avidade prateleira
estd aumentando nos estabel ecimentos comerciais. O objetivo deste estudo foi avaliar aqualidade fisico-
quimica e microbiol gica do suco de maga comercializado no Estado de So Paulo. Foram analisadas 17
amostras de suco, 42 de néctar convenciona e 7 de néctar de baixa caloria provenientes de diversas
cidades do Estado de S&o Paulo. As andlisesfisico-quimicas realizadas foram: acidez volétil expressaem
acido acético; acidez total expressa em acido malico; acido ascorbico; pH; solidos solUveis em °Brix a
20°C; relacdo °Brix/acidez; glicidios redutores em glicose e glicidios ndo redutores em sacarose; aglicares
totais naturais damagca, solidos em suspensao e corantes organicos artificiais. Os exames microbiol 6gicos
foram: contagem padr&o em placas de bactérias aerdbias mesofilas e termdfilas e enumeragao de bolores
eleveduras. Todas as amostras analisadas estavam de acordo com os padrfes estabel ecidos pel alegislacéo
brasileira quanto aos pardmetros avaliados, mostrando que foi utilizado fruto de boa qualidade e ndo
ocorreram falhas durante o processamento e/ou transporte e/ou estocagem do produto.

Palavras-Chave. suco de maga, néctar de maca, qualidade fisico-quimica, qualidade microbiol gica.

ABSTRACT

The apple juices and nectars drinks processed for extending their shelf life, have largely been placed for
consumer disposal. Theaim of this study wasto assess the physical-chemical and microbiologica quality
of applejuice commercialized in So Paulo State. Seventeen-applejuices, 42 regular nectars, and 7 light
nectarsfrom diverse cities of Sdo Paulo State were evaluated. The performed physical - chemical analyses
were: volatile acidity expressed in acetic acid; total acidity expressed in malic acid; ascorbic acid; pH;
soluble solidsin °Brix at 25°C; sugar (reducing, nonreducing and total); solids in suspension, and colors
additives. For microbiological assessment the following exams were carried out: mesophilic and
thermophilic aerobic plate counting and enumeration of yeasts and molds. All analyzed sampleswerein
agreement with physical-chemical and microbiologic standard parameters established by the Brazilian
legislation, showing that high quality fruits were used for preparing these products, and also that the
processing procedure and/or products transportation and/or storage were efficient.

Key Words. applejuice, physic-chemistry quality, microbiologic quality.

INTRODUCAO

O aumento da producéo de maga® diminui o valor
comercial desta fruta possibilitando a sua industrializagao,
principalmente como suco de maca. Nos estabel ecimentos
comerciais estq havendo um aumento da oferta de sucos ou
néctar de maca que sofreram algum tipo de tratamento para

aumentar a vida de prateleira, sendo que alguns apresentam
baixos teores de aglcares, denominados “light” ou de baixa
caloria. Além disso, as magas, assim como Seu suco, S30 ricos
em frutose, um importante carboidrato da diete?, e compostos
antioxidantes cujo consumo favorece a manutencéo da salide
como aprevencao de certostipos de cancer, como de pulmao® e
de colon®.
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As propriedades fisico-quimicas das magas variam de
acordo com diversos parametros como estégio de maturacéo,
variedade e regido de plantio® 5 "8, Portanto, o suco preparado
da sua fruta também pode apresentar caracteristicas fisico-
quimicas diferentes. No Brasil, os parametros fisico-quimicos
parao suco de maca sdo estabel ecidos pelalnstrucdo Normativa
n° 1°, para o néctar convencional pela Portarian®. 371° e parao
néctar de baixa caloria pela Instrugdo Normativa SDA n°. 30,

Existem diversos tratamentos que podem ser utilizados
no processamento de bebidas paraaumentar avidade prateleira
e garantir a qualidade microbioldgica do produto, tais como
esterilizagdo comercial, pasteurizacéo, ultrafiltracéo?’?,
microondas®, entre outros.

Outro fator que sedevelevar em contadurante as etapas
de processamento do suco (prensagem, clarificacéo e
pasteurizacao) é que estes procedimentos podem modificar a
composicao de voléateis do suco de maca e alterar o seu sabor
caracteristico. A pasteurizagao é a etapa que mais afeta a
composigdo do suco, ocorrendo perdas significativas dos
compostos voléteis'. O sucesso de um produto depende da sua
aceitacdo pelo consumidor. No caso de alimentos, aaparénciae
principalmente o sabor sdo requisitos importantes para esta
aceitacéo.

N&o existem estudos arespeito das caracteristicas de suco
e néctar de magé comercializado no Estado de Séo Paulo e a
oferta deste produto esta aumentando nos estabel ecimentos
comerciais, tornando importante a avaliacdo da sua qualidade
nesta regido, uma vez que as caracteristicas deste suco podem
variar de acordo com a variedade da fruta, local de cultivo,
cuidados no processamento, entre outros. O objetivo deste
estudo foi avaliar a qualidade fisico-quimica e microbiol 6gica
do suco de maga de diferentes marcas comercializadas no Estado
de S&o Paulo.

MATERIAL E METODOS

Amostra.

Foram analisadas 66 amostras de suco e néctar de maca
processadas e acondicionadas em embalagens herméticas,
estéveisatemperaturaambiente, de 12 marcas diferentes, sendo
17 amostras de suco de 3 marcas diferentes, 42 de néctar de 9
marcas e 7 de néctar de baixa caloriade umamarca, adquiridas
em 19 cidades do Estado de S&o Paulo. De cadaamostraforam
adquiridas 3 unidades (mesmo lote). Asamostrasforam mantidas
a temperatura ambiente, em suas embalagens originais
cartonadas, até a realizacdo das andlises. As andlises foram
realizadas dentro do prazo de validade do produto.

Analises Fisico-Quimicas.

As andlises fisico-quimicas foram realizadas de acordo
com o0s métodos descritos no Livro de Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz'> e com o Ministério da Agriculturat®:
acidez vol&til expressa em &cido acético; acidez total expressa
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em &cido mdlico; acido ascorbico; pH; solidos soliveisem °Brix
a20°C; relagdo °Brix/acidez; glicidios redutores em glicose e
glicidios ndo redutores em sacarose; aglicarestotais naturais da
macd, solidos em suspensdo e corantes organicos artificiais.

Andlise de rotulagem.

A andlise de rotulagem foi realizada de acordo com a
legislag@o em vigor quanto aos seguintes pardmetros: nome do
produtor ou fabricante, endereco do estabelecimento de
industrializacdo, nimero do registro do produto no Ministério
daAgricultura e do Abastecimento; denominagéo do produto,
marcacomercial, ingredientes, expressdo “ IndlstriaBrasileira’,
conteldo, identificacdo do lote, prazo de validade e
adverténciade contém fenilalaninaparanéctar debaixacaloria®.

Exames Microbiolégicos.

Para o procedimento dos exames microbiol égicosforam
utilizadas trés unidades daamostra, sendo que umafoi incubada
a35°C por 10dias, umaa55°C por 5diaseaterceirafoi estocada
atemperatura ambiente. Nas amostrasincubadas foi verificada
a ocorréncia de possiveis alteragdes, como estufamento e/ou
modificacles nas caracteristicas sensoriais e variagdo no pH
maior que0,2. Nas 3 unidades de cadaamostraforam realizadas
contagem padrdo em placas de bactérias aerébias mesdfilas e
termofilas e enumeracdo de bolores e leveduras. Todas as
analises microbioldgicas foram realizadas de acordo com a
American Public Health Association®.

Avaliagdo da Qualidade do Suco de Maga.

Os resultados obtidos nas analises fisico-quimicas, de
rotulagem e microbiol 6gi cas foram comparados com os padres
estabelecidos pelalegislaco brasileira® 1©11.18.20.21 e com dados
publicados em artigos cientificos de outras regiGes do Brasil>#
2 e de outros paises®”.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da Tabela 1 mostram que existem
diferencas entre as trés bebidas quanto aos parémetros
analisados, isto ja era esperado, uma vez que os trés tipos de
bebidas avaliadas sdo diferentes: o suco de fruta é o suco
apresentado na sua concentragdo e composi ¢ao natural, limpido
ou turvo; o néctar de fruta é o produto ndo fermentado, néo
gaseificado, destinado ao consumo direto obtido peladissolucéo
de &gua potavel, da parte comestivel da fruta, adicionado de
acidos e agUcares’, e o néctar de baixa caloria é a bebida ndo-
alcodlica e hipocalérica, devendo ter o contedido de agUcares
adicionados norma mente nabebida convencional, inteiramente
substituida por edulcorantes hipocal 6ricos e néo-cal 6ricos,
naturaisou artificiais™.

Existem determinagbes fisico-quimicas e
microbiol 6gi cas avaliadas neste estudo paraosquaisalegislacéo
ndo estabelece valores, porém é importante conhecer os seus
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Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas do suco e néctar de magés comercializados em cidades do Estado de S&o Paulo.

Parametros Legislagao Néctar (n=42) Nectar light (n=7) Suco (n=17)
Médiat+DP (min-max) Médiat+DP (min-max) Média+DP (min.-méx)

Acidez voldtil total, em max. 0,04 0,008 + 0,009 (0,002-0,06) 0,007 + 0,003 (0,001-0,01) 0,007 + 0,010 (0,000-0,04)

acido acético (g/100g)

Acidez total, em &cido min. 0,15° 0,28 + 0,03 (0,23-0,34) 0,25 + 0,02 (0,23-0,30) 0,28 + 0,03 (0,20-0,33)

madlico (g/100g),

Acido ascorbico (mg/100g) 24,0 + 14,3 (3,2-64,4) 24,5+ 9,6 (16,6-38,8) 49,9 + 11,1 (26,7-69,7)

pH 3,2+0,12 (3,0-3,5) 3,4+0,07 (3,3-3,5) 3,7+0,1(3,4-39)

Solidos solveis em min.10,5% 10° 12,6 + 0,7 (11,3-13,9) 50+0,1(5,0-5,3) 11,7+ 0,5 (11,3-13,4)

°Brix (°Brix)

Relagdo Brix/acidez 45,0 + 5,1 (35,4-55,6) 19,9 + 1,9 (17,0-22,7) 42,4+ 6,8 (35,9-67,2)

Glicidios redutores em 9,0+1,8(4,6-11,5) 36+01(34-37) 8,2+0,7(7,3-9,5)

glicose (g/100g)

Glicidios ndo redutores 2,5+1,3(0,6-6,4) 0,3+ 0,2 (0,06-0,5) 1,7+0,7(0,7-3,3)

em sacarose (9/100g)

Aclcares totais max 13,52 11,5+ 0,7 (10,0-12,6) 39+0,2(3,7-41) 9,9+0,8(9,3-12,7)

naturais (g/100g)

Solidos em suspensdo max. 3 1,73 + 1,68(0,01-6,00) 4,15 + 2,24 (6,60-2,08) 0,59 + 0,53(1,70-0,31)

(mL/100mL)

a) valor estabelecido para o suco de macg, Instrugdo Normativa n° 1° e b) Portaria n® 746 c) valor estabelecido para néctar de maga, Portaria n° 371'°; demais parametros

ndo tem valores estabelecidos pela legislagdo em vigor.

contetidos nas amostras. A Tabela 1 mostra os resultados das
analises dasamostras obtidas eindicaosval ores dos parametros
fisico-quimicos estabel ecidos nas| egislacbes de suco e néctares
de macad. N&o houve nenhuma amostra de suco®, néctar
convencionall® e de baixa caloria* em desacordo com a
legislagdo em vigor no Brasil, quanto aos parametros fisico-
guimicos avaliados (Tabelal). A variagdo apresentada (desvio-
padréo) pode ser devido a utilizagdo de variedades diferentes
de magas no processamento industrial e/ou diferente local de
plantio dafrutae/ou diferente estégio de maturagéo €/ou tamanho
dafruta® "8,

A legislacdo brasileira estabel ece para o suco de magéa o
valor maximo permitido de 0,04¢g/100g para a acidez vol il
expressa em acido acético®, a Tabela 1 mostra que para 0 suco
de maga ndo houve resultados deste pardmetro acima do
permitido, e mesmo os néctares convencional edebaixacaloria,
cuja legislacéo ndo estabelece valor méximo permitido, ndo
apresentaram resultados acima de 0,04g/100g.

A acidez total influi no sabor do suco sendo que, acidez
titulavel de 0,35% ¢é a preferida pel os consumidores?®. O Nnosso
estudo apresentou para o suco de magaacidez total de 0,28+0,03
(0,20-0,33) g/100g em &cido malico, este valor € menor que 0
encontrado por Eisele e Drake®, 0,87+0,28 (0,23-1,82) g/100g,
gue analisaram suco de 175 variedades diferentes de maga
provenientes de 13 paises (9 daEuropa, 2 daAméricado Norte,
1 Africae 1 daOceania). Porém quando osval ores deste estudo

sdo comparados com valores de acidez de magas Fuji e Gala
cultivadasno Brasil, osval ores sdo semel hantes, 0,32 g/100mL>
2, Oresultadosdaacidez total do suco de magé estéo de acordo
com o estabelecido nalegislagdo em vigor e os néctares apesar
de poderem ser adicionados de agua e acidos'® apresentaram
resultados semel hantes ao do suco.

O fruto damaga apresentateor de &cido ascorbico natural
de 10 — 30mg/100g?, sendo que a quantidade deste nutriente,
depende de vérios fatores como a posi¢éo do fruto naérvore, o
tamanho da fruta, a cor da casca e 0 estagio da maturidade®.
Apesar de ser um nutriente naturalmente presente na magé o
&cido ascorbico também € adicionado ao suco de maga, pois é
um efetivo e seguro inibidor do escurecimento® e ndo alteraa
capacidade antioxidante, a concentracdo total de compostos
fendlicos e antocianinas™ naturalmente presentes na maga.

A declaracao no rétul o daquantidade de &cido ascorbico
presente no néctar foi feitapor 5 marcas (19-24 mg/200mL ), 2
marcas ndo declararam a presenca do nutriente e 2 declararam
zero; amarca do néctar de baixa caloria declarou 19 mg/200
mL ; no caso do suco 2 marcas declararam valores de 12-14mg/
200mL e uma marca ndo declarou a presenca desta vitamina.
Podemos observar que a quantidade declarada nos rétulos é
muito menor que a encontrada nas andlises (Tabela 1), apesar
do &cido ascorbico possuir uma grande variedade de funcdes
Nos processos vitais do organismo humano, alguns artigos
publicados descrevem efeitos adversos pela alta ingestéo da
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vitaminaC, e o efeito maisfreqglientemente citado é aformacao
decalculorenal (oxaato de calcio)?. Sendo, portantoimportante
controlar a quantidade de &cido ascérbico adicionado ao suco
de macé e indicar na rotulagem a quantidade correta desta
vitamina.

No nosso estudo o valor médio encontrado para os
solidos solGveis foi de 11,7+0,5 (11,3-13,4) °Brix para o suco,
valor dentro do estabelecido pela legislagdo em vigor®
comprovando que a fruta utilizada para a produgdo do suco
estava no grau de maturacdo adequado®. No caso do néctar
convencional, que pode ser adicionar aglicar 0 que aumenta o
°Brix, o valor médio encontrado foi de 12,6+0,7 (11,3-13,9)
°Brix, e também estava de acordo com o estabelecido pela
legislacdo em vigor paranéctar, 10 °Brix™.

A magdéumafrutaricaem frutose e quanto maior o teor
de agUcar, melhor para o processo de fermentagdo ou para a
obtengdo do suco concentrado clarificado®. No nosso estudo
encontramos no suco de maga teores de aglcar redutor em
glicose de 8,2+0,79/100g e aglcar ndo redutor em sacarose de
1,7+0,7 g/100g, apesar deste paré@metro variar de acordo com
vériosfatores como regido de plantio e variedade do fruto, estes
resultados estdo entre a média dos publicados na literatura.
Karadeniz e Eksi” estudaram acomposi ¢do dos aglicares do suco
de magas cultivadas em diferentes regides da Turquia e
encontraram valores médios de 1,88+0,63 para glicose,
8,09+0,73 parafrutose e 2,96+0,90 g/100g parasacarose. Eisele
e Drake® analisaram suco de 175 variedades diferentes de maca
provenientesde 13 paises (9 daEuropa, 2 daAméricado Norte,
1 da Africa e 1 da Oceania), encontraram resultados de
2,01+0,53 para glicose, 5,69+0,84 para frutose e 2,16+0,73 g/
100g para sacarose.

A Portaria 746 de 24 de outubro de 1977 do Ministério
de Estado da Agricultura® (substituida pela Resolugéo
Normativa n°. 1°) estabelecia para o suco de maga o limite
maximo de 3,0% (v/v) para os solidos em suspensdo. Neste
estudo o valor encontrado foi menor que este (Tabela 1), e apesar
deste par@metro ndo ser mais contemplado na legislacdo em
vigor é um importante indicador de falhas durante o
procedimento de filtragem e/ou centrifugagéo do suco.

N&o encontramos corantes organicos artificiais em
nenhuma das amostras analisadas, sendo este tipo de aditivo
proibido de ser adicionado ao suco ou néctar convencional ou
de baixacaloria

A informac&o nos rétulos dos produtos alimenticios
embalados haausénciado cliente, pronto para o consumo serve
paraque o consumidor tenhainformagdes arespeito do produto
gue esta adquirindo, com relagéo a denominacdo do produto,
marca comercial, ingredientes, contelido, prazo de validade,
adverténcias de alimentos parafins especiais, entre outros. Isto
auxilianaescolhado maisadequado, umavez que aembalagem
em muitos casos esconde totalmente o produto e, além disso, as
informacdes também servem para as agOes da Vigilancia
Sanitéria no caso de ocorrer algum problema com o produto
(endereco do estabelecimento de industrializag&o, nome do
produtor ou fabricante, nimero do registro do produto no
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Ministério daAgriculturae do Abastecimento; identificagdo do
lote, entre outros). Todas as amostras analisadas estavam de
acordo com ositens avaliados para a rotulagem do produto.

A legislacao brasileira® estabel ece que paraabebidade
fruta processada e acondicionada em embalagem hermética
estéavel atemperaturaambiente, apdsincubacdo a 35°C durante
10 dias e 55°C durante 5 dias ndo devem existir sinais de
alteracéo das embal agens, nem quai squer modificagGesfisicas,
quimicas ou organolépticas do produto que evidenciem
deterioracéo, e ndo podem revelar variagdo de pH maior que
0,2. No nosso estudo todas as amostras estavam de acordo com
alegislacdo ndo apresentando nenhuma destas alteracdes apos
aincubacdo nas duas temperaturas.

Apesar dalegislacdo em vigor ndo estabel ecer padrbes
paraboloreseleveduras, asfrutas apresentam grande quantidade
de &cidos e agUcares 0 que permitem o desenvolvimento destes
microrgani smos que podem causar decomposi¢éo do alimento.
As alteracdes que ocorrem em sucos de frutas frescas
armazenadas a temperatura ambiente sdo decorrentes da
fermentacdo alcodlica, por leveduras formadoras de pelicula
ou por bolores que crescem na superficie, ou da oxidagdo do
alcool aé&cido acético quando bactérias acéti cas estao presentes.
Além destas alteragdes, muitos fungos podem produzir
micotoxinas que sd0 toxicas para 0 ser humano e animais, e
alguns bolores e leveduras sao responsaveis por infecgdes em
homens e animais'® 2. Neste estudo as amostras ndo revelaram
0 desenvolvimento de bolores e leveduras.

A legislacéo em vigor também néo contemplabactérias
aerdébias mesdfilas e termdfilas, porém, a contagem em placa
das bactérias aerdbias mesofilas € comumente empregada para
indicar a qualidade sanitaria dos alimentos, e a contagem de
bactérias termdfilas avalia o grau de deterioracéo de alimentos
submetidos a tratamento térmico®. Os resultados das andlises
microbioldgicas ndo revelaram desenvolvimento de
microrganismos indicadores de higiene e/ou processamento
inadequado, mostrando que ndo ocorreram falhas durante o
processamento e/ou estocagem e utilizagdo de matéria-prima
com contaminagdo excessiva.
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RESUMO

Vinte e oito amostras de farinhadetrigo e 14 amostras de trigo em gréo foram adquiridos nacidade de Sao
Paulo e analisados para determinacéo de desoxinivalenol (DON). As amostras foram extraidas com
acetonitrila-dgua (84+16) seguidas de limpeza dos extratos com colunas MycoSep. A separacdo e a
quantificacéo foram pela técnica da Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e a toxina visualizada
com solugéo de AICl... A eficiénciadas colunas MycoSep 225 e 227 foi avaliada com amostras de farinha
de trigo e trigo em gréo, contaminadas com DON em dois niveis, 80,0 e 100,0 Yag/kg. As recuperagdes
médias das colunas 225 e 227 foram, respectivamente, 72% e 107% parafarinha de trigo e 90% e 125%
paratrigo em gréo. Os desvios padréo relativos foram 11% e 18% para farinha de trigo e 8% e 20% para
trigo em grao, respectivamente. DON foi detectado em 19 (45%) das 42 amostras analisadas em niveis
gue variaram de 82-1500ug/kg.Algumas amostras (8) foram confirmadas por CLAE-UV.

Palavras- Chave. desoxinivalenol, DON, trigo, micotoxinas.

ABSTRACT

Twenty-eight samples of wheat flour and 14 samples of wheat were purchased in the city of S&o Paulo and
these products were analyzed for deoxynivalenol (DON). Sampleswere extracted with acetonitrile-water
(84+16) followed by a cleanup with MycoSep column. The extract purification was carried out on TLC
and the toxin was determined with AICI solution. The efficiency of MycoSep columns 225 and 227 was
evaluated with samples of wheat and wheat flour spiked with DON at two levels, 80.0 and 100.0 ¥.g/kg.
The recovery averages on columns 225 and 227 were, respectively, 72% and 107% for wheat flour and
90% and 125% for wheat grain, respectively. The relative standard deviations were 11% and 18% for
wheat flour and 8% and 20% for wheat grain, respectively. DON was detected in 19 (45%) of 42 analysed
samples at levels ranged from 82 to 1500 Yag/kg. Eight samples were confirmed by means of HPLC-UV.
Key Words. deoxynivalenol, DON, wheat, mycotoxins.

INTRODUCAO

Micotoxinas s80 compostos quimicos resultantes do
metabolismo secundario de fungos filamentosos. Quando
contaminam alimentos e ragdes animais produzem efeitos
agudos (micotoxicoses) ou crénicos, e algumas das toxinas sao
carcinogénicas.

Os principais fungos produtores de micotoxinas
pertencem aos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium Os
tricotecenos séo micotoxinas produzidas por diferentes géneros
de fungos tais como Fusarium, Stachybotrys, Myrothecium,
Trichotecium, entre outros, sendo que estes fungos sao também
patégenos de plantas produtoras de graos'.

Aproximadamente 180 diferentes compostos da familia
de tricotecenos ja foram isolados, mas apenas alguns deles
ocorrem naturalmente, como o desoxinivalenol (DON), o
nivalenol, atoxina T, o diacetoxiscirpenol e atoxina HT . A
grande variabilidade nas suas propriedadesfisico - quimicasdeste
grupo de compostos causa dificuldades na sua detecgdo*® .

Desoxinivalenol (DON) é um tricoteceno do grupo B, e
um epoxisesquiterpendide que ocorre predominantemente em
gréoscomotrigo, milho, avelae cevadae com menosfrequéncia
em arroz, sorgo e triticale. A ocorréncia de DON ¢é associada
principal mente com Fusarium graminearum (Gibberella zeae)
e F. culmorum. DON tem sido implicado na incidéncia de
micotoxicoses humana e animais de criagao®’#9101112 Ele foi
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primeiramente i solado no Japéo e Estados Unidos, de cevadae
milho infectados no campo, com F.graminearum. O nome
alternativo vomitoxina refere-se a sua propriedade de causar
vomitos, recusa de alimentos, associado a perda de peso, e que
S50 os efeitos adicionai s produzidos por DON em animais®®3. E
0 tricoteceno que ocorre com maior frequénciae mais estudado
por este motivo'.

Osefeitosagudosde DON sdo: ndusea, vomito, diarréia,
dor abdominal, dor de cabeca, tontura e febre. Podem se
desenvolver no prazo de 30 minutos daexposicdo e sdo de dificil
distincdo das condi¢Bes gastrointestinais atribuidas a
microrganismos como toxinas de Bacillus cereus®

Um control e sistemético e continuo dos tricotecenos no
Brasil ndo ocorre. Os dados existentes sd0 poucos. A literatura
brasileira relata alguns trabal hos sobre
tricotecenos!®17.1819202122 A proposta deste trabalho foi avaliar
aincidénciade DON em trigo efarinhadetrigo, comercializadas
na cidade de S&o Paulo. A metodologia utilizada foi otimizada
eésimples, precisa, sensivel que ndo necessitade equipamentos
sofisticados ou de treinamentos especiais.

MATERIAL E METODOS

Material

Amostras detrigo em gréo (14 ) e farinha de trigo (28),
perfazendo um total de 42, foram adquiridas no comércio da
cidade de S&o Paulo.

As amostras em gréo foram trituradas em moinho —
liquidificador, Vita Mix Corp (Cleveland), e passadas em
peneiras de 20 mesh, 2 vezes, acondicionadas em frascos de
vidro e armazenadas a 5° C até o momento da andlise.

Padré&o

A solucdo padréo de desoxinivalenol (DON) (Sigma
Chemical Company, St Louis, MO, USA) de1 mgfoi preparada,
dissolvendo em 25 mL de acetato de etila, grau CLAE, e
obtendo-se aconcentragéo de 39 ¥g/mL . Estaconcentracéo foi
determinada espectrofotometricamente®®?4. A solucéo foi
acondicionadaem frasco ambar vedado e armazenadaa -18°C.

Métodos

Extracéo e limpeza do extrato

O procedimento da extracdo e limpeza do extrato, foi
feito de acordo com o indicado pelo fornecedor das colunas
MycoSep (Romer Labs.-USA).

Vinte e cinco gramas de amostraforam homogeneizadas
com 100 mL de uma solugéo de CH,CN-H,O (84:16) por 5
minutos em liquidificador. A mistura foi filtrada em papel de
filtro qualitativo apbs decantagao.

Umaaliquotade 8 mL foi colhidaetransferida paraum
tubo deculturadevidrotal que, 2/3 do tubo estivesse preenchido
com estasolugdo (Figural). A colunaMycoSep (225 paratrigo
e 227 para farinha de trigo) foi inserida com um émbolo no

tubo e empurrada através do tubo, forcando o extrato a passar
pelo contetido da coluna (recheio). Uma aliquota de 4 mL foi
coletadano reservatdrio acimada colunaetransferidapara um
frasco de vidro ambar onde o solvente foi evaporado sob
correntede N,

Separagao e quantificacdo de DON

Os residuos obtidos na extragao foram dissolvidos em
150 uL de uma solucdo de tolueno-acetonitrila (97:3) e
submetidos ao ultra-som por 30 segundos. Aliquotas deste
extrato e do padrdo foram aplicadas na cromatoplaca de vidro
(CCF-C25 silicagel sem indicador de fluorescéncia, artigo
105721, Merck, Alemanha) até um méaximo de 75 uL para a
amostra e padrdo as aplicagbes correspondendo a 25, 30, 40,
50, 100, 200 e 250 ng de DON/mancha na placa. O
cromatograma foi desenvolvido em tolueno-acetona (1:1) ea
placadepoisde secafoi pul verizadacom solugéo deAlCl, (15%
em metanol) e aquecidaem estufaa 110°C durante 7 minutose
expostasob luz UV (366 nm). A fluorescénciaazul daamostra
observadafoi comparada com as do padrdes®. Para confirmar
a metodologia, alguns resultados foram comparados pela
CLAE-UV

Controle Analitico

Para garantir a confiabilidade dos resultados obtidos
nestetrabalho, alguns par@metrosforam avaliados: recuperacéo,
repetitividade e limite de quantificagdo, com amostras de trigo
efarinhadetrigo fortificadas com 80,0 e 100,0 ¥ag/kg.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da recuperacdo de DON nas amostras de
trigo efarinhadetrigo artificialmente contaminadas, podem ser
observadosnaTabela 1. Osresultados ndo foram completamente
satisfatorios utilizando coluna MycoSep 225 para farinha de
trigo.

Observa-se que a porcentagem média de recuperacdo
na amostra contaminada com 80 ug/kg por CCD, foi de 72,5%

@ Toxina

. Impureza

[ | | Fase

Estaciondria

oy

Figura 1. Coluna MycoSep
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Tabela 1. Resultados de recuperacéo para DON nas amostras de trigo e farinha de trigo artificial mente contaminadas.

Amostra Add % media Coluna/Separacéo DP DPR%
ua/kg recuperacao una/kg
Farinha 80,00 72 MycoSep225/CCD 32 54
Farinha 100,00 87 MycoSep225/CCD 12 14
Farinha 80,00 97 MycoSep227/CCD 8 11
Farinha 100,00 107 MycoSep227/CCD 19 18
Trigo 100,00 90 MycoSep225/CCD 7 8
Trigo 100,00 125 MycoSep227/CCD 25 20
Meédia de cinco determinacoes.
Add: adicionado.

DP: desvio padréo.
DPR: desvio padréo relativo.
DON = desoxinivalenol.

Tabela 2 . Ocorréncia de DON nas amostras de trigo analisadas*

Produto Incidéncian® positivas/total Variacgao Y4g/kg Média positiva Yg/kg
Farinha 14/28 82,0-600,0 296,3
Trigo 05/14 166,0-1500,0 753,2

* Método utilizado: coluna MycoSep 225/227 - CCD

valor que atende a critériosinternacionais, adotados pelaCE e
Horwitz et al.»%, mas o desvio padrao relativo (DPR) foi alto,
isto é 54%. Este valor demonstrou que houve uma dispersao
de resultados acima do aceitavel entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, em condicdes definidas. Na
amostra fortificada com 100,0 ug/kg e determinada em CCD,
os resultados obtidos na porcentagem meédia de recuperagéo
na farinha de trigo com a coluna MycoSep 225 foram
satisaf atorios, 87% e DPR de 13%. Paraasamostrasde farinha
de trigo com as mesmas concentragdes de fortificagdo (80 e
100 ¥g/kg), também utilizou-se acolunaMycoSep 227. Optou-
se por sua utilizagdo uma vez que a farinha de trigo € uma
matriz mais complexa, por ser processada e acolunaescolhida
tem o dobro do recheio daMycoSep 225. Foi observado durante
aparte experimental que osextratosficaram maislimpidoscom
acoluna MycoSep 227 que com a coluna 225.

O Limite de Quantificacéo (LQ) paraDON em
farinha de trigo foi 80 ug/kg e para o trigo igual a 100 ug/kg
e optou-se trabalhar com LQ

Estas colunas sdo uma mistura de carvao ativo, celite
eresinatrocadora de ions”” e tem sido utilizadas em vérios
estudos para determinagdo de tricotecenos em trigo®»¥.De
acordo com os resultados da Tabela 1, os métodos foram
considerados, adequados, onde o desvio padréo relativo
(DPR) foi de 7,85% a 20,0% exceto nafarinha de trigo com
MycoSep 225. Neste caso a precisdo do método foi
comprometida pois segundo Horwitz % o coeficente de
variacdo (desvio padrdo relativo) em andlises que se
quantifica na ordem de ng/g (ppb) o CV deve ser de 20,0-
25,0% e 0 nosso resultado atingiu 54,8%.
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Ocorréncia de DON em amostras de trigo

Na Tabela 2 encontram-se os resultados obtidos das
amostras analisadas e alguns deles foram confirmados por
CLAE, Tabela 3. Observa-se que os resultados variaram de
82,0 a1500,0 ug/kg.

Estes resultados confirmam os resultados obtidos por
Furlong®, quando avaliou trigo nacional e argentino e
determinou DON, T2, DAS, T2 tetraol. A autora detectou 400
ug/kg de DON em amostra de trigo nacional proveniente de
silos e armazéns do Rio Grande, RS. Como foi dito
anteriormente, o estudo da incidéncia de tricotecenos em
alimentos nacionais sdo muito restritos, Sabino'®, analisando
70 amostrasdetrigo e seusderivados (farinha, farel 0) adquiridas
nos centros comerciais da cidade de Sao Paulo ou enviadas para
o Ingtituto Adolfo L utz suspeitas deintoxicacéo animal detectou

Tabela 3. Determinacdo de DON por CCD confirmada por
CLAE.%®

Amostra Concentracgdo (pg/klg)
(Farinha trigo) CCD CLAE
A ND ND
B ND ND
C ND ND
D 600,0 699,0
E 500,0 572,0
F 125,0 235,0
G ND ND
H ND ND

ND= Nao detectado, DON= desoxinivalenol.
CCD= cromatografia em camada delgada.
CLAE= cromatografia liquida de alta eficiéncia
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DON em apenasem 2 amostras: farinhadetrigo eracéo animal,
com 183,0 Yg/kg. Furlong®, estudando 2 cultivares de trigo,
IAC 24 e BH 1146, procedentes de diferentes regides do estado
de S&o Paulo, detectou DON em 3 amostras hos seguintesteores:
580,0 ¥g/kg, 590,0 ¥ag/kg e 560,0 Yag/kg no cultivar IAC 24,
enguanto que no BH 1146 detectou uma amostra com 470,0
Yaglkg. Furlong®-#, utilizou CG enquanto que Sabino ** CCD.
O DON tem sido o tricoteceno mais encontrado nos Estados
Unidos seguido pelo NIV, astoxinas T2 e HT2 e 0 DAS. O
milho, cevadas etrigo utilizadostanto parao consumo humano
como animal estdo, em algunsregifesdo mundo, frequentemente
contaminados com tricotecenos'®*?1°, Niveis atingindo até 40
mg/kg foram observados no trigo produzido na Alemanha,
Pol6nia, Japao, Nova Zelandia, Canada e naArgentina'?, teores
gue até o momento ndo foram relatados no Brasil.

CONCLUSOES

AscolunasMycoSep 225 e 227 demonstraram eficiéncia
na etapa de extracdo e limpeza de amostras de trigo e farinha
de trigo na pesquisa de DON.

CCD, que ndo requer equipamentos mais sofisticados,
mostrou que atende os limites maximos recomendados pelos
paises preocupados com esta micotoxina, de 1 ppm a2 ppm;

Das42 amostras detrigo efarinhadetrigo analisadas no
presente trabalho, 19 estavam contaminadas (45%) com teores
que variaram de 82 a 1500 ¥xg/kg.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a resisténcia térmica de S. Enteritidis, S. Panama e S. Infantis em
formula lactea infantil em po reconstituida, experimentalmente contaminada. As amostras de leite
reconstituidas foram contaminadas e submetidas as temperaturas de 60°, 70° e 80°C, em banho deimersdo,
por 5 minutos. A quantificagdo de Salmonella spp. foi realizada pela técnica do NMP (NUmero Mais
Provével). Ap6s o tratamento térmico a 60°C, houve um decréscimo na populacdo de S. Enteritidis, S.
Panama e S. Infantis de, em média, 5,13; 4,63 e 4,82 ciclos logaritmicos, respectivamente. Com o
aquecimento a 70°C as redugdes médias foram de 6,42; 5,56 e 6,56 ciclos|ogaritmicos, respectivamente.
A 80° C ndo se detectou Salmonella spp. nas amostras analisadas. Por meio da andlise de comparagéo
multiplade Tukey observou-se que ndo houve diferenca significativa, com relacéo aresisténciatérmica,
entre as trés cepas de Salmonella estudadas as temperaturas de 60° C e 70°C. Os resultados do presente
estudo demonstraram que os tratamentos térmicos a 60 e 70°C/5 minutos ndo foram suficientes para
eliminar toda populagdo de Salmonella spp. (106 NMP/mL) inoculada na férmula lactea infantil,
demonstrando a importéncia dos cuidados nas etapas de preparo e manipulacdo desses alimentos,
consideradas como pontos criticos de controle.

Palavras-Chave. Salmonella, resisténciatérmica, formulaléacteainfantil

ABSTRACT

The objective of the present trial wasto evaluate the thermal resistance of S. Enteritidis, S. Panamaand S.
Infantis, which were experimentally inoculated into the reconstituted infant milk formula. Samples of
contaminated reconstituted milk were submitted to 60°, 70°, and 80°C in a water - bath for 5 minutes.
Salmonella spp. quantification was performed by means of Most Probable Number (MPN) technique.
After thermal treatment at 60°C, the mean count reductionsin population of S. Enteritidis, S. Panama, and
S. Infantis were equal to 5.13, 4.63, and 4.82 log cycles, respectively. In heating at 70°C, the means
reductionswere 6.42, 5.56, and 6.56 log cycles, respectively. At 80°C there was no recovery of Salmonella
spp. from analysed samples. Tukey’s multiple comparison analysis showed that there were no significant
differences on thermal resistance of three Salmonella strains at 60°C and 70°C. The present study showed
that thetreatmentsat 60° and 70°C for 5 minuteswere not enough to eiminate al Salmonella spp. population
(10° MPN/mL) experimentally inocul ated into the infant milk, showing theimportance of the precautions
during the milk manufacturing and manipulation steps, which were considered critical control pointsin
preparing these foods.

Key Words. Salmonella, thermal resistance, infant milk formula
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INTRODUCAO

As bactérias do género Salmonella sdo microrganismos
de grande importancia em Salde Pdblica. Levantamentos
epidemiol 6gicos realizados em vérios paises revelam que dentre
0s agentes etiologicos das doencas transmitidas por alimentos
(DTAS), asamonelaé o patégeno mais comumente envolvido!2.
No ano de 2004, ocorreram nos EUA 15.806 casos de DTAS
ocasionados por bactérias patogénicas, sendo 6.464 (40,9%)
causados por Salmonella®. No Estado de S&o Paulo, segundo
dados do Centro de Vigilancia Epidemiol 6gica da Secretaria de
Estado da Satide (CVE/SES— SP), dentre 0s 69 surtos notificados
de origem bacteriana, no ano de 2002, 31 (44,9%) foram
ocasionados por Salmonella spp., com um total de 534 casos”.

Em criancas e recém-nascidos, as infeccdes por
Salmonella spp. podem ser severas ocorrendo septicemia com
sequelas e morte®®. Alimentos destinados a este grupo
populacional, como as férmulas lacteas infantis, podem ser
veiculadores deste patdgeno. As férmulas liquidas, prontas para
consumo, sd0 comercialmente estérels, no entanto, os produtos
em p6 ndo sdo esterilizados, podendo apresentar contaminaggo.
Dentre os surtos descritos, hé relatos no Brasil, EUA, Franga,
Reino Unido, Espanha e Korea com isolamento de Salmonella
spp. em amostras de férmulas lacteas em pé e
reconstituidas'8®10111213 Embora outras bactérias tenham sido
isoladas deformulasinfantis, aocorrénciade doengas associadas
a0 consumo destes produtos, somentefoi confirmadaparaagueles
contaminados com Salmonella spp. e Enterobacter sakazakii4.

A contaminacdo das formulasinfantis em po, por bactérias
da familia Enterobacteriaceae, pode ocorrer durante seu
processamento naindUstria, sendo aséreas de suplementacéo (adicio
deingredientes), desidrataco eemba agem (ambiente) asprincipais
fontesdecontaminacdo™*>. Alémdiss, duranteo preparodo dimento
parao consumo, diversosfatores podem contribuir paraaocorréncia
de patégenos no produto, tais como: uso de agua contaminada para
recongtitui ¢&o, mani pul ag&o em condi gdes hi giénicasinadequadase
abusos no bindmio tempo x temperatural®t’,

O tratamento térmico pode ser considerado um ponto critico
de controle para eiminacéo de patdégenos em diversos aimentos,
entretanto, aficiénciadeste processo dependedeinformagdes sobre
0 comportamento do microrganismo em um determinado substrato
durante seu aquecimento. O tratamento apropriado deve, ainda,
ser suficiente parainativar o patégeno de interesse, sem interferir
nacomposi¢ao nutricional do alimento®.

De acordo com a FAO/OMSY, o risco de uma crianca
adoecer devido ao consumo de férmulasinfantis contaminadas
pode ser minimizado utilizando &guafervente parareconstituir
0 produto ou pel o aquecimento daformul aapds reconstituigao.
As informagdes sobre resisténcia térmica de Salmonella spp.
em formulas lacteas infantis sdo de fundamental importancia
para que 0s processos térmicos sgjam aplicados de maneira
eficiente, garantindo ainocuidade do alimento.

O objetivo deste estudo foi avaliar aresisténciatérmica
de Salmonella Enteritidis, Salmonella Panama e Salmonella
Infantis, emleite em pd infantil reconstituido, laboratorialmente

contaminado e submetido as temperaturas de 60, 70 e 80°C por
5 minutos.

MATERIAIS E METODOS

Sele¢do e preparo das cepas de Salmonella

As cepas de S. Enteritidis, S. Panama e S. Infantis,
utilizadas neste estudo, foram isoladas, de alimento a base de
carne de peru envolvida em doenca de origem aimentar, de
umaamostrade dguaenvolvidaem surto ede carne moidacrua,
enviadasa Sec&o deMicrobiologiaAlimentar do Ingtituto Adolfo
Lutz Central, respectivamente.

Reconstituicédo da formula lactea

Utilizou-se leite em po infantil e com contagem de
bactérias mestfilasinferior a10 UFC/mL (Unidade Formadora
de Colbnia). Para reconstituicdo da férmula, foram
homogeneizados 100 gramas do produto em 500 ml de &gua
destilada esterilizada.

Contaminacao da formula lactea reconstituida

As cepas, mantidas em gelose conservagdo, foram
reativadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion) e incubadas a
35°C/18-24 horas. Para realizacdo dos ensaios, com cada uma
das trés cepas, 1 mL da culturaem BHI foi inoculado em 500
mL da formula reconstituida. Procedeu-se a homogeneizacéo
por agitacdo do frasco.

Tratamento térmico

A férmulaléactea contaminada (500 mL) foi divididaem
4 porgdes (3 de 100 mL e uma de 200 mL). Os trés frascos
contendo 100 mL foram submetidos separadamente as
temperaturasde 60, 70 e 80°C, em um banho-maria(DUBNOFF
modelo 144 ), por 5 minutos, apds a amostra ter alcancado a
temperatura desejada. Durante o periodo de 5 minutos a
temperatura do leite e do banho foram monitoradas. O frasco
contendo 200 mL da amostra ndo tratada foi utilizado para
avaliacéo da concentracéo inicial de Salmonella. Foram
realizados 5 experimentos com cada uma das cepas.

Quantificagdo da Salmonella spp.

A pesquisa de Salmonella spp., has amostras tratadas e
ndo tratadas termicamente, foi realizada de acordo com
metodologia descrita na | SO%, com algumas modificagdes. A
etapa de enriquecimento seletivo, que tem como objetivo inibir
a multiplicag@o da microbiota acompanhante e promover a
elevacao preferencial do nimero de célulasde Salmonella spp.,
foi dispensada, umavez que o estudo foi realizado com leiteem
po infantil, experimentalmente contaminado, e com contagem
inicial de bactérias mestfilasinferior a10 UFC/ml.

A quantificagBio do microrganismo foi realizada pela
técnicado NUmero MaisProvavel (NMP) segundo Pecler et al. 2.
Umasériede 3tubos, contendo cadaum 10 mL de dguapeptonada
tamponada (APT) 1% concentragdo dupla, foi semeada com 10
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mL da amostra submetida ao tratamento térmico (n&o diluida)
previamente homogeneizada. Em seguida, 25 mL deamostra, de
cada frasco, foi homogeneizado em 225 mL de agua peptonada
1% (APT 1%), obtendo-se a diluico 10™. DiluigBes decimais
seriadas foram realizadas para se obter as dilui¢es 102 e 103,
Séries de 3 tubos, contendo cada um 10mL de APT 1%
concentracdo simples, foram semeadas com 1 mL das diluiges
107, 102 e 102, Os tubos foram incubados a 35° C/24 horas.

Para a quantificacdo da concentracdo inicial de
Salmonella spp., presente naformulalécteaantes do tratamento
térmico, foram realizadas diluices decimais seriadas de 102 a
107, utilizando-se em seguida a técnica de NMP.

Os tubos que apresentavam turvagdo foram semeados
em doismeios seletivos ediferenciais parasalmonela: SS (&gar
Salmonella-Shigella) (Diagnostic Pasteur 64514) e BG (&gar
verde brilhante) (Merck 107232). As placas foram incubadas a
35°C/24 horas e as coldnias caracteristicas de Salmonella spp.
foraminoculadasem meio | AL 2 paraidentificacdo bioquimica.

Caélculo do valor D

Ovalor D corresponde ao tempo necessario parareduzir
90% (=1 reducdo Log) da populacdo microbiana (tempo de
reducdo decimal)Z. O valor D foi determinado para cada uma
das trés cepas estudadas de acordo com a seguinte equagdo: D
= t/(Log N, - Log N), onde t corresponde ao tempo de
aguecimento em minutos, Log N, € o namero inicial do
microrganismo (Log NMP/mL) e Log N € o nimero fina de
células apds o tratamento térmico (Log NMP/mL)%.

Analise Estatistica

Os dados so apresentados com suas respectivas medias
+ desvio-padréo. Uma andlise de correlagdo entre: populacéo
(log,,NMP) e temperatura (°C) foi reaizada empregando-se o
test-t, com nivel de significancia de 95%, para verificar se a
correlagdo entre essas varidveis erasignificativa. Paraobter uma
relacdo quantitativaentre estasvariaveisfoi aplicadaumaandise
de regresséo linear com nivel de significancia de 95% e
construidosinterval os de confianca e de predicéo parao model o
gerado. Todaaandlise estatisticafoi realizadautilizando o pacote
estatistico Minitab for Windows, v. 13.31%,

Para verificar se houve diferenca significativa com
relacdo a resisténcia térmica entre as trés cepas estudadas foi
realizada uma comparagdo multipla de Tukey com nivel de
significancia de 95%.

RESULTADOS

Ap6so tratamento térmico a60°C, houve um decréscimo
na populagdo de S. Enteritidis, S. Panama e S. Infantis de, em
meédia, 5,13; 4,63 e 4,82 ciclos |logaritmicos, respectivamente.
Com o aquecimento a 70°C as reductes médias foram de 6,42;
5,56 e 6,56 ciclos logaritmicos, respectivamente. Apods
tratamento a 80°C, ndo houve recuperacdo de células viaveis
em nenhum dos experimentos realizados (Tabela 1).

Os resultados da andlise de regressdo linear, para S.
Enteritidis, S. PanamaesS. Infantis, indicam umaforte correlacdo
entre apopul acéo de Salmonella spp. e atemperatura (R?=0,976,
0,955 e 0,968, respectivamente), significativano nivel de 95%
de confianca, de acordo com os resultados do teste-t.

Osvalores D calculados para as temperaturas de 60°C e
70°C foram: D, = 0,97; 1,08 € 1,04 min.e D, = 0,78; 0,90 e
0,76 min. para S. Enteritidis, S. Panama e S. Infantis,
respectivamente.

DISCUSSAO

A resisténcia térmica de um microrganismo depende de
diferentesfatores como concentragéo de bactérias no substrato,
microbiota competidora presente, fase em que se encontra a
populacéo bacteriana e das propriedades e composicéo do
substrato (pH, Aw, gorduras, proteinas, solidos totais, entre
outros). A presencade gorduras e proteinas nos alimentos exerce
efeito protetor sobre os microrganismos®. No leite, ainteracdo
entre a fracdo proteica e cations bivalentes, presentes no soro,
pode estar associada com a protecdo da Salmonella aos
tratamentos térmicos™.

OsvaloresD  paraamaioriados sorovaresde Salmonella
estéo entre 0,2 e 6,5 minutos®. Determinados sorovares de
Salmonella enterica sGo mais resistentes ao calor do que outros,
sendo a Salmonella Senftenberg 775W a mais resistente”. No
presente estudo, os resultados com o aquecimento a 60°C
(P=0,187) e 70°C (P=0,142) demonstraram que nestas
temperaturas ndo houve diferenca significativa na resisténcia
térmica entre as cepas de S. Enteritidis, S. Panamae S. Infantis.
Osvalores D e D, necessarios para reduzir a populagéo, um
ciclo daescalalogaritmica, foram semel hantes paraastrés cepas.

Diferencas naresisténciatérmicaentre Salmonella spp. e
outros géneros da Familia Enterobacteriaceae so observadas.

Tabela 1. Populacéo inicial de Salmonella spp. e ap0s os tratamentos térmicos a 60°C, 70°C e 80°C

Populacao de Salmonella spp. (log,,NMP/mL)

Inicial 60°C 70°C 80°C
S.Enteritidis 6,49 + 0,15 1,36 £ 0,62 0,07+ 0,16 —b
S. Panama 6,43+ 0,35 1,80+ 0,33 0,87+ 0,80 —_—
S. Infantis 6,76 + 0,28 194+0/44 0,20+ 0,29 —_—

amédia + desvio padréo

®ndo houve recuperagéo de células viaveis (<0,3 NMP/mL). Portanto, ndo foi possivel expressar o resultado em Log,
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E. sakazakii representa um dos microrganismos com maior
termotolerancia entre géneros da Familia Enterobacteriacea,
sendo encontrados valores D, e D, de 4,2 e 2,5 min,,
respectivamente, em formulainfantil reconstituide?. Comparando
os valores D obtidos no presente trabalho com os observados
para Enterobacter sakazakii, verifica-se que os sorovares de
Salmonella estudados apresentaram maior sensibilidade ao calor.

Os resultados do presente estudo demonstraram que 0s
tratamentos térmicos a 60 e 70°C/5 minutos nao foram
suficientes para eliminar toda popul acéo dos trés sorovares de
Salmonella (10° NMP/mL) inoculada na formula infantil. Os
niveis de patdgenos encontrados em formulas lacteas em po
contaminadas, geralmente, sdo baixos'. Entretanto, o
armazenamento inadequado do produto apds reconstituicéo pode
favorecer a multiplicacdo do agente. Uma populacdo de
Salmonella, em férmula reconstituida mantida a 30°C por 24
horas, pode aumentar em até 7,5 ciclos logaritmicos'®. Um
aquecimento posterior poderando ser suficiente paragarantir a
inocuidade do alimento, como observado no presente estudo.

Apbso tratamento térmico a80°C ndo houve recuperagéo
de células viaveisde  Salmonella spp. Entretanto, o uso de
temperaturas elevadas para preparar as formulas lacteas néo é
recomendado, pois podem ocorrer alteracbes no contetido
nutricional do produto, além do risco de queimaduras durante a
manipulagéo e consumo.

Considerando que as férmulas | acteas sdo consumidas
por criangas, particularmente, as hospitalizadas e prematuras
ou que ndo podem ser amamentadas com leite materno, estes
dados demonstram a importancia dos cuidados nas etapas de
preparo e manipulagdo destes alimentos, sendo consideradas
pontos criticos de controle. O tratamento térmico pode ndo
garantir a seguranga do produto, principalmente, em formulas
armazenadas inadequadamente e com el evada concentragdo de
Salmonella spp.
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RESUMO

Os enxaguatdrios bucais podem ser utilizados como complemento & higienizacdo bucal. A atividade
antimicrobiana de seis produtos comercialmente disponiveis foi avaliada frente a Streptococcus mutans,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e Candida albicans. Verificou-se a sobrevivéncia dos
microrganismos apos 30, 60 e 90 segundos de contato com os produtos. O tempo de reducdo decimal
(Valor D) e areducéo da populagéo microbiana aobtida apos os intervalos de contato (log UFC/mL vs
tempo) foram utilizados para comparar a atividade antimicrobiana dos produtos avaliados. Os resultados
indicaram diferengas na sobrevivéncia dos microrganismos e o produto composto por 6leos essenciais
evidenciou a melhor atividade antimicrobiana.

Palavras-Chave. enxaguatdrio bucal, atividade antimicrobiana, reducéo logaritmica, Vaor D.

ABSTRACT

M outhwashes have been used to supplement the oral hygiene procedures. Theantimicrobial activity efficacy
of six commercially available products was assessed on to Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus and Candida albicans. Microbial survival was evaluated after being left in contact
with the mouthwash products for 30, 60, and 90 seconds. The decimal reduction time (D-value), and the
microorganisms logarithm reduction at contact time intervals were calculated from the obtained curves
(Log CFU/mL vs time), and they were used for comparing the antimicrobial activity of analyzed products.
Differences on microbial survival were observed, and the product compounded of essential oils showed

the best antimicrobial activity.

Key Words. mouthwash, antimicrobial activity, logarithmic reduction, D-value.

INTRODUCAO

O desenvolvimento de gengivites esta relacionado com
aformagao de placa bacteriana, sendo necessario seu controle
e prevencao na manutencdo da salide da cavidade bucal . Neste
contexto, incluem-se procedimentos mecanicos, quimicos e de
controle da dieta®>.

Os enxaguatorios bucaistém sido utilizados no controle
quimico de placa bacteriana como substitutos ou adjuntos aos
procedimentos mecéanicos, além de se constituirem em
facilitadores para a veiculagdo de compostos ativos para o
tratamento de afeccOes especificas'*%6. Em geral, os anti-
sépticos bucais ndo apresentam composi¢ao complexa; o
diferencial nestetipo de produto é asuaeficaciaantimicrobiana
considerando 0s compostos ativos presentes, associados ou ndo

acompostos de fltors,

Os antimicrobianos dos anti-sépticos bucais rompem a
parede celular e inibem a atividade enzimatica da célula
microbiana. Adicionalmente, previnem aagregacéo bacteriana
e diminuem amultiplicacdo microbiana®”.

Entre os compostos ativos mais utilizados em anti-
sépticos bucais temos a clorexiding, cloreto de cetilpiridineo e
triclosan, além de 6leos essenciais*>™®. A clorexidina, um dos
biocidas mais utilizados em formulacGes anti-sépticas, € uma
biguanida cationica que age principalmente sobre bactérias
Gram-positivas, além deleveduras e dermatdfitos, enquanto que
o cloreto de cetilpiridinio, sobre bactérias Gram-positivas e
leveduras. Entre os compostosfendlicos, o triclosantem sido o
mais utilizado em formulagdes paracontrol e daplaca bacteriana,
apresentando agdo principalmente contra bactérias Gram-
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positivas; ho entanto, este ativo tem sido utilizado em associacdo
a copolimeros, que aumentam seu espectro de agdo sobre
bactérias gram-negativas e levedurast &,

O enxaguatorio que apresenta o maior histérico deuso é
composto por solugdo hidro-al codlicados 6leos essenciaistimal,
mentol eeucdiptol. Emborasejam norma mente utilizadoscomo
flavorizantes, os 6leos essenciais podem contribuir com a
propriedade antimicrobiana do produto devido a presenca de
compoastos fendlicos como seus principais constituintes, osquais
agem principalmente sobre bactérias Gram-positivas e
levedurast2™°,

No Brasil, os enxaguat6rios bucais sdo categorizados
como produtos de higiene pessoal e cosméticos, sendo as
formulagdes que apresentam indi cactes especificas, como anti-
sépticos, antiplacaede usoinfantil, classificadas como produtos
de grau 2 e demandam a comprovagdo da sua seguranca e
eficaciaantimicrobiana.

A avaliacdo da eficécia antimicrobiana de produtos anti-
sépticos bucais pode ser efetuada por testes in vivo ou in vitro,
sendo que estes s8o geralmente adaptagtes dos procedimentos
de difusdo em &gar, de determinacdo da concentracdo inibitoria
minima(CIM) ou, ainda dos ensaios paradeterminagdo do tempo
dereducéo decimal>®81, O método de difusio em &gar pode ser
utilizado apenas para a avaliagdo qualitativa da atividade
antimicrobiana; como o fendmeno de difusdo depende das
propriedades fisico-quimicas do produto e do meio de cultura
utilizado, o didmetro dazonadeinibicéo ndo pode ser considerado
como pardmetro de comparacdo de diferentesformulagBes, assim
como aausénciade hal o deinibi¢o de crescimento pode ndo ser
indicativo da auséncia de atividade. A concentraggo inibitéria
minima pode ser utilizada para a avaliagdo quantitativa de
diferentes formulacgdes, porém este método ndo fornece
informacdes referentes ao comportamento do produto durante o
periodo de uso, sendo mais interessante a utilizagdo de
procedimentos analiticos que permitam avaliar o perfil de morte
microbiana, a exemplo dos métodos de avaliagdo da eficaciade
sistemas conservantes. Orth'213 propdsadutilizacdo do método de
regressao linear paraavaliar S stemas conservantes em cosmeticos,
que permite calcular o tempo de reducdo decimal (valor D),
equivalente ao tempo necessario parareduzir 90% da popul agao
microbiana. Protocol osanaliticoscomo osmétodos paraavaliacéo
daatividade germicidade sanitizantes, publicado pelaAOAC* e
paraavaliacdo daatividade antimicrobianade desinfetantes e anti-
sépticos daAFNOR>16também avaliam a capacidade de reduzir
populagdes microbianas utilizadas em testes de desafio,
considerando como eficazes os produtos capazes de reduzir
99,999% da populagdo microbiana em 30 segundos de contato,
no caso do método AOAC e no tempo estabelecido de uso do
produto, no caso daAFNOR.

Por ndo haver no pais, uma metodologia oficial para
avaliacdo daatividade anti-sépticade enxaguatériosbucais, este
estudo teve como objetivo, avaliar aeficaciaantimicrobianain
vitro de produtos comercialmente disponiveis frente a
microrgani smos frequientemente rel aci onados aos processos de
afecgdes bucais*®!!: Streptococcus mutans (ATCC 25175),

Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) e Candida albicans (ATCC 10231), utilizando o
método de regressdo linear paradeterminar o perfil deletalidade
destes produtos, considerando os modos de uso indicados em
termos de concentrac&o e tempo de contato.

MATERIAL E METODOS

Enxaguatorios bucais

O material deste estudo consistiu de seis produtos
comercia mente disponiveisem farmécias e drogarias dacidade
de S&o Paulo, Brasil, identificados de acordo com o seu
componente ativo. As amostras CP e CP+OE apresentaram
cloreto de cetil piridineo (0,5 mg/mL) como componente ativo,
sendo a segunda, associada atinturas de camomilaedemirrae
a 6leos de sdlvia, melaleuca e eucalipto. OE corresponde a
amostra composta por timol (0,6 mg/mL), eucaliptol (0,92 mg/
mL), mentol (0,42 mg/mL) e salicilato de metila (0,6 mg/mL);
TCS, apresentou triclosan (0,3 mg/mL) associado acopolimero,
o produto CHX apresentou gluconato de clorexidina (1,2 mg/
mL) e o produto FL, fluoreto de sodio (equival ente a 1000 ppm
defllor). Todos os produtos foram avaliados quanto aatividade
antimicrobiana sem dilui¢do, conforme aindicagéo de uso.

Preparacdo da suspensao microbiana

A partir das culturas-estoque de Streptococcus mutans
(ATCC 25175), Enterococcus faecalis (ATCC 19433),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Candida albicans (ATCC
10231), foram realizadostrés subcultivos consecutivosem caldo
Caseinade soja(DIFCO®), incubados a (36 + 1)°C por 24 horas,
sendo que asculturas de Streptococcus mutans e de Enterococcus
faecalis foram incubadas sob condic¢oes de microaerofilia (10%
CO,). O terceiro subcultivo foi quantificado de acordo com os
compéndiosfarmacopéicos’’, em agar Caseinade soja(DIFCO®),
utilizando as mesmas condic¢des de incubacdo descritas
anteriormente. ApOs a determinacéo da carga microbiana, a
suspensdo, mantida sob refrigeracéo, foi gjustada com solucéo
salina estéril paraconter entre 7,5x 107e 1,2 x 10° UFC/mL 115,

Avaliagdo da atividade antimicrobiana

Cada produto foi submetido a avaliacdo da atividade
antimicrobiana utilizando o método de regressao linear'. Para
determinar o perfil de letalidade (logUFC/mL vs tempo),
verificou-se acapacidade de cada produto em reduzir, em escala
logaritmica, as popul agbes microbianas padronizadas apds 30,
60 e 90 segundos de contato. Foi considerada como atividade
satisfatoria, a redugéo de, no minimo, 5 Log,, (equivalente a
reducéo de 99,999%) em 60 segundos.

Confirmacdo da capacidade de neutralizacao da atividade
antimicrobiana residual do anti-séptico bucal

Para garantir a validade dos resultados obtidos na
enumeracao de microrganismos sobreviventes apds contato com
0 anti-séptico bucal, € necessario comprovar aneutralizagéo da
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atividade antimicrobianado residuo do produto transferido aos
meios de cultura ap6s o tempo de contato estabel ecido.

Neste estudo, o cado Letheen (DIFCO®) foi utilizado
como meio de cultura neutralizante da ac8o antimicrobiana
residua dosanti-sépticosbucais e paraconfirmar estacapacidade
neutralizante, aliquotasde 1,0 mL do produto foram adicionadas
atrés tubos contendo 9,0 mL de caldo Letheen (DIFCO®). Em
seguida, aliquotas de 0,5 mL de suspensao microbiana contendo
1000 UFC/mL foram adicionadas a cada um dos tubos. Ap6s
homogenei zagdo manual, aliquotasde 1,0 mL ede 0,1 mL foram
transferidas para placas de Petri, em duplicata, homogenei zadas
com 20 mL de &gar Caseina de soja (DIFCO®) e incubadas por
48 horas sob as mesmas condigdes de incubagdo utilizadas na
preparacdo da suspensdo microbiana. Apds o periodo de
incubacéo, foi realizada aenumeracdo da populagdo microbiana
sobrevivente e cal culadaataxade recuperacdo microbianaobtida.

Enumeragéo da populacdo microbiana apds contato com o
produto.

Tubo contendo 9,0 mL do produto, na concentracdo de
uso indicadanarotulagem, foi mantido em banho-mariaa (22 +
2)°C por aproximadamente 10 minutos. Em seguida, aliquota
de 1,0 mL da suspensdo microbiana ajustada (contendo
aproximadamente 108 UFC/mL) foi transferida ao tubo e apds
homogeneizac&o manual o tubo foi recolocado em banho. 30
segundos apdsaadicao doindculo, aliquotade 1,0 mL damistura
foi transferida para tubo contendo 9,0 mL de caldo Letheen
(DIFCO®), meio de cultura utilizado para neutralizar a acéo
antimicrobianaresidual do produto. Em seguida, procedeu-sea
enumeracgdo de microrganismost, sendo as diluicdes decimais
seriadas efetuadas em caldo Letheen (DIFCO®); aliquotas de
1,0 mL foram transferidas para placas de Petri, em duplicata,
homogeneizadas com 20 mL de agar Caseinade soja(DIFCO®)
eincubadas por 48 horas sob as mesmas condi¢des deincubacdo
utilizedas na preparacéo da suspensdo microbiana. O mesmo
procedimento foi realizado apds 60 segundos e apds 90 segundos
da adicéo da suspensdo microbiana.

Teste controle
Tubo contendo 9,0 mL de solugéo salina estéril foi
mantido em banho a (22 + 2)°C por aproximadamente 10

minutos. Em seguida, aliquota de 1,0 mL da suspensao
mi crobiana agj ustada (contendo aproximadamente 108 UFC/mL)
foi transferida ao tubo e apds homogeneizacdo manual o tubo
foi recolocado em banho. Apos 30 segundos da adicao do
indculo, aliquotade 1,0 mL damisturafoi transferidaparatubo
contendo 9,0 mL de caldo Letheen (DIFCO®). Em seguida,
procedeu-se a enumeracao de microrganismos', sendo as
diluicBes decimais seriadas efetuadas em caldo Letheen
(DIFCO®); aliquotas de 1,0 mL foram transferidas para placas
de Petri, em duplicata, homogeneizadas com 20 mL de &gar
Caseina de soja (DIFCO®) e incubadas por 48 horas sob as
mesmas condic¢Bes de incubacdo utilizadas na preparagéo da
suspensdo microbiana. O mesmo procedimento foi realizado
apo6s 60 segundos e 90 minutos da adicdo da suspensdo
microbiana.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos ha avaliacéo
da capacidade do meio de cultura utilizado de neutralizar a
acdo residual do anti-séptico bucal. De acordo com
compéndios oficiais'®, aausénciade atividade antimicrobiana
€ indicada por taxas de recuperagdo microbiana superiores a
70%. A avaliagdo dosresultados obtidosindicaque o meio de
culturaselecionado paraneutralizar aatividade antimicrobiana
dos residuos dos produtos apés periodo do contato, caldo
Letheen (DIFCQO®), foi satisfatorio. A enumeracéo de
mi crorgani smos sobreviventes ap6s o periodo de contato com
0 anti-séptico bucal, apresentada na Tabela 1, indica que nédo
houve atividade anti microbiana dos residuos dos produtos em
teste nas condi¢des experimentais.

Naavaliagdo daatividade antimicrobianados anti-sépticos
bucai's, todos os ensaios foram realizados em triplicata. Foram
calculados os valores médios obtidos na enumeragéo das
popul acbes microbianas, antes e apos o contato com o produto e
a partir destes dados, foi construido gréfico do Log, UFC/mL
em func&o do tempo de contato (perfil de letalidade) para cada
produto analisado (Figura 1). Os resultados indicam atividade
antimicrobiana diferenciada entre os produtos frentes aos
microrgani smos estudados.

Tabela 1. Porcentagem de recuperacéo (R) de Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Candida
albicans obtidadurante aavaliago da capacidade do caldo L etheen (DIFCO®) paraneutralizar agdo residual dos anti-sépticosbucais

Streptococcus Staphylococcus Enterococcus Candida

Produto mutans aureus faecalis albicans
UFC R(%) UFC R(%) UFC R(%) UFC R(%)

Controle 46/42/50 48/50/48 42/48/48 46/51/48

CP 42/42/48 95,65 46/49/47 97,12 40/48/46 97.17 44/46/46 93,79
CP+ OE 43/40/48 95,00 46/46/48 95,89 41/46/46 96,30 42/46/46 92,55
OE 43/40/45 92.83 48/48/44 95.89 40/46/47 96,30 44/48/46 95,24
TCS 44/40/46 94,13 45/48/46 95,07 40/45/46 95,00 42/48/44 92,55
CHX 42/39/46 91,96 44/46/42 90,35 42/42/46 94,13 42/44/46 91,10
FL 44/41/48 96,30 46/48/48 97,12 41/48/46 97,83 44/48/48 96,69
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A partir dos gréficos de letalidade obtidos para cada
produto analisado, foram determinadas as equacdes da reta,
calculados o tempo de reducéo decimal (Vaor D) e o tempo
necessario para reduzir cinco ciclos logaritmicos (T
(Tabela 2).

Observando-se os valores D calculados a partir da
equacdo deretaobtida, verificou-se queaamostra OE apresentou
a melhor atividade antimicrobiana sobre todos os
microrgani smos estudados, enquanto a amostra FL apresentou
amenor atividade antimicrobiana. A amostraTCS apresentou a
segunda melhor atividade antibacteriana, enquanto a amostra
CHX, a segunda melhor atividade antiflngica. Quanto aos
produtos a base de cloreto de cetipiridineo, a amostra CP+OE
apresentou atividade antimicrobiana melhor em relagéo a

99, 999%)

amostra CP, provavelmente devido a associagdo com 6leos
essenciais.

Considerando como eficaz o produto capaz de reduzir
99,999% da populagdo microbiana apds um minuto de contato,
verificou-se que apenas a amostra OE reduziu mais de cinco
ciclos logaritmicos de todos os microrganismos estudados. Os
produtos TCS e CP+OE foram eficazes contra Streptococcus
mutans e Enterococcus faecalis, enquanto que o produto CHX
foi eficaz somente contra Candida albicans.

Os resultados obtidos neste estudo mostraram-se
compativelscom os estudos realizados por outros pesquisadores,
embora estes tenham determinado a concentragdo inibitéria
minima (CIM) na avaliagdo da atividade antimicrobiana.
McDonnell e Russel” e McBain et al*verificaram quetriclosan
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Figura 1. Redug&o decimal de microrganismos causada por anti-sépticos bucais
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Tabela 2. Equagdo dareta, Valor D e o tempo pararedugdo de 5 Log, , de Streptococcus mutans (A), Staphylococcus aureus (B),

Enterococcus faecalis (C) e Candida albicans (D).

(A) (B)

Produto Equacio V?SI:;)D T(nggg)% Produto Equacio Ve(lsl(;;)D TE':;:;;%
CP y =-0,080x + 6,543 12,547 62,74 CP y =-0,040x + 6,778 24,876 124.38
CP+OE y=-0,085x+6,181 11,723 58,62 CP+OE y=-0,068x + 6,880 14,793 73.96
OE y =-0,089x + 6,786 11,274 56,37 OE y =-0,095x + 6,385 10,504 52,52
TCS y =-0,085x + 6,131 11,723 58,62 TCS y =-0,074x + 6,384 13,569 67.84
CHX y =-0,060x + 6,565 16,556 82,78 CHX y =-0,034x + 6,967 29,155 145,77
FL y =-0,018x + 6,832 55,866 279,33 FL y =-0,030x + 6,561 33,333 166,67

©) (D)

Produto Equacio V?;Z;)D T(Q;:;;/ Produto Equacio V?slzg)]) T(9;)’e9;9)%
CP y =-0,075x + 6,710 13,369 66,84 CP y =-0,061x + 6,340 16,529 82,64
CP+OE y=-0,089%x+ 6,215 11,249 56,24 CP+OE y=-0,063x+ 6,681 15873 79,37
OE y =-0,100x + 6,824 10,050 50,25 OE y =-0,100x + 6,159 9,970 49,85
TCS y =-0,090x + 6,079 11,173 55,87 TCS y =-0,072x + 6,437 13,966 69,83
CHX y =-0,028x + 6,768 35,842 179,21 CHX y =-0,085x + 6,231 11,723 58,62
FL y =-0,012x + 6,867 86,957 434,78 FL y=-0,032x + 6,173 31,348 156,74

eclorexidinaapresentaram alto potencial antimicrobiano frente
abactérias orais, sendo o valor da CIM para o triclosan menor
gue a obtida para clorexidina. Meiller et a?, que avaliaram a
eficacia antifungica de trés formulacdes contendo 6leos
essenciais e uma contendo digluconato de clorexidina,
verificaram que todos os produtos apresentavam atividade
antifuingicana concentragdo comercia mente disponivel, sendo
gue as formul agBes contendo 6l eos essenciai s apresentaram 0s
melhoresresultados. Giulianaet al?*?? investigaram a atividade
antifingica de enxaguatérios bucais contendo cloreto de
cetilpiridineo, digluconato de clorexidina, hexetina, sanguinaria
e triclosan e verificaram que os produtos contendo cloreto de
cetilpiridineo foram os mais efetivos, enquanto digluconato de
clorexidinafoi mais efetivo que o triclosan.

Pan et al, Riep et al?*, assim como Pitten e Kramer?®,
avaliaram a taxa de reducdo de populacdes microbianas apis
contato com anti ssépticos e verificaram que produtos contendo
Oleos essenciais foram mais efetivos que aqueles a base de
fluoretos. Pitten e Kramer? também verificaram que produtosa
base de cloreto de cetilpiridineo reduzem entre 2 e 2,5 ciclos
|ogaritmicos as contagens microbianas nasaliva.
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Alguns estudos sugerem que aatividade antimicrobiana
in vitro pode ndo estar altamente correlacionada a atividade
clinica't, como, por exemplo, Renton-Harper et al?, que
verificaram que formulacdes contendo clorexidina
apresentaram atividade antimicrobiana altamente superior ao
cloreto de cetilpiridineo e triclosan, e Monfrin e Ribeiro®,
gue também verificaram que produtos contendo clorexidina
foram os mais eficientes na redugdo das populacbes
microbianas presentes na saliva de voluntarios, enquanto
produtos contendo triclosan apresentaram pouca reducgéo e
produtos contendo 6leos essenciai s ndo reduziram a popul agéo
microbiana.

Asdiferencas verificadas entre osmétodos de avaliacéo
in vivo ein vitro podem estar relacionadas as caracteristicas de
adsorcéo dos agentes antimicrobianos e a menor sensibilidade
a0s antimicrobianos observada em biofilmes em comparagéo a
situagBes em que 0s microrganismos estdo em suspensao™.
Apesar de eventuais diferencas, os testes in vitro, utilizando
culturas em suspensao, s2o de extremaimportanciacomo método
preliminar para avaliar a atividade antimicrobiana de
enxaguatériosbucais.



Bugno, A et al. Enxaguatérios bucais: avaliagéo da eficécia antimicrobiana de produtos comercial mente disponiveis. Rev Inst Adolfo Lutz,
65(1):40-45, 2006.

CONCLUSAO

Com relagéo a atividade antibacteriana, o produto OE

apresentou a melhor atividade antimicrobiana, seguido do
produto TCS. Com relagdo a atividade antifungica, também o
produto OE apresentou a melhor atividade antimicrobiana,
seguido do produto CHX.

=

10.

11.

12.

REFERENCIAS

. Adams D, Addy M. Mouthrinses. Adv Dent Res 1994; 8: 291-301.
. Marsh, PD. Microbiological aspects of the chemical control of plaque and

gingivitis. J Dent Res 1992; 71: 1431-8.

. Newman MG, Hulem C, Colgate J, Anselmo C. Antibacterial susceptibility

of plague bacteria. J Dent Res 1979; 58: 1722-32.

. PristaLLN, BahiaMFG, Vilar E. Dermofarméciae Cosmética. Porto: Assoc.

Nacional de Farmécias; 1995.

. Steinberg D, Hirschfeld Z, Tayeb |, Ben-Yosef S, David A, Friedman M.

The effect of parabens in a mouthwash and incorporated into a sustained
release varnish on salivary bacteria. J Dentistry 1999; 27: 101-6.

. Bonadeo |. Cosmética. Ciénciay Tecnologia. Madrid: Ed Ciéncia, 1988.
. McDonnell G Russel D. Antiseptics and disinfectants. Activity, action and

resistance. Clin Microbiol Rev 1999; 12: 147-79.

. Hobson DW; Bolsen K. Methods of testing oral and topical antiseptics

and antimicrobial. In: Block SS. Desinfection, Sterilization and
Preservation. 5 ed. Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins; 2001. p.
1329-59.

. Nascimento GGF, Locatelli J, Freitas PC, Silva GL. Antibacterial activity

of plant extracts and phytochemicals on antibiotic-resistant bacteria. Braz
J Microbiol 2000; 31: 247-56.

Brasil. Resoluggo RDC n° 211, de 14 jul. 2005 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria. Estabelece a definicao e classificagdo de produtos de
higiene pessoal, cosméticos e perfumes. Diario Oficial [da] Republica
Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 18 jul. 2005. Disponivel em http://e-
legis.anvisa.gov.br/leisref/public/showAct.php?id=17882& word=. Acesso
em 02 ago. 2005.

Botelho MG, Fractional innibitory concentration index of combinations of
antibacterial agents against cariogenic organisms. J Dentistry 2000; 28
565-70.

Orth DS. Linear regression method for rapid determination of cosmetic
preservative efficacy. J Soc Cosmet Chem 1979; 30: 321-32.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Sutton SVW, Porter D. Development of the antimicrobial effectiveness
test as USP chapter <51>. PDA J Pharm Sci Technol 2002; 56: 300-11.
[AOAC] Association of Official Analytical Chemists. AOAC Official
Method 960.09 — Germicidal and detergent sanitizing action of
disinfectants. Official Methods of Analysis of AOAC International. 17"
edition. Gaithersburg: AOAC International, 2000.

[AFNOR] Association Francaise de Normalisation. Norme Européenne,
Norme Frangaise—NF EN 1040 —A ntiseptiques et disinfectants chimiques;
Activité bactericide de base — M éthode d"éssai et prescripitions (phase 1).
Paris: Association Frangaise de Normalisation, 1997.

Cremieux A; Fleurette J. Methods of testing disinfectants. In: Block SS.
Desinfection, Sterilization and Preservation. 4 ed. Philadelphia: Lea &
Febiger; 1991. p. 1009-27.

Farmacopéia Brasileira. 4 ed. Sdo Paulo: Atheneu Ed; 1988. p. v.5.1.6.-1-
5

United States Pharmacopeia. 28 ed. Rockville: United States Pharmacopeia
Convention; 2005. p. 1809-18.

McBainAJ, Bartolo RG, Catrenich CE, Charbonneau D, Ledder RG, Gilbert
P. Effects of triclosan-containig rinse on the dynamics and antimicrobial
susceptibility of invitro plaque ecosystems. Antimicrob Agents Chemother
2003; 47: 3531-8.

Meiller TF, Kelley Jl, Jabra-Rizk MA, DePeaolaL G, Abdullahel Bagui AAM,
Falkler WA. In vitro studies of the efficacy of antimicrobials against fungi.
Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 2001; 91: 663-70.
Giuliana G, Pizzo G, Milici ME, Musotto, GC, Giangreco R. In vitro
antifungal properties of mouthrinses containing antimicrobial agents. Oral
Surg Oral Med Oral Pathol Oral radiol Endod 1997; 68(8): 729-33.
Giuliana G, Pizzo G, Milici ME, Giangreco R. In vitro activities of
antimicrobial agents against Candida species. Oral Surg Oral Med Oral
Pathol Oral radiol Endod 1999; 87(1): 44-9.

Pan PH, Finnegan MB, Sturdivant L, Barnett ML. Compartive antimicrobial
activity of an essential oil and an amine fluoride-stannous fluoride
mouthrinse in vitro. J Clin Periodontol 1999; 26(7): 474-6.

Riep BG, Bernimoulin JP, Barnett ML. Comparative antiplaque
effectiveness of an essential oil and an amine fluorid-stannous fluoride
mouthrinse. J Clin Periodontol 1999; 26(3): 164-8.

Pitten FA, Kramer A. Antimicrobial efficacy of antiseptic mouthrinse
solutions. Eur J Clin Pharmacol 1999; 55(2): 95-100.

Pitten FA, Kramer A. Efficacy of cetylpyridinium chloride used as
oropharyngeal antiseptic. Arzneimittelforschung 2001; 51(7) 588-95.
Renton-Harper P, Addy M, Moran J, Doherty FM, Newcombe RG. A
comparison of chlorhexidine, cetylpyridinium chloride, triclosan, and C31G
mouthrinse products for plague inhibition. J. Periodontol 1996; 67(5) 486-9.
Monfrim RCP, Ribeiro MC. Avaliag&o in vitro de anti-sépticos orais sobre
amicrobiota da saliva. Rev APCD 2000; 54(5) 400-7.

45



ARTIGO ORIGINAL/ORIGINAL ARTICLE

Surto de intoxicacao alimentar estafilocécica no municipio de Birigi,

Sao Paulo

Food-borne staphylococcal intoxication outbreak in Birigli municipality,

Sa0 Paulo State

RIALAG6/1061

Aparecidade FatimaMICHELINY, Luiz Simedo do CARMC?, Iracilda Zeppone CARLOS?

* Enderego para corres’ pondéncia: "Laboratério | DIR VI Aracatuba e Universidade Paulista— Campus Aragatuba, Rua Floréncio
de Abreu, 185, 16.016-060 — Aragatuba/SP - igobi @uol.com.br
Ingtituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Minas Gerais.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara— UNESP
Recebido: 18/08/2005 — Aceito para publicaggo: 29/06/2006

RESUMO

O presente trabal ho descreve um surto de intoxicacdo alimentar ocorrido nacidade de Birigui, S&o Paulo
em 1998, que envolveu aproximadamente 1800 pessoas, sendo que dessas, cerca de 1200 eram criangas
em idade escolar. Esses individuos alimentaram-se com a merenda escolar, servida nas escolas publicas
do municipio, composta de arroz, feijdo e farofa, esta contendo farinha de milho, farinha de mandioca,
ervilha, milho em conserva, lingUigatipo toscanae mortadel a. Staphylococcus coagulase positivae produtor
de enterotoxinatipoA foi isolado dafarofa, em populagéo superior a8,5 x 107 UFC/g. Esse achado indica
que afarofafoi afonte da contaminagdo bacteriana e responsavel pelaintoxicacdo alimentar.
Palavras-Chave. S. aureus, intoxicacdo alimentar, enterotoxina estafilococica.

ABSTRACT

The present study describes a food-borne intoxication outbreak occurred in the municipality of Birigui,
S0 Paulo in 1998, which involved approximately 1,800 people, and among them nearly 1,200 were
school age-children. These individuals had consumed the scholar meal, served at public schools of that
city. Thismeal was constituted by the following foods: rice, beans and farofa. Farofa is made of corn or
cassava flours toasted in butter or oil; and that one at issue was mixed with, canned peas, canned corn
grain, Toscanasausage, and mortadela (large Italian sausage). Positive-coagul ase enterotoxin-A producer
Staphylococcus was isolated from farofa , and the bacterial populations was at >8,5 x 10’ CFU/g. This
finding indicated that farofa was the source of food-borne staphylococcal intoxication.

Key Words. S. aureus, food-borne intoxication, staphylococcal enterotoxin.

INTRODUCAO

Os alimentos comumente associados com intoxicacao
alimentar estafilocdcica sdo carnes, produtos carneos, saladas
contendo presunto, queijo e batata e produtos de padaria
recheados com creme e produtos | acteos. M uitos desses produtos
sdo contaminados durante a preparacdo, tendo como fonte de
microrganismo o homem, o animal e 0 meio ambiente. A
capacidade de desenvolvimento de enterotoxinas € maior em
alimentos que estdo expostos a temperaturas que permitem o
crescimento de cepas de Staphylococcus aureus
enterotoxigénicast.

Nos alimentos processados, onde ocorre destruicdo de
S. aureus durante a defumagdo, o cozimento, a fermentacdo e
pasteurizacdo, a sua ocorréncia indica, geralmente,

contaminacdo pds-processamento, proveniente da pele, bocae
nariz dos manipuladores. Quando um nimero elevado de S.
aureus € encontrado em alimentos processados, pode-se
consderar também que asanitizag&o e o controle datemperatura,
ou ambos, foram inadequados. Em alimentos crus,
principalmente de origem animal, a presenca de S. aureus é
comum, umavez que afonte de estafilococos pode ser apele, o
pelo ou a penade animais®.

A quantidade de enterotoxinas estafilococicas (SE)
produzida, em alimentos ou culturas, difere em fungéo do tipo
gue é secretado. A sintese de SEA, SED e SEE ocorre na fase
logaritmica de crescimento, enquanto que SEB e SECs séo
produzidas no final dafase estacionéria®.

As enterotoxinas estafilocécicas superantigénicas,
consideradas protétipo dos superantigenos, sao potentes

46 Rev Inst Adolfo Lutz, 65(1):46-49, 2006



Michelin, AF et al. Surto de intoxicagdo alimentar estafilococica no municipio de Birigii, Sdo Paulo. Rev Inst Adolfo Lutz, 65(1):46-49, 2006.

indutoras de citocinas e anticorpos, o que tem permitido uma
compreensdo dos eventos patol 6gi cos presentes naintoxicagéo
de origem alimentar®. Spiekermann & Nagler-Anderson*
mostraram que os sintomas observados nos episodios de
toxinfecc&o alimentar sdo resultantes da agdo da enterotoxina
estafilocdcica, disseminada por via sanguinea, sobre as células
T dos tecidos linfoides periféricos encontrados no intestino.

Asintoxicagdes alimentares de origem estafil ocdcicasdo
causadas principalmente pelas linhagens produtoras de
coagulase®. Dentre essas, aespécieS. aureus €amalscomumente
envolvida, sendo que um surto causado por Staphylococcus
intermedius foi reportado por Khambaty et al.. Contudo,
também naliteratura sdo rel atados surtos causados por especies
coagul ase-negativas e que sdo produtoras de enterotoxinas’.

A potencial intoxicagdo estafilocdcica ndo pode ser
atribuida sem que se teste a enterotoxigenicidade da cepade S.
aureus isolada e/ou se demonstre a presenca da enterotoxina
estafilocdcicapré-formadano alimento. A ausénciadeS. aureus
€ Nem mesmo a sua presencaem pequeno nimero € garantiade
gue o alimento € seguro, pois condicdes desfavoraveis para a
sobrevivéncia desse microrganismo podem resultar em uma
diminuicdo de sua populacdo ou morte da célula microbiana,
mas se quantidades suficientes de enterotoxinajativerem sido
formadas, elas permanecem para induzir um quadro de
intoxicacdo alimentar estafilococice?.

O presente estudo tem o objetivo de verificar apresencade
edtafilococosenterotoxigénicosnosdimentosenvolvidosemumsurto
deintoxicagdo aimentar ocorrido no municipio de Birigti, SP

MATERIAL E METODOS

Descricao do Surto

Em novembro de 1998, ocorreu um surto deintoxicacéo
alimentar no municipio de Birigti, Estado de Séo Paulo,
envolvendo cerca de 1800 pessoas. Desse total, 1200 eram
criangas em idade escolar, freqlientadoras das pré-escolas e
escolas de ensino fundamental, no periodo vespertino. A
alimentagdo servida, também denominadamerendaescolar, foi
preparadanacozinhapiloto municipal e enviadaparaasescolas,
sem refrigeracéo, através de peruas fechados. A merendaescolar
servida eracompostade arroz, feij&o e farofa contendo farinha
de mandioca e de milho, ervilha e milho verde em conserva e
ainda embutidos como mortadela e linglica tipo toscana. A
ingestdo dareferidamerendaocorreu por voltadas quinze horas
e 0s sintomas tipicos de intoxicagdo alimentar, como nausea,
vomito, célicaabdominal e diarréiase manifestaram entre 30 e
90 minutos apés aingestéo dos alimentos.

Cerca de 90% dos individuos acometidos dirigiram-se
aos trés servigos de Pronto Atendimento existentes na cidade:
Pronto Socorro Municipal, Pronto Atendimento daUNIMED e
Pronto Socorro da Santa Casa de Misericordia, sendo que cerca
de 5% foram encaminhados para internagdo na Santa Casa de
Misericordia, onde permaneceram em observacdo até o dia
seguinte quando receberam alta hospitalar.

Composigdo das Amostras para a Analise

As equipes técnicas das vigilancias sanitérias, estadua e
municipal, conjuntamente, coletaram amostras dos alimentos
preparados (arroz, feijéo e farofd), presentes nas escolas onde foi
sarvidaaaimentacdo etambém nacozinhapil oto, sendo quenesta,
foram coletados também os ingredientes da farofa (farinha de
mandiocae milho, ervilhae milho em conserva, mortadela picada
elingUicatipo toscana). Asamostras coletadasforam encaminhadas
em caixatérmicacom gelo reciclavel parao Laboratério de Salde
PUblicadaDirecéo Regiona deAragatuba, vinculado tecnicamente
a0 Ingtituto Adolfo L utz, ondeforam conservados sob refrigeracéo
até o inicio das andlises bacteriol ogicas.

Andlise Bacteriolégica

Pesquisa de Staphylococcus?

Em frascos contendo 225 ml de agua peptonadaa 0,1%
(Difco) tamponada, estéreis, foram adicionados 25¢g de cada
um dos alimentos e ingredientes citados. A pds homogeneizagéo
foram preparadas sucessivas diluigdes decimais e em seguida
0,1 ml de cada dilui¢do foi semeado em placas de égar Baird—
Parker (Sanofi) que foram incubadas por 24 horas a 37°C em
estufa bacteriol6gica (WTB Binder).

Ascoléniasforam contadas e dlgumas dessastransferidas
paratubos com agar nutriente (Difco) incubados por 24 horasa
37°C e ap0s esse periodo reservados para futuros testes.

Caracterizacao bioquimica das coldnias isoladas

Pesquisa da enzima coagulase®

O contelido parcia do crescimento bacteriano de cada
tubo com agar nutrientefoi transferido paratubos contendo caldo
BHI (Difco) e incubados por 24 horas a 37°C e apés realizado
o teste da coagulase utilizando plasma de coelho.

Pesquisa de enterotoxina estafilocécica

A pesquisa de enterotoxina estafilocdcicaA, B e C foi
realizada no Instituto Adolfo Lutz Central, na cidade de S&o
Paulo. As cepasisoladas foram enviadas em tubo contendo &gar
nutriente. A técnicaempregadafoi aaglutinagdo do |étex reversa
e passiva (RPLA) (Oxoid).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todas as amostras de alimentos servidos namerenda
escolar, bem como dos ingredientes que fizeram parte da
composi¢do dafarofa, foi realizadaa pesquisade estafilococos.
A amostra de farofa proveniente das escolas apresentou uma
populacdo de estafilococos de 2,5 x 10® UFC/g e naquela
proveni ente da cozinhapiloto apopul agdo foi de 8,5 x 10" UFC/
g. A andlise detodos osingredientes que entraram nacomposi Gao
dafarofa, bem como do arroz efeij&o cozidostambém servidos
na merenda escolar revelaram uma popul acéo de estafilococos
inferior a 102 UFC/g.

As culturas de alimentos que apresentaram uma
populacéo bacteriana superior a 10?2 UFC/g, conforme portaria
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N° 451 de 19/09/1997 do Ministério da Salde, em vigor no ano
de 1998, tiveram coldnias submetidas a pesquisa da enzima
coagulase e a capacidade de produzir enterotoxina. Observou-
se que tanto as coldnias provenientes das amostras de farofa
coletadas nas escolas, como daquelas coletadas na cozinha
piloto, foram capazes de produzir coagulase e enterotoxina
estafilocéciaA.

A presenca de Staphylococcus coagulase positiva
também foi verificadaem outros surtos deintoxicagéo alimentar
e em avaliacOes do perfil microbiolégico de aguns alimentos.
A investigacdo de um surto deintoxicagdo alimentar envolvendo
queijotipo Minasfrescal, em Parade Minas, no estado de Minas
Gerais, mostrou que S. aureus coagulase positiva, juntamente
com Salmonella e coliformes fecais, foram a causa do referido
surto’®. Também no estudo da qualidade microbiolégica dos
aimentosderestaurantestipo self-servicedacidade de Teresina,
no estado do Piaui, foi verificado que 49,20% das amostras
analisadas estavam contaminadas e, dentre estas, 1,78%
apresentavam contaminacdo por Staphylococcus coagulase
positiva.

A presenca de cepa de estafilococos produtora de
enterotoxina A esté de acordo com outros estudos realizados
para a elucidacdo de surtos de intoxicagdo alimentar. A
investigacdo de 18 surtos deintoxicagéo alimentar nacidade de
Belo Horizonte, estado de Minas Gerai's, apontou a presencade
linhagens de Staphylococcus enterotoxigénicos em 14 dos
i solamentos ef etuados, sendo que as enterotoxinasA e B foram
i dentificadas concomitantemente em 12 deles'. Posteriormente,
ainvestigagdo de 8 surtos de intoxicagéo alimentar na mesma
cidade, revelou que em todos os surtos onde se isolou
Stapylococcus, estes eram produtores de enterotoxina
estafilococica A sendo que, alguns produziam também
enterotoxina tipo B e outros, tipo C®. A enterotoxina
estafilococicaA tambémfoi detectadaem alimentos|acteosem
um surto deintoxicagdo aimentar ocorrido no Japéo, envolvendo
cerca 13.420 casos™.

A pesquisa de enterotoxina estafilocdcica em cepas de
estafilococos coagulase-positiva e S. aureus, foi realizado na
Itdlia, envolvendo alimentos comercializados e amostras de
superficies utilizadas na preparacdo de alimentos
industrializados. Esse estudo revelou que 17,3% das amostras
foram positivas para estafilococos coagulase positiva e que a
presenca de enterotoxinas A estava presente em cerca de 50%
das amostras identificadas como S. aureus®. Tais resultados
mostram que as condi¢des de preparo dos aimentos nem sempre
s80 satisfatorias e que as superficies envol vidas nesse processo
podem constituir fonte de contaminago.

A freqUiénciade Staphylococcus nos estudos el ucidativos
de surtos deintoxicag&o alimentar, bem como apresenca desse
microrganismo nas avaliagdes microbiol 6gicas dos alimentos e
das condigdes higiénicas e sanitarias dos estabel ecimentos do
setor alimenticio, sugerem que os manipul adores de alimentos
constituem uma potencia fonte de contaminac&o microbiana,
em especial de Staphylococcus enterotoxigénicos!®’18,
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A presenca de elevada populacdo estafilocdcica nas
amostras de farofa supde que as condi¢des higiénicas do
estabel ecimento responsavel pelapreparacao damerendaescolar
sdo insatisfatOrias e que as normas sanitarias para o preparo de
alimentos foram negligenciadas. Também indicam que os
estafilococos enterotoxigénicos sejam de origem humana,
possivelmente dos mani puladores de alimentos, infectados e ou
colonizados por Staphylococcus sp, uma vez que a andlise de
todos os ingredientes que entraram na composicdo da farofa
apresentou niveis populacionais de estafilococos baixos (< 102
UFC/g). No tocante a temperatura, possivelmente, durante o
preparo dafarofa foi empregado aquecimento inferior a 60°C,
temperatura minima requerida para inviabilizar a célula de
estafilococos?; ja que o arroz e o feijdo, que requerem
temperaturas superiores para 0 Seu preparo, apresentaram
populacéo bacterianainferior a 102 UFC/g.

O aguecimento dos alimentos € uma medida capaz de
diminuir a populagdo estafilocdcica presente, contudo deve-se
considerar que para os alimentos preparados em grande
quantidade o tratamento térmico pode ndo atingir todo o volume
e permitir assim a sobrevivéncia de algumas células. Deve-se
também levar em conta que as enterotoxinas estafil ocdcicas sao
termoestaveis e que umavez presentes nos alimentos nao seréo
inativadas nas temperaturas normalmente atingidas durante o
aqueci mento®.

A andlise microbiol 6gica dos alimentos envolvidos em
surtos de intoxicagdo alimentar, juntamente com avaliagdes
sanitarias e epidemiolgicas, sdo ferramentas indispensaveis
para elucidar a origem e as condi¢Bes que possibilitaram a
veiculagdo dos microrganismos e seus produtos. Destaformao
estudo do presente surto apresentarel evanteimportanciaparaa
salde publica mostrando a necessidade da implantacdo de
préticas que garantam a qualidade dos alimentos produzidos.

Assim, pode-se verificar que o surto de intoxicacdo
alimentar foi causado pelaingestdo dafarofa contaminada por
estafilococos coagulase positiva produtor de enterotoxina do
tipo A, provavelmente proveniente de fonte humana, e que
medidas corretivas e preventivas devem ser imediatamente
implantadas na cozinha piloto visando garantir a qualidade
sanitariados alimentos produzidos e servidos paraa popul agao
escolar.
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RESUMO

Foram descritos distUrbios neurol 6gi cos sutis aposintoxi cacdo por organof osforados. Estudos experimentais
relataram necrose de neurdnios, parti cularmente nos animais que apresentaram convul sdes. O objetivo do
presente trabalho foi investigar se ratos (que ndo tenham apresentado convulsdes) expostos a um agente
organofosforado, apresentaram alteragdes morfol gicas em regides especificas do cérebro. Os animais
receberam 2.5 ou 5.0 mg/kg peso de metamidofos, umavez por semana, por dois meses e foram decapitados
doismeses e sete dias ap6s a primeiraadministracéo dadroga. Foi observadaatrofiada camadamolecular
do cértex parietal sem perda neural em regides especificas do cérebro. Isto pode ser devido aatrofiaou a
perda de ramificagdes neurais mas sem perda de corpos neuronais.

Palavras-Chave. cérebro, morfometria, organofosforado, inibidores de colinesterase, excitotoxicidade.

ABSTRACT

Subtle neurological disturbs are described in organophosphorus intoxication. Experimental studies have
reported neuronal necrosis particularly in animalsthat present seizures. The objective of the present work
wastoinvestigateif rats (without seizures) exposed to an organophosphate agent, would have morphological
changes of specific regions of the brain. The animalsreceived 2,5 or 5,0 mg/kg of methamidophos, once
aweek, for 2 months and were decapitated after 2 months and 7 days of drug administration. We have
observed atrophy of the molecular layer of the parietal cortex without neuronal loss in specific cerebral

regions. Thiswould be due to atrophy or loss of neuronal ramifications but without neuronal loss.
Key Words. brain, morphometry, organophosphate, cholinesterase inhibitors, excitotoxicity.

INTRODUCAO

A intoxicagdo aguda por organofosforados tem grande
importancia epidemiol ogica para seres humanos e animais-22,
Os principais sintomas destas intoxicagdes so decorrentes da
hiperestimul agdo do si stemanervoso auténomo parassimpético
resultando no que se denomina Sindrome Colinérgica Aguda
por organofosforados. Entre estes sintomas se destacam um
grande aumento na secrecdo brénquica, broncoespasmo,
bradicardia, alteracdo nos niveis pressoricos e também,
convulsdo, comae paralisiado centro respiratdrio. Além disso,
descreve-se uma Sindrome da Neurotoxicidade Intermediaria
(Sindrome Intermedi&ria) também rel acionadaaintoxi¢acao por
organofosforados. Os sintomas da sindrome intermediaria sao
relacionados a fraqueza dos muscul os inervados pelos nervos

craniais e sdo observados de 24 a 96 horas apds a Sindrome
CalinérgicaAguda. A Sindrome da Neurotoxicidade retardada
relacionada aos organofosforados (OPIDN) é caracterizada por
polineuropatia motoradistal, surgindo de 1 a3 semanas apds a
exposi¢cdo a alguns compostos organofosforados. As
manifestagdes clinicas sdo fraqueza muscular, seguida de
espacicidade, hiperreflexia, clonus, reflexos anormais e sinais
de liberagdo piramidal*®. O mecanismo de indugdo da OPIDN
parece estar associado a inibi¢do de uma enzima, a carboxil-
esterase neuronal ndo especifica (neurophatic target esterase -
NTE). Acredita-se que aNTE desempenhaum importante papel
no metabolismo de lipidios neuronais®”.

Sequielas neuroldgicas da intoxicacdo por
organofosforadostambém foram descritas, incluindo disfungdo
neuropsi col 6gicaf. Ha evidéncias que os pacientes cronicamente
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expostos podem desenvolver disturbios comportamentaiscomo
depressdo e déficits de atencao®. Parron' et al sugeriram que ha
um aumento do risco de suicidio entre pessoas expostas aos
inseticidas quando comparado a outras pessoas com
caracteristicas socioeconémicas e demogréficas semelhantes.
Estudos  experimentais  demonstraram  efeitos
neurocomportamentaisem ratos como adiminuicdo daatividade
locomotora e exploratériat.

Como o ser humano pode ser exposto aos
organofosforados por longos periodos, particularmente os
trabalhadores rurais sem protecdo adequada, o objetivo do
presentetrabalho foi investigar em um model o experimental, se
ratos (que ndo tenham apresentado convulsdes ou sinais de
hip6xia) expostos abaixas doses de um agente organofosforado,
podem exibir alteragbes morfoldgicas em regifes especificas
do cérebro.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados dezoito ratos machos albinos adultos
da linhagem Wistar, pesando em média 280g. Os grupos
experimentais receberam o organofosforado O, S-
dimetilfosforoamidotionato (metamidofos). A DL50 oral desta
substanciapararatosfoi por previamente determinada (18 mg/
kg peso). Os animaistiveram livre acesso aragdo comercia ea
aguaaté 12 horas antes daadministracdo do metamidofés (jejum
noturno). Namanh& seguinte, 2 grupos de 6 animai s receberam
por viagastrica, respectivamente 2,5mg/kg peso (G2,5) e5,0mg/
kg peso (G5,0) de metamidofos umavez por semana por dois
meses. Um grupo controle de 6 animaisrecebeu o gliceroformol
por via géstrica pelo mesmo periodo de administracéo. Os
sintomas de intoxicagdo, assim como a ocorréncia de possiveis
convulsdes, foram observados durante 12 horas apés cada
administracgo. Os animaisforam decapitados uma semanaapds
a Ultima administragdo do composto.

Os encéfalos foram dissecados e seccionados
transversalmente na porcdo central (correspondendo ao sulco
central). As amostras foram fixadas em paraformaldeido 4% e
incluidas em parafina. Foram realizados 20 cortes seriados do
cérebro (8 ¥zm de espessura) em diregdo aregido occipital. Os
cortes foram submetidos a coloracéo pela hematoxilina eosina
ou cresil-violeta e visualizadas ao microscopio optico.

Morfometria: foram realizados estudos morfométricos
por microscopia épticaem areas especificas do cérebro (camada
piramidal interna, camada piramidal externado cortex cerebral
e nuicleo caudado).

Contagem dos neurdnios: 10 imagensde cadaéreaacima
especificada foram fotografadas com aumento de 40x, usando
uma camera digital adaptada a um microscépio 6ptico e aum
sistemadigital de andlise deimagens. A contagem dos neur6nios
foi realizada manualmente. Os neurdnios foram identificados
pela visualizagdo direta por microscopia Optica. Somente 0s
neurdnios piramidais caracteristicos (com os nucléolos
claramente visiveis) foram contados nas camadas piramidal

cortical interna e externa. Somente os grandes neurénios do
nicleo caudado foram contados. As células parcialmente
representadas (ndo claramente identificadas) foram excluidas
da contagem.

Espessura da camada molecular: Foi determinada a
espessura da camada molecular do cértex parietal. Para a
reprodutibilidade dos dados foi considerado em cada corte
seriado, a area de menor espessura a um campo microscopico
(40x) lateralmente ao sulco sagital superior, nos mesmos cortes
seriados acimadescritos. Asimagensforam obtidas com objetiva
40x, e com a ajuda de um sistemade andlise deimagens, foram
obtidas as medidas daespessuracortical, tracando-se umalinha
perpendicular que seinciavano limite entre acamadamolecular
e a camada piramidal terminando na superficie do cortex (20
cortesde cadaanimal de cadagrupo). A &reaanalisadaéformada
principa mente por ramificagoes neurais.

Os dados foram submetidos a andlise estatistica usando
o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (consideramos o nivel
de significancia de 0,05).

RESULTADOS

Os animais do grupo intoxicado com 5 mg/kg peso
durante 2 meses apresentaram sintomas moderados como
tremores e fasciculagdo no periodo seguinte a primeira
administracdo. Dois animais deste grupo apresentaram
convulsBes e foram excluidos do estudo. Nas administraces
seguintes os animais ndo apresentaram nenhum sintoma. Os
animais do grupo G2,5 néo apresentaram nenhum sintoma de
intoxicagdo. Pelaandlise qualitativa por microscopiaopticando
foi observadanecrose ou perdaneuronal no grupo tratado e ndo
foi observada diferenca entre grupos tratado e controle.

Analise morfométrica.

As médias e o desvio padréo da contagem neuronal na
camada piramidal interna no grupo controle foram
24.067+3.826, no grupo G2,5 foram 26.000+£4.472 e no grupo
G5,0 foram 23.567+4.018. N&o houve diferenca significante
entre estes grupos (p>0,05).

As médias e o desvio padréo da contagem neuronal na
camada piramidal externa no grupo controle foram
24.317+5.199, no grupo G2,5 foram26.500+4.020 e no grupo
G5,0 foram 22.767+4.485. N&o houve diferenca significante
entre estes grupos (p>0,05).

As médias e o desvio padréo da contagem neuronal no
nicleo caudado no grupo controle foram 25.850+5.725, no
grupo G2,5 foram 23.400+4.005 e no grupo G5,0 foram
26.050+5.143. N&o houve diferenca significante entre estes
grupos (p>0,05) (tabela 1).

As médias e o desvio padréo da espessura da camada
molecular foram 127.214+19.187%4m no grupo controle,
123.495+12.497 no grupo G2,5 e 114.473+14.429 no grupo
Gb5,0. Emboratenhamos observado umatendénciaadiminuicéo
da espessura da camada molecular no grupo que recebeu 2.5
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mg/kg de metamidofos, ndo foi observada diferenca estatistica
significante entre este grupo e o grupo controle (p>0,05).
Entretanto, pelaanalise estatistica, acamadamolecular do grupo
G5,0 eramais delgada comparada ao grupo controle (p<0,001)
e ao grupo G2,5 (p<0,05) (KW=28888) (tabela 2).

DISCUSSAO

Alguns estudos experimentais rel atam necrose neuronal
no hipocampo, no cortex entorinal e frontal, no complexo
amidal6ide, no nicleo caudado e no tdlamo frontal pela
intoxi cacdo aguda por organofosforados!21#141516, Como foram
observadas convulsdes ou insuficiéncia respiratéria em
praticamente todos os animais destes estudos, € provavel que
outros fatores como a anoxia sgjam responsaveis por estas
mudancas morfol égicas

Estudos em animais que sofreram intoxicag&o aguda por
organofosforados e que ndo tenham apresentado convul sdes sdo
escassos, tendo sido observadas apenas lestes morfol dgicas
minimas, por exemplo, degeneragdo damielinanasraizesdorsa
eventral do nervo espinal, ap6s administracao detriclorfonio*”

Nossos estudos, no entanto, indicam que aadministracdo
repetitiva (cronica) do agente anticolinesterasico metamidofos
em doses subletais (menos de 1/3 de DL 50), produziu &filamento
dacamada molecular do cortex parietal, o quefoi demonstrado
por estudos morfométricos. Entretanto, esta alteracdo nao é
acompanhada por perdaneuronal dascamadas piramidal interna
e externa, e do nucleo caudado. Devido ao fato da camada
molecular ser constituida basicamente por ramificagoes
dendriticas e axonais dos neurdnios, nds podemas concluir que
em doses baixas e repetitivas, este organofosforado
(metamidofos) possivelmente induza a perda ou afilamento de
ramificacBes neuronais. Umahipétese paraexplicar essaslesdes
cerebrais apds aadministragdo de compostos organof osforados
seria a liberagdo excessiva de neurotransmissores, similar ao
gue acontece na excitotoxicidade por glutamato no estado de
mal epilético. Esta hip6tese é sustentada por Lallement®® et a
que descreveram o efeito protetor de Gk-11, composto
antiglutamatergico, na intoxicacdo experimental pelo
organofosforado soman.

Mesmo a exposicdo a doses subletais de
organofosforados pode induzir efeitos neurotéxicos nos
animais®. Ahlbom? et al observaram a diminuicdo da
densidade dos receptores colinérgicos muscarinicos nos
cérebros dos ratos expostos ao composto
disopropilfluorofosfato (DFP). Entretanto, algumas evidéncias
sugerem que os efeitos neurol6gicos observados apos a
administragéo de organofosforados seriam ndo somente devido
a hiperatividade ou as convulsfes “colinergicas’. A
disponibilidade de outros neurotransmissores podem estar
alteradas, em conseqiéncia do excesso de atividade
colinérgica. Estaliberagéo seria responsavel, pelo menos em
parte, pelas seqliel as neurol ogicas.
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EL Etri* et a, observaram uma diminuicgo dos niveis
de norepinefrina nos ratos que apresentaram convul sdes apos
uma Uni caadministragéo do composto organof osforado soman.
Embora os niveis de dopamina e de serotonina ndo tenham se
modificado nestes animais, os niveis de &cido 5-
hidroxiindol acetico (um metabolito daserotonina), e &cido 3,4-
dihidroxifenilacetico e acido homovanilico (metabolito da
dopamina) foram alterados, indicando um aumento de
“turnovers’ de dopamina e de serotonina. De acordo com estes
autores, estes resultados sugerem que a mudanca dos niveis de
norepinefrina podem ter um papel importante na inducéo das
convul sdes aposintoxicagao por organofosforados. Eimportante
indicar que o estado de mal epil ético de qualquer etiologiapode
induzir a perda neuronal no sistema nervoso central,

Tabela 1. Contagem neuronal em &reas cerebrais especificas.

Areas Cerebrais Contagemde  Analise de
Neurdnios variagao

Camada Controle 24.067 + 3.826

piramidal 25mg/kg  26.000 + 4.472 NS (p > 0,05)

interna 50mg/kg  23.567 £ 4.018 NS (p > 0,05)

Camada Controle 24.317 £ 5.199

piramidal 25mg/kg  26.500 + 4.020 NS (p >0,05)

externa 50mg/kg 22767 £ 4485 NS (p >0,05))
Controle 25.850 £ 5.725

Nucleobasal 2,5mg/kg  23.400 £ 4.005 NS (p >0,05))
50mg/kg  26.050 £ 5.143 NS (p >0,05))

S = significante; NS = ndo significante.

Foram obtidas 10 imagens de cada &rea especifica (camadapiramidal interna,
camada piramidal externa do coértex cerebral e o nicleo caudado) em cada
seccao seriada. Os neur6nios foram identificados em visualizagéo direta por
microscopia éptica. Somente os neurdnios piramidais caracteristicos (com
nucléolo claramente visivel) foram contados nas camadas piramidal cortical
interna e externa. Somente os grandes neurdnios do nucleo caudado foram
contados. N&o houve diferenca significante da contagem neuronal nacamada
piramidal interna, nacamadapiramidal externae no niicleo caudado (p>0,05).

Tabela 2. Espessura da camada molecular do cortex parietal.

Grupos Espessura da Comparagao
camada molecular estatistica com
controle
Controle 127.214 + 19.187
2,5mg/kg 123.495 + 12.497 NS (p > 0.05)
5,0 mg/kg 114.473 + 14.429 S(p<0.001)

S = significante; NS = nao significante.

A camada molecular do grupo que recebeu 5.0 mg/kg (G5,0) de
metamidofos era mais delgada comparada ao grupo de controle (p<0,001)
e ao grupo que recebeu 2.5 mg/kg (p<0,05) (KW=28888).
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particularmente no hipocampo. Estas |esbes sdo rel acionadas a
liberac&o excessivade neurotransmissores estimul adores como
o glutamato®2,

Outras ateragdes metabolicas devido a intoxicagéo por
organofosforados descritas previamente como adiminuicéo dos
niveis cerebrais de glicose e o aumento da atividade da
fosforilase do glicogenio, descrita por Sarin & Gill** nado
explicam as mudancas nos padrfes neurocomportamentais dos
animais nem as alteracGes morfol 6gicas descritas. Seriadificil
relacionar as alteraces morfol dgicas que nds descrevemos no
presente trabalho com sintomas clinicos especificos descritos
aposintoxicagdo por organofosforados. Entretanto, acreditamos
que estas mudancas morfolégicas sejam ainda mais
disseminadas, afetando outras regifes cerebrais.
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RESUMO

A produgéo de polissacarideo paraa produgéo de vacina especifica contraN. meningitidis sorogrupo C é
o principal produto obtido dos cultivos deste microorganismo. Paraumaanalise comparativadaproducéo
de polissacarideo variando as quantidades deindcul o e as concentragGesiniciais de glicose, realizaram-se
quatro ensaios, empregando plangjamento fatorial 22, em duplicata. As amostras foram retiradas a cada
duas horas para a determinagdo da concentracao celular, pH, glicose e concentracdo de polissacarideo. O
critério analitico foi baseado na concentragéo final de polissacarideo e no fator de conversdo célula/
polissacarideo (Y, ). Os melhores resultados de concentragéo final de polissacarideo (0,105g/L) eY .
(0,078) ocorreram nacondicao de cultivo com maior indcul o (densidade 6pticade cercade 0,1 a540 nm).
O polissacarideo obtido ao final desse cultivo foi eluido em gel-cromatografia para determinacéo de peso
molecular, sendo um antigeno adequado para a producéo da vacina.

Palavras-Chave. Neisseria meningitidis, concentracéo de glicose, indculo, meio de cultura, vacina,
polissacarideo.

ABSTRACT

Polysaccharide for producing a specific vaccine against N. meningitidis (serogroup C) is the principal
product obtained from this microorganism cultures. In order to assess the polysaccharide production
varying the bacteriainoculum bulk , and theinitial glucose concentrations, four assayswere carried out in
duplicate based on factorial 22planning design. Sampleswere collected from the cultures every two hours
for determining cell concentration (expressed as dry biomass), pH, glucose and polysaccharide
concentration. The comparative criteria were based on the final polysaccharide concentrations, and the
cell/polysaccharide (Y ) yield coefficient. The bacteria culture employing the highest inoculum bulk
(optical density = 0.1 at 540nm) presented the best result of final polysaccharide concentration (0.105 g/
L), and Y, (0.078). The polysaccharide further purified on gel chromatography column following the
molecular mass criterion, was the suitable antigen for vaccine production.

Key Words. Neisseria meningitidis, glucose concentration, inoculum, culture medium, vaccine,
polysaccharide.
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INTRODUCTION

Meningococcal disease occurs both as an endemic and
epidemic disease in most parts of the world with significant
morbidity and mortality. Despiteall the advancesin prevention,
diagnosis and treatment, the disease continues to have high
mortality (5—10%)*. The five major pathogenic serogroups of
the Gram-negative encapsulated bacterium Neisseria
meningitidis areA, B, C, Y, and W1352.

Since 1971, two great epidemics have occurred in Brazil:
the first epidemic was caused by N. meningitidis group C and
the second by group A. The last outbreak began in April, 1974
with a higher incidence than the previous one®.

Meningococcal vaccine development beganin the 1930s
with killed whole-cell and exotoxin vaccines, but widespread
use of polysaccharide vaccines did not begin until the 1970's".
Currently available polysaccharide vaccines are effective in
preventing disease caused by serogroupsA, C, Y, and W-135in
older children and adults but do not promote good long-term
protection in young children. Vaccines that protect against
serogroup B disease are till in development®.

For the vaccine production, a great amount of N.
meningitidis (serogroup C) polysaccharide, which constitutes
the antigen for the vaccine against meningitis is needed. But
littleinformation is available in the literature about production
of this polysaccharide on an industrial scal€®.

The most employed culture medium for growth of N.
meningitidis is Frantz medium, according the study of Paz et
al.%. These authors compared two other culture mediain assays
carried out in a bioreactor, which presented a worse
polysaccharide yield than the Frantz medium.

Aiming at the setting of operational parametersin order
toincrease polysaccharideyield, the present study investigated
the effects of variation of inoculum (determined by optical
density) and initial glucose concentration on cell and
polysaccharide production. Molecular weight and gel
chromatography partition coefficient (K ) of the polysaccharide
in the best condition were higher than 100 kDa and 0.3,
respectively, as required to induce an adequate immunogenic
response’.

MATERIAL AND METHODS

Cultivation of the microorganism

Theinoculum was prepared according to Gotschlich et
al.®. The contents of two ampoules, containing the
meningococcal strain IMC 2135 (supplied by Instituto Adolfo
Lutz, SP, Brazil), maintained in 0.5 mL of Greaves medium® at
70°C, having amean vaue of 6.0 x 10°CFU.mL?, were streaked
out onto four Miller-Hinton agar slant tubes'®. The tubeswere
incubated at 35°C during 12 h in a candle jar (5-10% CO,).
The microorganismsfrom each slant tube were resuspendedin
the culture medium and transferred to 500 mL conical flasks,

containing 100 mL of this medium. The flasks were incubated
at 35°C for 12 h in arotary shaker (New Brunswick Model
G25, New Jersey, NY) at 140 rpm. Possible contaminations of
cultures were monitored by Gram staining technique™. The
medium for cultivation was sterilized by filtration through a
0.2 wg€m Millipore filter. Frantz medium®? composition (per
liter) was: L-glutamic acid, 1.6 g; NaCl, 6.0g; Na,HPO,.7H,O,
4.67 g; NH,Cl, 1.25 g; KCl, 0.09 g; L-cystein.HCI.H,O, 0.02
g; dialyzed yeast extract, 2.0 g; MgSO,.7H,0, 1.23 g; glucose,
5.0 9. The pH was adjusted to 7.4 with a5 N NaOH solution.
Four cultivation runs were carried out in duplicate according
to the factorial 22 planning design®®. Assays were conducted
for 12 hours and the molecular weight for the best result was
verified.

Analytical methods

Inoculum cell concentration was determined by optical
density (O.D.) at 540 nm using 1 cm optica pathway glass
chambers. Cell concentration was expressed as dry biomass
weight per liter (g.L ) after centrifugation of aknown-volume
sampleat 8,700xg during 30 minutes, followed by pellet drying
at 60°C for 48 h. Measurements of pH were performed with a
bench pHmeter (Micronal, mod. 374, S&o Paulo, Brazil).
Glucose concentration was measured using the glucose oxidase
colorimetric method'*. Polysaccharide concentration was
determined after cell disruption and precipitation by addition
of Cetavlion (Merck Lab., Darmstadt, Germany) to the sample,
according to Gotschlich et al 2. After preliminary centrifugation
of the sample (8,700xg, 30 minutes), the supernatant was
discarded, while the biomass was resuspended in 1.0 M
CaCl,.2H,0 and centrifuged again under the same conditions.
The supernatant, containing the suspended polysaccharide, was
used for polysaccharide determination by the resorcinol-HCI
colorimetric method®*®, which is sensitive regarding
polysaccharide monomers (sialic acids) formed after acid
hydrolysis of the supernatant. For molecular weight
determinations, a column (1.5 x 85 cm) previoudly filled up
with Sepharose 4B-CL (Pharmacia, Uppsala, Sweden) was
frequently calibrated using asaturated mixture of riboflavin and
Blue Dextran (to determine the void volume) and eluted with a
1.0 M ammonium acetate solution (pH = 7.0) containing 0.1%
SDS*%Y7, Dextrans with known molecular weights were eluted
through the column for calibration. Dextran concentrationswere
determined by the phenol-sulfuric method!* and the
correspondence between thelogarithm of the molecular weights
and the elution volume was established. The polysaccharides
from samples purified with ethanol wereinjected (0.2 mL) and
the content of collected fractions (3 mL each) was determined
by the above resorcinol-HCI method. The partition coefficient
(K,) representsaway to normalize the peak of elution measured
in different gel chromatography columns®. It is defined as:

V.-V,

K. —_2e Yo
‘ Vt_vo

(Equation 1)

55



Arauz, LJet al. Neisseria meningitidis serogroup C polysaccharide production by varying the bacteriainoculum and theinitial glucose concentration.

Rev Inst Adolfo Lutz, 65(1):54-58, 2006.

where: Ve = elution volume (located at sample peak); V't
= total volume (between Blue Dextran and riboflavin peaks)
and Vo = void volume (located at Blue Dextran peak).

RESULTS AND DISCUSSION

Figure 1 shows the behavior kinetics of each group of
assays (defined in Table 1). According this Table, assays 1
and 2 are performed with low initial O.D. values (respectively
0.023 and 0.026) whereas assays 3 and 4, with the greatest
ones (respectively 0.105 and 0.085). On the other hand, initial

values of glucose concentration of 3and 5 g.L * werealternated
with low and high values of initial O.D. The highest
concentrations of polysaccharide were obtained in assays 3
and 4 (respectively, 0.104 and 0.105 g.L* at the end of the
culture), where theinitial O.D. values were the highest, even
considering that these assays had different initial concentrations
of glucose. In thisway, contrary to the inexpressive effect of
initial glucose concentration at the employed range in the
present study, the effect of the initial value of O.D. in the
studied range is actually significant on polysaccharide
production (according to Student’s t test at 5% significance
level).
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Figure 1. (a): Growth, (b): glucose consumption, (c): polysaccharide formation and (d): pH kinetics —Assay 1 (e ): initial O.D.=0.023 and initial glucose
concentration= 3g.L%; Assay 2 (M) : initial O.D.=0.026 and initial glucose concentration=5 g.L%; Assay 3 (A): initial O.D.=0.105 and initial glucose
concentration=3 g.L*; Assay 4 (0): initial O.D.=0.085 and initial glucose concentration=5 g.L™.

Table 1. Average values of initial O.D. (540 nm), initial glucose concentration, maximum specific growth rate (m€__), final dry
biomass concentration (X,), final polysaccharide concentration (P,) and cell/polysaccharide yield factor (Y p,X) for assays 1to 4.

Assay Initial O.D. Glucose (g.L ) uE X,(g.L?) P (oL? Yo QLY
number (540 nm)
1 0.023 3.0 0.70 1.39 0.088 0.063
2 0.026 5.0 0.59 1.28 0.068 0.053
3 0.105 3.0 0.47 1.50 0.104 0.069
4 0.085 5.0 0.54 1.33 0.105 0.078
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All the assays began with pH values near 7.4 (Fig. 1d),
which was decreasing along the cultivation time, due to
formation of acid metabolites produced during cell growth. In
assays2 and 4, which had initial elevated glucose concentration
(near 5g.L %), thefinal pH valueswere near 5.0 at theend of the
process, whereas in assays 1 and 3 (with initial glucose
concentration near 3 g.L ), the pH values at the end of the
processwerenear 6.0. All pH curves showed the same behavior
until the 8" cultivation hour. However in assays 1 and 3, the
glucose concentration becamelow from the 8" cultivation hour
on and disappeared completely at the end of the process (Figure
1b). During this period (between the 8" and 12" cultivation
hours), pH valuesincreased slightly, probably dueto the use of
amino acids as alternative carbon source. On the other hand, in
assays 2 and 4, which still had glucose for consumption, the pH
values continued to fall and finished with values near 5 at the
end of cultivation. However, the lack of glucose did not affect
the polysaccharide production (Table 1 and Figure 1c). In
addition, considering that in assays 2 and 4 the residual values
of glucosewerenear 1.5 g.L* (Figure 1b), its concentration can
be adjusted in further formulations to avoid waste of this
compound at the end of culture.

Figure 1a shows bacterial growth kinetics profilein the
exponentia phase until the 10" hour, when cultivations reach
the stationary growth phase. Comparing these results with
glucose consumption kinetics (Figure 1b), it seemsthat substrate
consumption had little influence on cell growth and
polysaccharide production kinetics (Figure 1c). However, even
inthe stationary growth phase, the production of polysaccharide
continues. Thus, polysaccharide formation could or not have
been associated with cell growth. This behavior had already
been observed by the authors>18°,

The data are comparable with the results described in
theliteraturefor bioreactor scale production. Paz et al . obtained
aconcentration of 0.06 g.L* for a12-hour bioreactor cultivation.
Thisvalueiscompatiblewith the results obtained in the current
study (Table 1 and Figure 1¢). These authors also studied other
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Figure 2. Gel chromatography profile: (—) Blue Dextran 2.10° Da (O.D.
660 nm);  (—) Riboflavin 376.4 Da (O.D. 400 nm); (#€) Polysaccharide
from assay 4 (O.D. 580 nm measured after resorcinol-HCI reaction of the
elution fractions). Partition coefficient K =0.26, recovery yield (percent
amount of polysaccharide recovered before reaching K =0.5) close to 92%
and estimated molecular weight of 480 kDa

synthetic mediaand demonstrated that Frantz medium presented
the best results for the obtention of polysaccharide from
Neisseria meningitidis (serogroup C) culture.

The relationship between biomass and polysaccharide
production is extremely important in large-scale production.
Since, in order to lower the costs of capsular polysaccharide
production (through the culture of serogroup C N. meningitidis)
and the purification process of the obtained capsular
polysaccharide, two criteriaare essential: attai ning the maximum
polysaccharide concentration at the end of the culture process
inashaker (P,) and simultaneously attaining the maximum cell/
polysaccharide yield factor (Y, ), bearing in mind that, in the
purification process, the rest of the cell structure is a
contaminant?®.

In the present study, from a comparison of results
presented in Table 1, itisevident that the greatest polysaccharide
final concentration wasobtained in assays 3 and 4 (namely, 0.104
and 0.105 g.L* at the end of cultivation), but assay 4 showsthe
best process condition to present thebest Y, (0.078 g.g"). The
worst resultswere those obtained in assays 1 and 2 (respectively,
0.063 and 0.053 g.L %), where the greatest values of maximum
specific growth rate (0.70 and 0.59 h*) occurred.

The polysaccharide obtained from assay 4, which
presented the greatest final polysaccharide concentration and
Y ., Wasinjected in the chromatography column to determinate
molecular weight. The purified polysaccharide must be analyzed
for purity (chemical determinations) and molecular size for
potency prior to formulation of the final product. According to
the World Health Organization, until 1980, molecular weight
determination was carried out with Sepharose 4B resin and K
value could not be greater than 0.4?°. Since 1981 the
determination must be accomplished with Sepharose CL-4B and
the polysaccharide ought to be el uted before reaching K ;= 0.5,
which represents at least 75% of recovery for total N.
meningitides (serogroup C) polysaccharide?2,

The determination, as presented in Figure 2, performed on
samplefrom assay 4, showed amean molecular weight intherange
of 400-500 kDa, with K ; lower than 0.3 and recovery rate (percent
amount of polysaccharide recovery reaching K ;= 0.5) higher than
92%, being suitable as antigen for the vaccine elaboration.

CONCLUSION

Theeffect of initial glucose concentrationisinexpressive
in the employed range in the present study, whereas the effect
of the inoculum in the studied range is actually significant as
regards polysaccharide production. Polysaccharide was
producedin all theassays, however the best resultswere obtained
using the greatest inoculum values. The acquired data are
comparable with the results described in the literature for
bioreactor scale production. In addition, the analyzed
polysaccharide sample followed the standard criteria for
molecular weight, being suitable for vaccine elaboration.
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RESUMO

As andlises ecotoxicol 0gicas determinam os efeitos del etérios causados a um organismo por um agente
toxico. O microcrustaceo Daphnia magna € um dos organi smos mais usados em bioensai os de toxicidade.
Paragarantir aconfiabilidade dos resultados € necessario avaliar asensibilidade das d&f nias que pode ser
influenciada pelas condig¢des de cultivo em laboratério. O dicromato de potassio, 10 mg/L, foi utilizado
como substancia referéncia para obter a faixa de sensibilidade. O presente trabalho avalia os testes de
sensibilidade realizados de marco de 2004 amarco de 2005 no L aborat6rio de Ecotoxicologiado Instituto
de Pesguisas Ambientais e Tecnoldgicas, | PAT, da Universidade do Extremo Sul Catarinense, UNESC,
segundo a norma ABNT NBR 12713. Os individuos entre 2 e 24 horas de idade foram testados em
solucBes com diferentes concentractes. O valor médio da CES0 de 1,28 mg/L estadentro dafaixalimite
para dicromato de potassio conforme a norma | SO 6341. De acordo com as comparagdes feitas entre os
dados do presente estudo com os valores estabel ecidos pela norma 1SO e com os relatados por outros
autores, pode-seinferir que as dafnias, cultivadas no Laboratério de Ecotoxicologia do | PAT, estdo aptas
aserem utilizadas em testes de toxicidade.

Palavras-Chave. Daphnia, dicromato de potassio, ecotoxicologia, bioensaio/ métodos.

ABSTRACT

The ecotoxicology analyses determine the deleterious effect caused by a toxic agent on an organism .
Microcrustacean Daphnia magna is one of the most used organisms for performing toxicity bioassay. To
guaranteethereliability of results, eval uation of the dafnias sensitivity isrequired asthey can beinfluenced
by the culture conditions. The present work eval uated the sensitivity testing performed from March 2004
to March 2005 in the Laboratory of Ecotoxicology of Instituto de Pesquisas Ambientais e
Tecnoldgicas(IPAT)- University do Extremo Sul Catarinense (UNESC), following thecriteriafrom ABNT
NBR 12713 norm. The potassium dichromatein aconcentration of 10 mg/L was used asreference substance
to get the sensitivity band. The organisms aged from 2 to 24 hours were tested in solutions containing
different concentrations of potassium dichromate. The CE(1)50 mean value of 1.28 mg/L indicatesthat it
iswithin the potassium dichromate band limit, in accordance to 1 SO 6341 norm criteria. Comparing this
finding with the value established by 1SO and with the data reported by other authors, it can be inferred
that the dafnias cultivated in the Laboratory of Ecotoxicology at |PAT have been suitablefor being employed

on toxicity assays
Key Words. Daphnia, potassium dichromate, ecotoxicology, bioassay/ methods
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INTRODUCAO

A toxicidade é a propriedade do agente quimico causar
efeito danoso a um organismo, quando este é exposto a
determinadas concentractes em determinado espaco detempo.
Para verificar a toxicidade se faz necessario analises
ecotoxicol gi cas, também chamadas bioensaios, asquaisvisam
determinar os efeitos deletérios para a comunidade aquética
causada por agente téxico sem apreocupacao deidentifica-los'.

Nosensai os detoxicidade, freqiientemente, sdo utilizados
bioindicadores que podem ser definidos como organismosvivos
indicadores de contaminacdo. Neste processo de
biomonitoramento pode-se utilizar membros dafloraou fauna,
onde 0s mai's comuns Seriam 0s peixes, microcrustaceos, algas,
fungos e bactérias’.

Assim a Ecotoxicologia através do monitoramento de
toxicidade deve ser val orizadacomo uso sistemético derespostas
bioldgicas, afim de avaliar mudangas ambientais. Atualmente
Daphnia magna STRAUS, 1820 é um dos organismos,
zooplanctdnicos, mais utilizados em testes toxicoldgicos em
varios paises® e reage sensivelmente a ampla gama agentes
toxicos".

A Daphnia magna é um microcrustaceo de égua doce
com tamanho médio entre 5 e 6 mm, que alimenta-se
principalmente de a gasunicelulares’. Em condigBesambientais
favoréveis, reproduz-se por partenogénese, originando apenas
fémeas’. E também uma espécie cosmopolita no Hemisfério
Norte?, pelégicae vive em ambientes eutrdficos. Tem um tempo
de geracdo curto, o que torna o cultivo facil.

Para obter resultados confidveis nostestes de toxicidade
€ necessario avaliar a sensibilidade dos organismos-testet. As
condi¢des de vida desses organismos sdo avaliadas de acordo
com normas indicativas dafaixa de sensibilidade das daphnias
auma substancia referéncia. O presente trabalho visa obter a
faixa de sensibilidade das dafnias ao dicromato de potassio
conforme normal SO 6341. Teste de sensibilidade foradafaixa
definidananormaésina de alteragdo de algum fator durante o
teste, 0 que implica numa avaliagdo completa do mesmo.

MATERIAIS E METODOS

O teste de sensibilidade foi realizado de acordo com as
normas estabelecidas pela Associagdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT) presentes naNBR 12713. O microcrustaceo
Daphnia magna é cultivado no laboratério de Ecotoxicologia
do Instituto de Pesquisas Ambientais e Tecnol égicas, | PAT, da
Universidade do Extremo Sul Catarinense, UNESC, onde sdo
mantidas em estufaincubadoraatemperaturacontroladade 20°C
efotoperiodo de 16 horas/diacontrolado por “timer” eletronico.
S&o alimentadas diariamente com algas verdes da espécie
Scenedesmus subspicatus, também cultivadas no mesmo
laboratério de acordo com CETESB (1990). Os individuos
utilizados para o teste sdo jovens que tém entre2 h a24 h.

60

A sensibilidade das daphniasfoi testada utilizando uma
solugdo padrao de dicromato de potéssio com concentragéo de
10 mg/L. No experimento foram preparadas solugdes teste nas
concentracfes: 0,55; 0,70; 0,85; 1,00; 1,15; 1,30; 1,45; 1,60;
1,75 mg/L. Em cada série de experimento 10 daphnias sdo
expostas em béqueresde 25 mL (com duas repeti cdes paracada
diluicdo), totalizando 20 individuos, e ainda no controle, ou
sejaaexposi¢ao de daphnias somente em aguade diluicdo. Apds
24 horas de exposi¢ao em incubadora com fotoperiodo e
temperatura controlados, foram observados o nimero de
organismos que ndo apresentaram mobilidade. Calculando em
seguida a CE (1)50 (concentragéo efetiva) que se baseia nas
condigdes em que ndo ocorra mortalidade das défnias, quando
estas sdo expostas ao dicromato de potassio em determinado
tempo e concentragdo. Este percentual € o mais significativo
para ser extrapolado a uma populagéo®. O calculo da CESO foi
realizado através do método das Prébitas ou Trimmed Spearman-
Karber”. Em cada experimento foram também avaliados o pH,
0 oxigénio dissolvido e a dureza da agua de diluigao™.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A éguade diluicdo, do dicromato de potéssio, utilizada
no testefoi avaliada quanto ao pH, durezae oxigénio dissolvido,
conforme tabela 1. O pH indica a concentracdo dos ions
hidrogénio H* em uma solugao e expressa a condi¢ao acida (<
7) ou alcalina (> 7), sendo que valores de pH afastados da
neutralidade (pH 7) podem afetar a vida aqudtica®. A dureza

Tabela 1. Valores de oxigénio dissolvido (OD), pH e dureza
da &gua de dilui¢éo do Teste de Sensibilidade entre margo/
2004 e marco/2005.

OD (mg/L) pH Dureza
(mg/L CaCO,)
MAR/04 5,0 7,7 2411
ABR 4,9 7,6 233,89
MAI 5 7,7 251,27
JUN 51 7,7 241,1
JUL 4,9 7,7 241,73
AGO 4,8 7,6 241,57
SET 5 7.8 238,41
ouT 4,7 7,7 246,96
NOV 4,8 7.8 243,69
DEZ 47 7,7 236,5
JAN/05 4,6 7.8 250,88
FEV 4,6 7,7 254,8
MAR 4,9 7,6 246,96
MEDIA 48+ 004 7,7+€0,02 24376+ 1,70
DESV. PAD. 0,155 0,07 5,89
KNIE e >4,0 78+€0,2 250+€ 25
LOPES (2004)
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Figura 1. Carta controle da sensibilidade de Daphnia magna para a substan-
ciadereferénciaK Cr O .
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reflete o teor de calcio e magnésio que estdo combinados a
carbonato ou bicarbonato® e o grau de dureza influencia a
toxicidade™. O oxigénio dissolvido é um teste padréo no controle
dapoluicdo dadguae um dos maisimportantes gases dissol vidos
para caracterizagdo e dindmicade um ecossi stema aquéti co, sua
concentracdo varia em fungdo da temperatura e aeragdo da
agua®. Naéguade diluicéo estasvaridveis permaneceram dentro
da faixa estabelecida em* conforme Tabela 1. Estas variaveis
estando dentro dafaixaestabel ecidagarantem que osresultados
reflitam realmente aamostra.

Deacordo com aFigural amédiadasensibilidade (CE;
24HS) obtida neste trabalho foi de 1,28 mg/L de dicromato de
potéssio, estando os valores compreendidos de 0,6 mg/L a 1,7
mg/L, valor este em conformidade com a norma SO 6341. A
média de 1,01 + 0,15 mg/L*, enquanto amédiade 1,7 mg/L™,
valor no limite maximo permitido pela norma utilizada como
referéncianeste trabalho. De acordo com as comparagdes com
0s outros autores e com a | SO 6341 as daphnias cultivadas no
laboratério estdo aptas a serem utilizadas nos testes de
toxicidade.

E importante realizar estes testes pelo menos uma vez
por més para garantir a confiabilidade dos resultados.

CONCLUSAO

Deacordo com osresultados dostestes de sensibilidade,
durante o periodo de marco de 2004 & marco de 2005, as
daphnias utilizadas no Laboratério de Ecotoxicologia da
UNESC mantiveram-se dentro da faixa estabelecida pela | SO
6341, indicando ser de boa qualidade e aptas a serem utilizadas
nos testes de toxicidade.
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RESUMO

Paracoccidioidomicose (PCM) € uma doenca sistémica causada pelo fungo dimdrfico Paracoccidioides
brasiliensis. A presenta-se como infecg&o pulmonar primériaassintomética, aguda, sub-agudaou cronica. Para
retificar aimportanciado exame direto, de baixo custo e complexidade, no diagnéstico daPCM, foi redizado
um levantamento de amostrasclinicasnosLaboratériosRegionaisdo IAL (LR-IAL) eLaboratorio | Aragatuba
—DIR VI, no periodo de janeiro de 1996 a dezembro de 2002. Foram analisadas 3807 amostras de origem
pulmonar e 25 amostras extrapulmonares, preparadas de acordo com suas peculiaridades. Detectou-se
sgnificativaquantidade de soli citagdes de exames cominformagBesincompl etas quanto aos dados do paciente.
Foi demonstrada positividade em 4% das amostras pulmonares (predominando no adulto do sexo masculino)
assim como em amostras extrapulmonares (88%). A diferenca na demanda natural das solicitagOes para este
diagnéstico, entre os Regionais, pode estar relacionada com endemicidade da regido, busca €/ou suspeita da
doenca e encaminhamento das amostras para os L aboratérios de Referéncia da Rede Piblica. Apds 98 anosda
descricao pioneirapor Adolfo Lutz, adoencaainda é foco de preocupacdo para a Salde Piblica.
Palavras-Chave . paracoccidioidomicose, epidemiologia, exame direto, diagndstico.

ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM), an autochthonous disease from Latin America, is a systemic disease
caused by adimorfic fungus Paracoccidioides brasiliensis. Itissupposed that thismicroorganisminfects
hosts when conidiain aerosol form are inhaled by individuals, causing primary acute, subacute, or even
chronic lunginfection. In order to give evidence of the significancein diagnosing PCM by means of direct
microscopi ¢ examination, whichisof low cost, and easy to perform assay, astudy was carried out analyzing
clinical samplesfrom AL Regional Laboratories Network collected during the period from January 1996
to December 2002. A total of 3,807 clinical samplesfrom lung, and 25 extra-pulmonary clinical samples
were prepared by conventional procedures. Significant quantity of exam request forms with incomplete
data on patient age, profession, and birthplace was observed. Additionally, samples from male patients
were more frequently requested for PCM diagnosis than from female subjects. Positive lung samples
were detected in 4%, being predominantly from male patient aged from 31 to 70 yearsold. Positive extra-
lung sampleswere al so detected, which demonstrated the presence of thisdiseasein other organs. Although
PCM mortality rate have till been increasing in Brazil, due to systemic mycosis, PCM has not included
among diseases for compulsory notification yet. PCM has still been a focus of Public Health attention
even 98 years have passed since the first description was made by the investigator Adolfo Lutz.

Key Words. paracoccidioidomycosis, epidemiol ogy, direct microscopic examination, laboratory diagnosis.
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INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenca
sistémica, causada por Paracoccidioides brasiliensis, fungo
dimorfico, conhecido apenas em sua forma assexuada,
considerado saprobiota do solo. Adolfo Lutz, no Brasil,
descreveu a doenca em 1908, enquanto Diretor do Instituto
Bacteriologico de Sdo Paulo. Em sua publicacdo, o autor
descreve o0s aspectos clinicos, histopatolégicos e
microbiol 6gicos, reconhecendo a natureza fungica do
microrganismot.

A PCM, antigamente denominada Blastomicose Sul
Americana, € doenca sistémica autoctone da América Latina,
comamaior casuisticaregistradano Brasil, Argentina, Colémbia
e Venezuela?**, Acredita-se que a porta de entrada do
microrganismo seja através da inalagéo dos conidios, levando
auma infeccdo pulmonar priméria cuja forma pode ser desde
assintomética, a aguda, sub-aguda ou crénica. Pode ocorrer
disseminagdo para outros 6rgdos e sistemas, notadamente a
mucosaoral, asglandulasadrenais, o sistemareticulo endotelial,
a pele, o trato genital e raramente o Sistema Nervoso
Central®6789,

A prevalénciadaPCM é variavel nos paises autoctones
e, também, em um mesmo pais, nas suas diferentes regides'®. O
maior nimero de casos tem sido assinalado no Brasil, onde a
prevaléncia, os aspectos clinicos e epidemioldgicos variam
conforme a regido®. Portanto, no Brasil a doenga é um
importante problema de Salde Publica em que o nimero de
casos excede a 6.000%2, Em regides altamente endémicas, a
doenca é estimadaem 1 a 3 casos por 100.000 habitantes'.

Inquéritos epidemiol gicos utilizando testes cutaneos
com paracoccidioidina demonstram que a
paracoccidioidomicose é endémica em quase todos os estados
brasileiros!4158.

A incidéncia ocorre predominantemente em adultos do
sexo masculino entre 30 e 60 anos de idade, habitantes ou
trabalhadores da zonarural*Y’. Em um estudo de 422 casos de
PCM, entre 1980 e 1999, Paniago et a.” encontraram como
média de idade 43,4 anos, com a proporcao entre 0 Sexo
masculino e feminino de 10:1 e 45,5% dos doentes eram
trabalhadores rurais. Assim, aimportancia da PCM em salde
coletiva, estaligada aos custos sociai s e econdmicos derivados
ndo apenas da doenca em atividade, que ocorre em individuos
nasuafase mais produtivade vida, como também dasfreglientes
sequelas secundarias a esta micose, motivo comum de
incapacitacdo para o trabalho?.

A PCM éraraem criangas abaixo de 14 anosdeidadee,
portanto, em um estudo realizado por Gongalves et al.’® foi
demonstradaque em 15 anos houve 36 casos dadoencanaforma
aguda em criancgas entre 3 e 12 anos de idade, nativas de zona
rural do estado do Rio de Janeiro. Outros autores tém chamado
a atencdo sobre a importancia de se valorizar
epidemiol ogi camente as criancas que apresentavam afase aguda
ou subaguda da PCM, especialmente porque estas criancas na

Ameérica Latina estéo envolvidas nas diversas atividades
agropecuérias desde os primeiros anos de vida. Estes dados
servem como marcadores para rastreamento mais direcionado
até o micro ambiente onde se suspeita que viva o fungo e de
onde se originaainfec¢do humana™*°.

A associagdo de PCM e AIDS tem sido pouco relatada;
eumadasrazdes € aPCM prevalecer em areasruraiseaAlDS
ocorrer em areas predominantemente urbanas?®2.,

E incontestavel o fato de que o diagndstico de certeza
de processos infecciosas derive da demonstracéo e do
reconhecimento do agente, incluindo exame afresco. No exame
direto, 0 agente P.brasiliensis, € observado como célulahialina,
arredondada, Unica ou com brotamentos, assumindo as vezes
0s aspectos de “mickey mouse” erodade leme; as paredes sdo
birrefringentes e esverdeadas. No citoplasma, nicleos e
organelas sdo observados.

O presentetrabal ho teve por objetivo mostrar aincidéncia
da PCM no Estado de Sao Paulo, através dos diagnosticos do
agente etiol6gico da PCM, realizados nos Laboratorios
Regionaisdo Ingtituto Adolfo Lutz (LR-1AL). Estudosregionais
de casos isolados contribuem para o melhor conhecimento da
endemia

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 3807 amostras clinicas de origem
pulmonar (escarro, lavado bronco-alveolar, lavado bronquico,
escovado bronquico) e 25 extrapulmonar (hemoculttura,
aspirado de linfonodos, 1esdo ganglionar e bucal), de pacientes
atendidos pela érea de abrangéncia dos LR-1AL de Campinas,
Ribeirdo Preto, Sorocaba, Presidente Prudente, Séo Josédo Rio
Preto, Bauru, Santos, Taubaté, Rio Claro e Laborat6rio |
Aracatuba- DIR VI, para diagnostico de doenca fungica, no
periodo de janeiro de 1996 a dezembro de 2002.

Os materiais liquidos (lavado brénquico, escovado
brénquico, lavado bronco-alveolar) foram centrifugados a
10.000 x g por 15 minutos, com o objetivo de concentrar o
material a ser analisado. Outros materiais como escarro e
aspirado delinfonodosforam submetidos adigest&o com agentes
mucoliticos (N- acetil- cisteina) durante 24 horas e centrifugados.
Ap6s, os sedimentos foram colocados entre |amina e laminula
para observacdo direta ao microscopio optico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo entre janeiro de 1996 a dezembro de 2002
foram realizados nos LR-IAL, 3832 exames a fresco para
pesquisa de PCM em amostras clinicas de origem pulmonar
(99,4%) e extra pulmonar (0,6%). A Figura 1 mostra a
distribuicdo destas amostras nos diferentes Laboratorios
Regionais. O maior niimero de exames ocorreu em amostras de
escarro, devido de ser um material bioldgico de facil coleta e
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indicado parao diagndstico diferencial de agentes associadosa
pneumopatias. Observou-se que o Regional de Sorocaba
apresenta’53,4% do total de amostras;, acredita-se queisto ocorra
pelo fato de realizar também exame sorol 6gico para PCM. Os
Laboratérios Regionais de Rio Claro e Bauru iniciaram a
realizacdo do exame direto para PCM a partir do ano de 2000.

Verificou-se que em relacdo ao sexo, houve maior
suspeitadadoencano sexo masculino 66,2% (Figura2) durante
0 periodo em estudo.

Em ambos os sexos, afaixa etaria de maior suspeitafoi
de 31 a 70 anos, conforme indica a Figura 3. O volume de
amostras sem informag&o daidade do paciente é ressaltado nesta
figura, demonstrando falha no preenchimento correto da
solicitagdo do exame.

A positividade encontrada dentre as amostras pulmonares
andlisadasfoi de 4%, predominando, emtodososLR-IAL, afaixa
etariade 31 a60 anos, paraambos 0ssexos, conformedemonstrado
na (Figura4), estando de acordo com aliteratura existente”.

Foram avaliadas 25 amostras de origem extrapul monar,
com diagndstico positivo em 22 amostras (88%), demonstrando
apresenca desta doenca em outros érgéos. Cermefio et al.= em
um recente estudo da casuistica das micoses em um Hospital
Universitério na Venezuela, foi detectado 4,7% de micoses
profundas com 1,7% de paracoccidioidomicose (n=8). A
ocorréncia da micose foi nos pulmdes®, em mucosa de
orofaringe? eganglionar!. Micose ganglionar tambémtem sido
detectada por outros autores®.

A positividade do exame direto ndo foi homogéneaentre
osdiferenteslaboratérios. O Laboratério Regiona deRio Claro
detectou maior positividade nas amostras (11,5%), seguido de
Santos (8,8%), Campinas (8%), Aracatuba (7,3%), Taubaté
(3,6%), Ribeirdo Preto (3,1%), Sorocaba (3,1%), Presidente
Prudente (2,7%), Sao José do Rio Preto (1,4%) e Bauru (1,3%).
Acreditamos que esta diferenca de positividade entre os
Regionais se deve a uma demanda esponténea das regides, de
acordo com asintomatol ogiado paciente que procuraaunidade
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Figura 1. Distribui¢do de amostras de origem pulmonar recebidas para diag-
nostico de paracoccidiodomicose realizados no periodo de janeiro de 1996 a
dezembro de 2002, nos L aboratérios Regionais do Instituto Adolfo Lutz.

Figura 2. Digtribui¢éo anud das amogtras de origem pulmonar, recebidas nos Labo-
ratériosRegionasdo IngitutoAdolfo L utz, parao diagndstico deparacocci dioidomicose,
em relagao a0 sexo, no periodo de janeiro de 1996 a dezembro de 2002.
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Figura 3. Distribuicdo por faixa etéria e sexo, de amostras de origem pulmonar,
recebidas nos L aboratorios Regionais do Ingtituto Adolfo Lutz, parao diagnéstico
de paracoccidioidomicose, no periodo entre janeiro de 1996 a dezembro de 2002.
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Figura 4. Diagnéstico de Paracoccidioides brasiliensis em espécimes clini-
cos de origem pulmonar examinados por exame direto nos L aboratorios Regi-
onais do Instituto Adolfo Lutz, entre janeiro de 96 a dezembro de 2002.
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de doencas respiratorias (servico especializado/ pneumol ogia)
da rede de atendimento do Sistema Unico de Saide.

A PCM, no Brasil, destaca-se como oitava causa de
mortalidade entre as doencas predominantemente cronicaseamais
elevadataxade mortalidade entre as micoses sistémicas. Segundo
Coutinho et al. 2 ataxa de mortalidade anual € de 1,45/milhdo de
habitante, podendo ser usadacomo indicador paradefinir adoenca
como importante agravo de salide no Brasil apesar de ndo ser
consideradadoencade notificaco obrigatériaem todas asregides.

Os dados encontrados tém valor epidemiol6gico, pois,
demonstram aincidénciada PCM, doencade grandeimportancia
e comprometimento, nas regides de abrangénciados LR-1AL.
Ressalta - se também a importancia do diagndstico através do
exame direto que apesar da baixa complexibilidade e custo,
devem ser realizados por profissionais capacitados. Segundo
Brummer et al.?® o melhor e mais répido caminho para
estabel ecer o diagndstico deste agente flingico é o exame direto
a partir de amostras clinicas que permitam sua deteccéo. Em
uma série de estudos por diferentes grupos naAmeérica L atina,
a sensibilidade do exame direto variou entre 85 a 100%.

CONCLUSOES

O diagnastico definitivo daPCM éobtido principalmente
por exameafresco do material biol 6gico atravésdo examedireto,
que ressaltamos ser de baixo custo e baixa complexidade, no
entanto, requer profissional qualificado e com treinamento para
reconhecimento da estrutura do agente no material analisado.

A diferenca na demanda natural das solicitagdes para
este diagnostico entre os LR-1AL, pode estar relacionada com
endemicidade da regido, busca e/ou suspeita da doenca e
encaminhamento das amostras para os Laboratérios de
referéncia da Rede Publica.

Observamos que os estudos epidemiol 6gicos poderiam
ser real gados caso 0 preenchimento das requisicdes de exames
fossem realizados com maior critério erigor. Porém, acasuistica
estudada neste trabalho apresentou dados suficientes que
corroboram com a literatura existente®’.

ApOs 98 anos da descricdo pioneira por Adolfo Lutz, a
PCM aindaé foco de preocupagdo paraa Sadde Publica, poisa
taxa de positividade variou de 1,3 a 11,5% nos exames direto
realizados narede dos LR-IAL, podendo ser ainda maior caso
fosse uma doenca de notificacéo.
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RESUMO

Esta breve comunicagdo procura ressaltar algumas interferéncias espectrais na determinacdo de nitrato
em aguas por métodos espectrof otométricos naregido UV. Sdo analisados dois métodos: o primeiro utiliza
aabsorbanciaem 220 nm (com corregdo empirica paraa presenca de matéria organica) e o segundo faz a
leitura da absorbancia em 205 nm (sem qualquer tipo de correcdo). Usando este segundo método, foi
realizado um estudo de interferéncia para o ion cloreto. Observou-se que a interferéncia de cloreto é
notada em concentracfes acima de 50 mg L, aproximadamente. Ademais, algumas atividades de
interferénciado ion nitrito e de surfatantes foram também investigadas.

Palavras-Chave. nitrato, espectrofotometria UV, agua, interferéncias espectrais.

ABSTRACT

Thepresent short communi cation proposesto point out some spectral interferences on nitrate determination
inwater by means of UV spectrophotometry methods. Two techniques were analysed: thefirst technique
employed absorbance value at 220 nm (with empirical correction in presence of organic material), and for
the second one the absorbance value at 205 nm (without any correction factor) was used for reaction
reading. Based on the second technique an interference study on chloride ion was performed. Chloride
interference was noted at concentrations above 50 mg L approximately. Additionally, someinterferences

activitiesfrom nitrite and surfactants were shallowly investigated.
Key Words. nitrate, UV spectrophotometry, water, spectral interferences.

INTRODUCAO

A determinag&o precisa e acurada das concentragdes de
nitrato em aguas para consumo humano tem se tornado objeto
de interesse em Salde Publica frente & contaminacgéo
antropogénica do meio ambiente e as associagdes que se tem
feito entre 0 consumo de dguas com niveiselevadosdenitrato e
a incidéncia de metahemoglobinemia e de diversos tipos de
cancert?34 O fon nitrato ocorre geralmente em concentragdes
relativamente baixas em aguas superficiais, mas pode atingir
niveis altos em aguas subterréneas; é encontrado em peguenas
guantidades em aguas residuérias domésticas, mas alcanca
concentracOes superiores a 30 mg de nitrato como nitrogénio
por litro em efluentes de plantas de tratamento biolégico
nitrificante®. Um limite de 10 mg de nitrato como N/L em aguas
potaveis tem sido imposto em paises como o Brasil® e os Estados
Unidos®.

Embora existam varios métodos analiticos disponiveis,
adeterminagéo daconcentragdo de nitrato em solugdes aguosas
ndo é tarefa trivial: os procedimentos, em sua maioria, séo
relativamente complexos e as fai xas de concentracéo de alguns
dos métodos analiticos sdo limitadas, além de existir a ata
probabilidade da presenca de interferentes. A cromatografia
iGnica, por exemplo, embora permita medidas rapidas e
simulténeas com outros ions deinteresse (como cloreto, fosfato,
sulfato e nitrito), € umatécnicarel ativamente cara, ndo estando
livre deinterferentes; ja métodos envolvendo a pré-redugéo do
nitrato para nitrito em coluna de cadmio, seguido de
desenvolvimento de cor por diazotizagdo, sdo trabalhosos e,
novamente, sujeitos a interferentes®. Assim, os métodos mais
simplesdisponiveis, baseados em espectrofotometrianaregido
UV, sdo extremamente atraentes devido ndo somente a
simplicidade mastambém devido ao baixo custo. Contudo, tais
métodostambém sofrem sériaslimitacBes no quediz respeito a
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interferentes, sendo imprescindivel que o analista esteja atento
atal situacéo.

O primeiro (e mais antigo) método UV constitui-se na
acidificacdo de 50 mL daamostrade guacom 1 mL deHCI 1
mol L, seguindo-se leitura da absorbancia em 220 nm com
correcdo para absor¢do ndo especifica (oriunda de matéria
orgénicaporventurapresente) e comparagdo com curvapadréo
previamente estabel ecida®. Esta corregéo totalmente empirica
€ baseada na leitura da absorgéo em 275 nm, onde nitrato ndo
absorve. Para calcular a absor¢éo devida ao nitrato, subtrai-se
do sinal em 220 nm duas vezes a absor¢do em 275 nm (neste
método, estimar-se que aabsor¢ao devidaacompostos organicos
seja duas vezes maior em 220 nm do que em 275 nm),
salientando-se que se esta correcdo (aabsorbanciaem 275 nm
multiplicada por 2) for maior do que 10% do valor da
absorbanciaem 220 nm, o método ndo deve ser aplicado devido
asuspeitade quantidade consideravel de compostos orgéani cos
interferindo significativamente no sinal. Interessante observar
gue no artigo de Mazon et al.?, este critério nédo foi
adequadamente descrito. Transcrevendo ipsis litteris do quarto
paragrafo, primeira coluna, da pagina 112 da “Revista do
Instituto Adolfo Lutz”, onde constaoreferido artigo: *“...O valor
da absorbancia referente ao ion nitrato (A=220 nm) deve ser
corrigido para interferéncias de compostos organicos (A=275
nm) através da formula: A = A — 2A .. Se o valor das
absorbancia corrigida (A) for maior que 10% do valor da
absrbancia a 220 nm (A,,), 0 método n&o deve ser usado...”
Usando asimbol ogia dos autores, acondigéo para ser possivel
autilizaggo do método seriaA < 0,1.A,,,—no entanto, 0 método
original recomendaolimite2.A <0,1A_ .

Devido a sua natureza empirica, este fator de corregcéo
depende da origem da &gua e, consequentemente, pode variar;
idealmente, ele deve ser estabelecido pelo analista através de
estudos baseados em técnicas de adi ¢do de padroes e em andlises
por outros métodos analiticos (cromatografia iénica ou
potenciometria com eletrodo ion seletivo, por exemplo). Em
resumo: uma corregdo adequada poderiaexigir que a absor¢cdo
em 275 nm fosse multiplicada por um nimero diferente de 2,
ou até mesmo que ndo fosse aplicada. Tal fato adquire
importéncia se levarmos em consideracdo as dimensdes de um
pais como o Brasil e a diversidade das origens das aguas
consumidas pela populagdo nas diferentes regides.

Este método (leituraem 220 nm, corregdo em 275 nm) é
oriundo do “Standard Methods for Examination of Water and
Wastewater”®. Curiosamente, elefoi inicialmente desenvolvido
nadécada de 50 ndo paraaandlise de nitrato em aguas, massim
para a andlise de nitrato (como contaminante) em carbonatos
de metais alcalino terrosos, utilizados na industria eletronica
como materiais de recobrimento de catodos: Bastian et al.®
trataram amostras dos carbonatos com acido perclorico,
seguindo-se leituras das absorbancias em 210 ou 220 nm — 0s
autores decidiram ndo trabalhar com o comprimento de onda
da maxima absor¢do (203 nm, nas condigdes analiticas
empregadas) por considerar que muitasinterferénciastornavam-
Se muito mais importantes em 203 nm do que nos outros dois

comprimentos de onda, 0 que ndo justificava a relativamente
pequena melhoria na sensibilidade ao se efetuar a leitura em
comprimentos de onda menores. Estimaram, por exemplo, que
a interferéncia do ion cloreto era aproximadamente 20 vezes
maior em 203 do que em 210 nm. Além disso, a corregéo para
organicosndo foi aplicadapor, simplesmente, Ndo ser necessaria:
as matrizes eram inorgénicas.

Em 1961 o método para a determinagéo de nitrato por
espectrofotometriaUV em 220/275 nmfoi proposto paraaguas
potaveis em uma forma muito semelhante a atual — somente o
fator de correcao eradiferente: Goldman e Jacobs® propuseram
gue a absorbancia em 275 nm fosse multiplicada por 2,5 antes
de ser subtraida da absorbancia em 220 nm. Finalmente, este
método UV, como éaplicado hoje, constacomo método tentativo
na 13* edi¢do do “ Standard Methods for Examination of Weater
and Wastewater” de 1971 que jaindicava como interferentes
ossurfatantese osionsnitrito e Cr®, além daprovavel presenca
de orgénicos — a acidificagdo com HCI 1 mol L elimina a
interferéncia de hidroxido e de carbonatos (até 1000 mg L2,
como CaCO,).

Um segundo método UV paraaandisedenitrato em aguas
foi proposto recentemente™. E baseado na acidificagio de 100
mL daamostrade aguacom 1 mL deHCI 1 mol L, seguindo-se
leituradaabsorbanciaem 205 nm (sem qualquer tipo de corregéo)
ecomparagdo com curvapadrdo previamente estabel ecida. Chama
aatencdo na descricdo deste método, afalta de qualquer tipo de
informag&o arespeito de interferentes, principalmente levando-
se em considerac&o a regido de comprimentos de onda que faz
uso, muito sujeitaaabsor¢ao ndo somente de compostos organicos
mastambém de espéciesinorganicascomo Cl-, por exemplo, como
discutido anteriormente.

Desta forma, e focalizando a atencéo na questéo das
interferéncias espectrais, € objetivo desta comunicacdo fazer
aplicabilidade do método UV de leitura direta da absorbancia
em 205 nm na determinagdo de nitrato em aguas para consumo
humano, frente asuaslimitacesintrinsecas (oriundas daregi&o
do espectro eletromagnético em que procura trabalhar), tendo
em vista sua recente proposicao no livro “Métodos fisico-
quimicos paraandlise de alimentos’ ™, preparado pelo I nstituto
Adolfo Lutz e editado pelo Ministério da Salide.

MATERIAL E METODOS

O HCI, 0 KNO,, 0 NaNO, e o NaCl utilizados (todos da
marca Merck) eram de grau analitico. O detergente neutro
Extran® (Merck) foi utilizado diluindo-se o produto concentrado.
Assolugbespadrdo 100mgL*emNO,, 100mgL*emNO, e
1000 mg L-*em Cl- foram preparadas como descrito naliteratura
apartir de KNO,, NaNO, e NaCl, respectivamente.

As medidas de absorbancia, assim como o registro dos
espectros el etroni cos de solugdes aquosas de NaCl, de NaNO,
e de Extran® neutro, foram realizadas em espectrofotébmetro
marca Hach modelo DR 4000U.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nointuito de constatar aextensdo daabsorcéo de cloreto
naregido UV deinteresse, foram preparadas 5 solucdes padréo
de Cl- em &gua destilada e desionizada, a partir de diluicdes da
solucéio padréo 1000 mg L. Ap6s as preparacoes, as solucles
continham 50, 100, 150, 250 e 350 mg L* de CI-. Esta tltima
concentracdo foi incluida no estudo por ser aproximadamente
amesmaque aproduzidapelaadicdo de1 mL deHCI 1 mol L-
1a100 mL de &guaisentade cloretos. Os espectros el etroni cos
foram entdo registrados entre 200 e 225 nm e estdo mostrados
na Figura 1A, onde podemos observar que, realmente, a
absorcdo de cloreto torna-se cada vez maior a medida que
decresce o comprimento de onda, sendo menos significativa
em 210 nm e nulaem 220 nm. O coeficiente de absor¢do molar
(€) em 205 nm foi estimado em 3,1 mol* L cm? (asolugdo 1
mL de HCI 1 mol L%/100 mL de agua apresentou uma
absorbancia em torno de 0,028). A alternativa de se utilizar
H,SO, nas mesmas condi¢des (1 mL deH,SO, 0,5 mol L-1/100
mL de &gua) diminuiria a interferéncia espectral pois a
absorbanciaem 205 nm nestas condi¢des &, aproximadamente,
0,010, mas a possibilidade de turvagdo da solucdo pela
precipitagdo de sulfatos pouco solUveis poderia comprometer
o resultado, uma vez que os dois métodos aqui discutidos séo
de calibrag8o univariada. Por exemplo: ao se adicionar 1 mL
deH,SO, 0,5mol L*a100 ml deumaamostrade aguacontendo

20 mg de Ca** (500 mg L™ como CaCO,, o valor maximo
permitido para a dureza de uma &gua para consumo humano
segundo a Portaria’518°), o quociente de reacdo de precipitacao
Qg do CaSO, éaproximadamente 2,5 x 10°, um val or um pouco
maior que o produto de solubilidade K ., do CaSO, (igual a2,4
x 10-° a25°C)%; ainterferénciapode adquirir maisimportancia
seaamostrade aguaestiver sujeitaa presencade outros cations
que produzam sulfatos com valores de K . aindamenores (por
exemplo, os ions contaminantes Ba?* e Pb*)%2.

Para estimar o impacto desta absor¢do de cloreto em
205 nm nadeterminagéo de nitrato em aguas através do método
proposto pelo Instituto Adolfo Lutz™, foram preparadas 35
solugdes padréo 1,00 mg L em nitrato a partir da solugéo
estoque 100 mg L1, contaminando-se as solugdes com
concentracBes crescentes de cloreto a partir da solucéo 1000
mg Lt em cloreto. Cadacontaminaggo foi efetuadaem 7 réplicas
e cada solucéo apresentou um volumefinal de 100 mL. Assim,
7 solugdes padrdo 1,00 mg Lt em nitrato ndo foram
contaminadas (concentragéo de cloreto adicionado naformade
NaCl =0 mg L), outras 7 foram contaminadas com 50 mg L
de CI-, outras 7 com 100 mg L* de Cl-, e assim sucessivamente
até uma contaminagdo maxima de 250 mg Lt em CI- (esta
concentracdo coincide com o valor méximo permitido para
cloreto segundo a Portaria518°, que estabel ece os procedimentos
e responsabilidades relativos ao controle e vigilancia da
qualidade da agua para consumo humano e seu padréo de
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Figura 1. (A) Espectros €l etronicos de solugdes padréo de cloreto. (B) Absor¢ao em 205 e 220 nm de solugdes padréo 1,00 mg L™ em nitrato, contaminadas com

concentragOes crescentes de cloreto.
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potabilidade). A seguir, apésaadicdo de 1 mL deHCI 1 mol L-
tacadasolucdo, foram redlizadas asleituras de absorbanciaem
205 e 220 nm. Osresultados, mostrados na Figura 1B, sugerem
que a interferéncia positiva de cloreto na absorcéo de nitrato
em 205 nm passa a ser observada a partir de 50 mg L?,
aproximadamente. Por outro lado, pode também ser observado
nesta Figura 1B que aabsor¢éo em 220 nm de solucBes padréo
1,00 mg L em nitrato ndo sofre interferéncia na faixa de
concentracdo de cloreto investigada (0 2250 mg L%).

Esta interferéncia positiva de cloreto conduz a uma
guestédo préticaimportante: ao utilizarmos o método proposto
pelo Ingtituto Adolfo L utz, estamosintroduzindo um interferente
através da adicdo de 1 mL de HCI 1 mol L. Para que esta
adicéo ndo resulte em desvios de exatidao, o branco daanalise
(Aguadestilada e desionizada), as solugdes padréo da curvade
calibragdo e as amostras de agua devem receber exatamente a
mesma quantidade de HCI. Tal fato néo é salientado na
descricdo do método e adquire importancia se levarmos em
consideracdo que é prética comum fazer este tipo de adicéo
através de pipetas graduadas ndo calibradas (ou de outros
dosadores ndo calibrados). Interessante notar que Mazon et
al.’, ao modificar este método fazendo a adicdo de 1 mL de
HCl 1 mol L a 50 mL das solugdes padréo de nitrato e das
amostras, observaram desvios de linearidade da curva de
calibragdo além de perda de precisdo: uma provavel origem
para estas dificuldades pode estar relacionada ao aumento da
concentragdo do interferente CI- (de 350 para 700 mg L7,

aproximadamente) ao se diminuir o volume das solugbes—uma
variag8o, por exemplo, de £ 10% no volume adicionado de
HCI (0,9a1,1 mL) produziriaconcentrages de Cl- nafaixade
630 a 770 mg L%, causando diferentes contribuic¢bes ao sina
supostamente oriundo apenas do ion nitrato.

Outro possivel interferente inorgénico no método
proposto pelo Instituto Adolfo Lutz éoion nitrito. A acidificagéo
com 1 mL de HCI 1 mol L* conduz a formag&o de HNO,
propiciando, inclusive, mecanismos mais favoraveis para a
transformagéo nitrito — nitrato: HNO, em meio aquoso
prontamente desproporciona-se através dareacdo 3HN Oy ™
NO;, * 2NO  + H,O" . com potencial padréo e constante
de equilibrio iguais a 0,05V e 50, respectivamente®. Esta
acidificago reduz a absor¢ao naregido, mas ndo a niveis que
possam ser negligenciados, como indicado naFigura2A. Nesta
figura também podemos observar a ja relatada interferéncia
deste ion no método descrito no “Standard Methods for
Examination of Water and Wastewater” (leituradaabsorbancia
em 220 nm)®.

Um outro interferente citado no método do “ Standard
Methods for Examination of Water and Wastewater” e que
também influencia os resultados no método proposto pelo
Instituto Adolfo Lutz é a presenga de surfatantes. A Figura 2B
mostra o espectro eletrénico de um surfatante muito utilizado
por laboratdrios nalimpezade vidrarias de precisfo. | nteressante
observar que, neste caso, apesar da significativa absor¢éo na
regido de interesse, 0 monitoramento de orgénicos pelaleitura
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daaborbanciaem 275 nm ndo produziria o efeito esperado, ou
sgja, um control e sobre apresencado contaminanteinterferindo
no sinal analitico, uma vez que o surfatante analisado possui
absor¢do muito baixaem 275 nm. Em resumo: ambos os métodos
(“ Standard M ethods for Examination of Water and Wastewater”
e Instituto Adolfo Lutz) sdo vulneraveis a este tipo de
interferéncia.

CONCLUSOES

M étodos espectrof otométricos UV paraa determinacéo
de nitrato em aguas sdo extremamente atraentes devido a
simplicidade e ao baixo custo, mas 0 uso de tais métodos deve
ser criterioso tendo em vista as interferéncias na regido do
espectro em que procuram trabalhar e o conhecimento prévio
gue sedeveter daorigem daamostrade aguaaser analisada. O
método oriundo do “ Standard M ethods for Examination of Water
and Wastewater”, embora inclua em seu procedimento uma
correcdo para a presenca de organicos, ndo é absolutamente
infalivel neste propdsito pois a correcdo é essencialmente
empirica. Por outro lado, o método proposto pelo Instituto
Adolfo Lutz, que apresenta a deficiéncia de introduzir o
interferente ion cloreto, além de presumir jaantes daandlise da
agua que se trata de uma amostra sem qualquer tipo de
contaminacgdo organica, presume também que espécies
inorgénicas ndo estardo presentes em quantidades suficientes
para causar interferéncias. Se considerarmos a diversidade de
origens das &guas para consumo humano em um pais com as
dimensBes do Brasil, tais suposi¢Bes podem conduzir a
resultados carentes de exatid&o.

O exposto acima indica que os dois métodos
espectrofotométricos UV citados paraadeterminagdo de nitrato
em aguas ndo devem ser utilizados como andlises conclusivas,
mas, isto sim, podem atuar como uma avaliagéo exploratoria
inicial, procurando-se determinar aproximadamente afaixade
concentrag&o de NO,, de modo aescol her aestratégiaanalitica
mais adequada a andlise (diazotizagdo, cromatografia de ions,
etc), como jasugerido anteriormente® °. Por exemplo: 0 método
deleituraem 220 e 275 nm poderiaser o mais (til pararealizar
deformaexploratériaum grande nimero de amostras de aguas
potaveis para verificar a aceitabilidade tendo-se em mente a
Saude Publica — se alguma amostra apresentasse teor
significativo de NO,, este teor poderia ser confirmado por
técnicasalternativas.

Apesar das dificuldades apontadas, a espectrof otometria
UV, assim como outras técnicas analiticas, tém tido agama de
aplicagbes significativamente aumentada, assim como
mel horadaaqualidade dos resultados, pelaaplicacdo de métodos
quimiométricos“. Karlsson et al.”®, por exemplo, utilizaram a
espectrofotometria UV com calibracdo multivariada na
determinacdo de nitrato em aguas residudrias da cidade de
Estocolmo (Suécia), sem qualquer tipo de pré-tratamento (como
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filtragdo, decantac&o, etc) ou adicdo de reagentes, utilizando
316 valores de absorbancia na faixa entre 190 a 820 nm.
Segundos os autores, outros analitos podem também ser
simultaneamente determi nados quantitativamente (como fosforo
total, nitrogénio total, nitrogénio amoniacal e ferro). Contudo,
0s mesmos autores alertam que o modelo de calibracéo
desenvolvido nédo implica que 0 mesmo possa ser utilizado em
areas geogréaficas com diferentes parques industriais daquele
existente em Estocolmo.
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RESUMOS DE TESES E DISSERTACOES

Nasal immunization in rabbits with Neisseria lactamica: the
Importance of the cross reactive antigens

Tunes, C. F. Imunizacéo nasal em coelhos com Neisseria lactamica : importancia dos antigenos de reatividade cruzada. Séo
Paulo, SP, 2006 [ Dissertacao de Mestrado - Programade Pés- Graduacéo | nteruni dades em Biotecnologia USP/ Instituto Butantan/

IPT]. Orientadora: Profa. Dra. Elizabeth De Gaspari

Neisseria lactamica, a commensal bacterium non-
pathogenic to human beings and usually found in the upper
respiratory tract of children, is closely related to pathogenic
Neisseria meningitidis. Colonization with N. lactamica can be
responsible for evolving natural immunity to meningococcal
infection in childhood, when rates of meningococcus carriers
are low. These features lead to suggest that N. lactamica
components can be key-elements in the production of a new
vaccine for N. meningitidis. Aslittle is known about dynamic
carriers and N. lactamica population diversity in children, it
has been difficult choosing a representative for preparing an
adequate immunogenic product. A protocol was proposed to
study immunogenicity of whole cells of N. lactamica, N.
meningitidis, N. sicca or N. meningitidis ¢ (carrier-isolated) by
i.n. immunization in rabbits considering the natural pathogen
entry route. Oropharinx-isolated N. lactamica, N. meningitidis,
N. sicca, or N. meningitidis ¢ were i.n. inoculated into adult
rabbits, in a concentration of optical density 1.0 at 650nmin a
volume of 1000 pL. The rabbits were immunized four times at
seven-day intervals. N. subflava, N. elongata, N. sicca, N.
perflava, N. mucosa strainsisolated from CSF and blood were

also used. The rabbits developed levels of specific IgG
antibodiesin serum, asdetermined by ELISA using whole cells
of homologous and heterologous strains. Serum from rabbits
immunized with N. lactamica, N. meningitidis, and N. sicca or
N. meningitidis ¢, presented IgG antibodies reactive to 5 to
130 kDa antigens on immunoblot. Antibodies in serum from
rabbits immunized with N. lactamica failed to induce high
concentration of antibodies with bactericidal activity against
N. meningitidis; however, this activity could be observed with
antibodies produced by rabbits i.n. immunized with N.
meningitidis. High avidity 1gG antibodies were produced,
although asignificant correl ation between bactericidal activity
and induction of I1gG antibodies of high avidity could not be
determined, mainly in rabbits immunized with N. lactamica.
Intranasal immunization of N.lactamica whole cells was suitable
to efficiently sensitize mucosal immune system in rabbit model.
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RESUMOS DE TESES E DISSERTACOES

Acao antioxidante do a-tocoferol e do extrato de alecrim em 0leo
de soja submetido a termoxidacéao

Ramalho V. C. - Antioxidant action of a-tocopherol and rosemary extract in soybean oil under thermoxidation. S&o José do
Rio Preto , SP, 2005 [Dissertagdo de Doutorado - Universidade Estadual Paulista — Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias

Exatas— UNESP]. Orientador: Profa. Dra. Neuza Jorge

The aims of this work were to evaluate, in
thermoxidation conditions, the behavior and antioxidant activity
of a-tocopherol naturally present in soybean oil and the one
added in purified soybean ail, the behavior and antioxidant
activity of rosemary extract added in soybean oil withitsorigina
and purified tocopherols and, al so, to verify rosemary influence
on the resistance of natural o-tocoferol or the one added in
soybean ail. In order to do that, three experimentswere carried
out. In the first one, a number of a-tocopherol or rosemary
extract concentrations were added to the oil purified with
alumina and, through a preliminary determination of the
antioxidant activity, the concentrations of 600mg/kg for o-
tocoferol and 1000mg/kg for rosemary extract were selected
in order to be submitted to the further experiments. In the second
and third experiments, the purified oil added with the selected
concentrations of the cited antioxidants or the mixture of them
and the natura oil added with the selected concentration of
rosemary extract were heated until the temperature of 180°C
during ten hours. The results obtained from the analytical
determinations were submitted to variance analysis, in a

factorial scheme, employing the completely randomized
statistical design, in order to determine the influence of
antioxidant factors and periods of heating in relation to the oil
alterations. From the obtained results, both o-tocopherol and
rosemary extract demonstrated having a protecting effect on
soybean oil against the oxidation originated by high
temperature, but, in all analytical determinations, a.-tocopherol
action was superior in relation to the onefrom rosemary extract.
The mixture of thetwo antioxidants, added in purified soybean
oil, promoted a higher protecting effect comparing to the one
obtained by the application of each one separately. In natural
soybean oil, rosemary extract also came to be efficient in
delaying oxidation. It was al so observed that, during the heating,
both natural a-tocopherol and the one added were more stable
in the presence of rosemary extract.
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