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AREVISTADO INSTITUTO ADOLFO LUTZ tem por finalidade
a divulgacio de trabalhos relacionados com as atividades
laboratoriais em Saude Publica.

1. Missdo da Revista do Instituto Adolfo Lutz

Esta revista tem como missdo divulgar resultados de
investigagdes cientificas tanto basicas como aplicadas inclusive
tecnolégicas, abrangendo as diversas dreas de interesse em
saude publica, na forma de artigos originais, artigos de revisdo,
relatérios técnicos, comunicagdes e notas cientificas, relatos
de caso, resumos de teses e dissertagdes.

2. Normas para Publicacio

O trabalho submetido 4 publica¢io deve ser inédito, néio sendo
permitida a sua apresentago simultdnea em outro periddico,
conforme declaragiio a ser assinada pelos autores. Os autores
deverio informar na carta de encaminhamento em qual categoria
o trabalho se enquadra. Os trabalhos redigidos em lingua
portuguesa ou inglesa, deverdio ser enviados para o Setor de
Publicagdes do Instituto Adolfo Lutz, em trés copias 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. Apoés aprovagéo do
trabalho, sera solicitado aos autores o envio do artigo completo
em disquete 3 Y5 acompanhado de uma cdpia impressa.

3. Processo de Julgamento dos Manuscritos

Os trabalhos serfio aceitos para publicag@io apés avaliagiio por
pareceristas indicados pela Comissfio de Redagdio. A lista de
pareceristas que colaboraram em cada volume € publicada no
ultimo fasciculo do ano. A publicag8o de artigos na Revista
estd condicionada 4 aprovagio da Comissio de Redagdo de
Publicagdes Oficiais do Instituto Adolfo Lutz, que poderé
sugerir ao autor altera¢gdes no original. Os manuscritos
revisados serfio devolvidos aos autores para as devidas
corregdes. O novo texto deveréd retornar 4 Comissdo que
notificard a aceitagfo ou recusa do trabalho.

4. Etica

Os trabalhos de pesquisa envolvendo seres humanos e/ou
animais deverfio ser encaminhados com a copia da aprovagdo
do Comité de Etica, ¢ no item Material e Métodos devera constar
o niimero do processo e 0 nome do Comité que o aprovou.

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

5.1. Artigo original . i

Relato completo de pesquisa original ainda nfo publicada. Deve
apresentar no méaximo 20 paginas impressas, incluindo figuras,
tabelas e referéncias.

5.2. Comunicacio breve

E um artigo curto, com objetivo limitado ou cujos resultados
sejam provenientes de estudos com metodologia de pequena
complexidade ou rotineira, de relevincia para a area de saude
publica. 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

B o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho
experimental dignos de publicagdo, embora insuficientes ou
inconsistentes para constituirem um artigo original. Deve
ser relevante e que merega rapida divulgagio. 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. o

5.4. Relato de caso

Contempla principalmente a drea médica, em que o
resultado é anterior ao interesse de sua divulgagio ou a
ocorréncia dos resultados nfio é planejada. Inclui novas
técnicas, terapias, diagnostico, patologias, materiais e
solu¢des inovadoras para problemas especiais, fendmenos
anatdmicos e fisiolégicos. Deve conter os topicos: titulo
e resumo em portugués e inglés, introdu¢io, relato do
caso, discussdo, conclusdes, referéncias e apresentar no
méximo trés paginas incluindo figuras e tabelas ¢ até dez
referéncias.

5.5. Artigo de revisdo

Avaliagio da literatura sobre determinado assunto, cuja
divulgag@io possa contribuir para melhorar o conhecimento da
area em questdo. Deve ser subdividido em tépicos, conter

‘resumos em inglés e portugués. O artigo deve conter um simario

e apresentar no maximo 15 paginas.

.5.6. Resumos de teses e dissertagdes

Serdio aceitos para publicagio os resumos de teses e
dissertagBes até um ano apds a defesa. Deverfo conter o
nome do autor e seu enderego eletrbdnico, 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
contetdo do mesmo e também a sua revisfio ortografica e
gramatical.

6. Preparaciio 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 versio 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 1ltimo sobrenome por extenso € 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
deversio estar assinalados com asterisco (*) para
encaminhamento da correspondéncia.

Resumo: deve ser redigido em portugués, ser claro e conciso
num tnico paragrafo, contendo objetivo, metodologias,

resultados e conclusdes. Ndo exceder 200 palavras. -
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Palavras-chave: podem ser utilizados até seis descritores que
identifiquem o contetido do artigo, se possivel baseados no
DECS (Descritores em Ciéncias da Saude), disponivel no
www.bireme.br terminologia em saude e consuita aoc DECS.

Introducéio: deve iniciar em pagina nova e deve conter os
objetivos da pesquisa, justificativa de sua importincia,
apresentacfo das principais variaveis, defini¢des necessarias
e discuss@io 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 reprodugio. Qualquer
modificagfio, 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 interpretagdo dos resultados em
funcd@o das informag¢des apresentadas. Este item pode ser
incluido em resultados, nfio havendo necessidade de repeti-lo
em item a parte.

Conclusiio: deve ser clara, concisa podendo, em alguns casos,
ser incluida no item discussfio nfio havendo a necessidade de
repeti-la em item a parte.

Agradecimentos: € opcional e deve vir apos a discussio/
concluso. '

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 devemn seguir as diretrizes da quinta edigio (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 ilustragSes por
numerais ardbicos sobrescritos. As referéncias citadas em tabelas
ou em legendas devem ser numeradas de acordo com a seqiiéncia
estabelecida pela sua primeira identificagfio no texto.

Segundo o Sistema Vancouver, deve-se evitar a utilizagdo de
resumos bem .como as “observa¢des inéditas” e as
“comunicag¢des pessoais” como referéncias, mas as
comunicag¢des escritas (nfio verbais) podem ser inseridas entre
parénteses no texto. Os artigos aceitos para publicagio, porém,
ainda nfio publicados, podem ser incluidos na relag@io das
referéncias, bastando indicar a revista e citar entre paréntesis
“no prelo”. Informag¢des extraidas de manuscritos submetidos,
porém ainda n#o aceitos, devem ser citados no texto como
“observac¢8es 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

v

Chemical Abstracts , ISI Science Citation Index, World List of
Periodicals (publicado por Butterworks, Londres).

Exemplos
Artigos em revistas ,

»  Periddicos. Liste os primeiros seis autores seguidos

por et al. ’

Telles MAS, Mosca A. Avaliagdo da técnica de microdilui¢io
em placa para determinacio de concentragfio inibitéria minima
de isoniazida em cepas de Mycobacterium tuberculosis. Rev -
Inst Adolfo Lutz 2000; 59 (1/2): 15-9.

= Nuamero 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 avaliacdo da qualidade analitica
laboratorial. Rev Inst Adolfo Lutz 2002; 61 (Suppl 1): 3.

= Instituicdo como autor
The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical
exercise stress testing. Safety and performance guidelines. Med
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 IJ, Redfern SJ, editors. Mental health care for elderly
people. New York: Churchill Livingstone; 1996.

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

= Capitulo num livro
Franco DBGM, Landgraf M. Microorganismos patogénicos de
importancia em alimentos. In: Franco DBGM, Landgraf, M,
editores. Microbiologia dos Alimentos 2" ed. Sdo 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_a legislagfio, a forma proposta por Vancouver nfo se
aplica 4 realidade brasileira, para tanto recomenda-se adotar as
normas a seguir: i

Os eclementos essenciais sfo: competéncia (pais, estado ou
cidade ou nome da entidade ou 6rgdo no caso de se tratar de
normas), titulo (especificagio da legislagdo, nimero e data),
ementa ¢ titulo da publicagfo oficial, local da publicagfio oficial
(cidade), data (dia, més abreviado ¢ ano), se¢do e paginagio.
Exemplos:

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

Brasil. Resolug@io n® 16, de 13 de dez. 1984 do Conselho Federal
de Educagdo. Dispde sobre reajustamento de taxas, ..'¢ altera a
redagfio do artigo 5 da Resolugdo n.1 de 14/1/83. Diario Oficial
[da] Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 13 dez. 1984.
Seg¢do 1, p. 190-1.

Associag@o Brasileira de Normas Técnicas [ABNT]. NBR 7024,
de 1989: veiculos rodovidrios automotores leves: medigio 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 polui¢so do ar por veiculos automotores
(Proconve). Brasilia (DF); Diario Oficial da Unifo; 15 mar 2002.

Material Eletronico

®  Artigo de revista em formato eletrnico
Morse SS. Factors in the emergence of infectious diseases.
Emerg Infect Dis [serial online] 1995 Jan-Mar [cited 1996 Jun
51; 1(1):[24 screens]. Available from: URL: http://www.cdc.gov/
ncidod/EID/eid.htm

. ®  Monografia em formato eletrénico
CD], 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
localizagdo- aproximada deve ser indicada no texto. Serfio
numeradas consecutivamente, com numeros ardbicos e
encabegadas pelos respectivos titulos, que devem ser breves
e indicar claramente o conteudo. Os dados apresentados em
tabela ndo devem ser repetidos em graficos.

Ilustragdes (fotografias, graficos, desenhos, mapas etc.): as
ilustrag8es devem ser encaminhadas em folhas separadas e
designadas no texto como “Figuras”: terdo numeragio tnica
e seqiiencial, em algarismos arabicos e devem apresentar na
sua parte inferior ¢ fora da 4rea de reprodugfio, informagdes
breves e claras que esclaregam o conteudo da mesma. As
suas localizagdes aproximadas devem ser indicadas no texto.
Todas as ilustra¢des devem ser tdo claras que permitam sua
reproducio com redugio de 6,5 cm no sentido da largura, sem
perda de nitidez ou legibilidade. As ilustrag8es coloridas estio
sujeitas a confirmagfo. Se as ilustragbes enviadas ja tiverem
sido publicadas, mencionar a fonte e a permissio para a
reprodugdo.

Da Publicacao

1. Os trabalhos destinados a publicagio na Revista do Instituto
Adolfo Lutz deverfo ser encaminhados a Biblioteca do Instituto
Adolfo Lutz, Setor de Publicag¢des, Av. Dr. Arnaldo, 355,
Cerqueira César, Sgo Paulo/SP; 01246-902, a/c: Rocely Bueno.

2. Todo trabatho entregue para publicagdo devera ser assinado
pelo autor e trazer enderego para correspondéncia ou enderego
eletrdnico. No caso de mais de um autor, deverd ser
expressamente indicado o responsave! pela publicagao.

3. Os trabalhos serfo publicados em ordem cronoldgica de
aprovacdo, salvo o caso especial de comunica¢io € nota
cientifica, que terd prioridade.

4. A data de recebimento e a de aprovagdo do artigo constario
obrigatoriamente no mesmo.

5. As provas tipograficas serfio revisadas pela Comissio de
Redagdio de Publicagbes Oficiais do Instituto Adolfo Lutz. Essa
Comisséio se reserva o direito de introduzir altera¢Bes nos
originais, visando a manuten¢fio da homogeneidade ¢ a
qualidade da publicagio, respeitando, porém, o estilo e as
opinides dos autores.

6. E permitida a reproducio, 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 legislagdio sobre direitos autorais.

Da Distribuicéio

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

Oscogumel ostém sido tratados como umaiguaria e podem ser apreciados tanto pelas suas caracteristicas
gastrondmicas, conferindo sabor e aroma, como também pel o seu valor nutricional. Paraa caracterizacéo
nutricional de um alimento um trabal ho utilizando metodol ogias adequadas de andlises deve ser realizado.
Esta revis@o apresenta dados de diversos autores, nacionais e internacionais, que realizaram andlises
quantitativas da composi¢cdo de cogumelos comestiveis, avaliando o valor nutriciona e as diferencas
entre meios de cultivos e espécies.

Palavras-Chave. cogumelo, fungos comestivel's, valor nutricional .

ABSTRACT

Mushrooms have been considered as a delicacy, and they can be appreciated for their gastronomic
characteristics, conferring flavor and aroma, and for nutritional value as well. For characterizing food
nutritional properties, astudy using adequate analytical methodologies must be carried out. This review
presents data reported by several national and international authorswho performed quantitative analyses
on edible mushrooms compositions, in order to evaluate the nutritional value, and the differences among
the distinct ways of cultivation and among species.

K ey wor ds: mushroom, ediblefungi, nutritional value.
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INTRODUCAO

A relac8o humana com os cogumelos é muito antiga e
fascinante. Ao longo da histéria eles foram sendo utilizados
com as mais diferentes finalidades. Os egipcios, por exemplo,
acreditavam que os cogumel os eram um presente do deus Osiris.
Osantigosromanostambém achavam que eraum alimento divino
por acreditarem que os cogumelos foram atirados paraa Terra

Rev Ingt Adolfo Lutz, 64(2):149-154, 2005

através de raios jogados por Jipiter durante uma tempestade’.
JanaGréciaantiga, osguerreiros acreditavam que os cogumel os
proviam de forcae coragem. No Egito, os farads os utilizavam
como presente especial e em Romadiziam ser o “alimento dos
deuses’ e, portanto, deviam ser servidos apenas em ocasifes
especiais. Entre os chineses os cogumelos eram considerados
verdadeiros “elixir davida’ e utilizados como alimentos bons
para a salde, e até mesmo entre os indios mexicanos eram
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utilizados como alucindgenosem rituaisreligiosos efeiticarias,
bem como com propdsito terapéutico?. Emboramuitas culturas
venham usando os cogumelos tanto pela sua importancia
gastronémica quanto pelo seu valor medicinal, o seu emprego
como alimento funcional € mais notado nas culturas orientais,
nas quais a aplicacdo de cogumel os para se manter asaldeteve
inicio hamilhares de anos, como naChina. O cogumelo shiitake,
bem conhecido pelos japoneses e asiaticos, tornou-se o
segundo cogumelo mais cultivado em todo o mundo. Junto ao
costume alimentar dos asiéticos ha também aforte tradigéo do
uso dos cogumelos medicinalmente, datada ha mais de 2000
anos®.

Recentemente o consumo de cogumelos também esta
aumentando naculturaocidental, envolvendo um grande nimero
de espécies além do popular “champignon”’*. Um grande
crescimento pode ser atestado pelos seguintes nUmeros. em
1993, aproducédo anua mundial foi de 1,95 milhdes detoneladas
eem 2003 elasaltou para 3,19 milhdesdetoneladas, ou sgjamais
de 60% em 10 anos®. A producéo do Brasil ndo se encontra
nessa estatistica mundial e segundo Vilela (2004)%, o pais ndo
possui estatisticas oficiais sobre a producdo de cogumel os, mas
sabe-se que a maior regido produtora esta localizada no Alto
Tieté, em Séo Paulo.

Hoje, os cogumelos sdo considerados por muitos
pesquisadores como alimentos nutracéuticos ou funcionais
fisioldgicos, fato que tem estimulado também os atuais
produtores brasileiros e novos produtores na busca de técnicas
mai s produtivas e naintroducado de outras espécies. Atual mente,
o cultivo dos cogumelos no Brasil vem crescendo, ja que a
cultura possibilita reciclar economicamente certos residuos
agricolas e agro-industriais. Sob o ponto de vista nutricional,
devido ao alto valor protéico, o cultivo dos cogumel ostem sido
apontado como uma alternativa para acrescentar a oferta de
proteinas aos paises com alto indice de desnutri¢do. A utilizagdo
de certas espécies, em forma de cha ou cépsulas, como
preventivo de algumas doengas, também acelerou a producéo
de cogumelos?.

S&o conhecidas cerca de 2000 espécies de cogumelos
comestiveis, mas apenas 25 delas sdo comercial mente
cultivadas’. No Brasil, as principais espécies comestiveis
cultivadas sdo Agaricus bisporus, Lentinula edodes e Pleorotus
spp® e recentemente, a espécie A. blazei tem despertado
interesse da medicina popular devido as suas possiveis
propriedades medicinais e tem sido exportado do Brasil,
principal mente para o Japao®.

O conhecido “champignon” (A. bisporus) foi aprimeira
espécieaser cultivadano Brasil e éaespécie mais cultivadano
mundo. No estado de S&o Paulo, principalmente na regido de
Mogi das Cruzes, o cultivo aindaérealizado deformarudimentar,
geralmente realizado por familias chinesas que herdaram as
técnicas por muitas geragBes e sem conhecimentos cientificos
mais aprofundados’. Segundo aliteratura nacional, o inicio do
cultivo em escala comercial parece datar dos anos 50, quando
imigrantesitalianos sefixaram em Cabre(ivaeAtibaia, no estado
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de S&o Paulo e namesmaépocaimigrantes chinesesinstalaram-
se em Mogi das Cruzes'’. A alimentacgo do povo brasileiro
usando proteina microbiana, na qual os cogumelos estdo
inseridos, érecente erestritaaa gumasregides onde prevalecem
nlcleos de imigrantes asiaticos. Estes povos trouxeram para o
Brasil habitos alimentares alternativos, dentre os quais 0
consumo de cogumel os'.

A culturado shiitake (L. edodes) foi iniciadanaChinaha
cerca de 800 anos. Esse cogumelo € o de segundo maior
consumo no mundo”*2, O Japdo aperfeicoou o cultivo e
atualmente € o maior produtor mundial. S8o citados naliteratura
aspectos medicinais e terapéuticos do shiitake devido a um
grande nimero de compostos biol ogicamente ativos quejaforam
isolados e purificados. Muitas pesquisas estédo sendo
desenvolvidas para a melhor avaliacdo desse potencial®?. A
medicina popular indica o shiitake parafortificar e restaurar o
organismo. E indicado paratodas as enfermidades que envolvam
o enfraguecimento do sistema imunoldgico. Chang e Miles?
descrevem efeitosantiviral e antitumoral em extrato agquoso desse
cogumelo.

O A. blazei foi descoberto no Brasil etem sido alvo de
estudo no Japao desde a década de 80%. Essa espécie tem sido
utilizada em forma de chas, capsulas e também como alimento
para prevencado de cancer, doengas do aparelho circulatorio,
digestivo e urinério, dentre outras.

Os cogumelos apresentam um alto teor de proteina e
também sdo fontes de minerais e fibras alimentares. O teor de
lipideos € baixo, mas arelagéo entre acidos graxos insaturados
esaturadosvariade 2 a4,5:1**. Segundo Breene', oscogumelos
podem ser uma boafonte de vitaminaB,, B,, niacina, biotinae
vitaminaC.

VALOR NUTRICIONAL

Desconsiderando-se o alto teor de dgua, a composicao
de macronutrientes em cogumelos é relativamente alta e
apresentam um baixo valor caorico. Cogumelos “in natura’
apresentam teores de umidade que variam de 73,7 a94,7 % -2
16,17,18,19,20,21_

V arias publicagoes, artigos de metodol ogia, revisdes ou
livros descrevem o cogumelo como um alimento de alto valor
protéico, fontedefibraalimentar evitaminas, além deteremum
baixo teor de lipideos! 234,

Proteinas

Os cogumelos sdo considerados uma boa fonte de
proteinas'. Para a maioria dos alimentos o teor de proteina é
calculado utilizando-se um fator de corregéo apartir do contetido
de nitrogénio orgéanico presente. O fator 6,25 assume que as
proteinas contém 16% de nitrogénio e que séo totalmente
digeriveis. Esse fator despreza quantidades de compostos
nitrogenados ndo protéicos presentes em alimentos e que sdo,
na grande maioria, insignificante. Os cogumelos, porém,
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possuem uma significativa quantidade de compostos
nitrogenados ndo protéicos, na forma de quitina, em suas
paredes celulares e tais compostos ndo sdo digeriveis. Parando
superestimar o contetido protéico de cogumelos o fator 4,38 €
adotado, pois esse val or assume que apenas 70% dos compostos
nitrogenados existentes no cogumelo sejam digeriveis pelo
organismo humano (0,70* 6,25=4,38). Essefator recomendado
pode ndo representar o valor correto paraproteinaem cogumel os,
jaque pode haver diferencasentre espécies parao teor dequitina,
amdnia e outros compostos nitrogenados nao protéi cos™.

Dados reunidos por Chang e Miles® apontam que o A.
bisporus contém, em base seca, de 23,9 a 34,8% de proteina
bruta. ParaPleurotus essevalor variade 10,5 a30,4% e paralL.
edodes, 13,4a17,5%. Esses dadosforam compilados de diversos
autores e o fator de conversdo utilizado foi de 4,38. Mattila et
al.% também descrevem cogumelos como fonte de proteinas
contendo 19 a 35% em base seca, val ores também compilados
daliteratura.

V&riostrabal hos publicados naliteraturainternacional e
algunsnacionais, amaioriautilizando metodol ogiadescritapela
“Association of Official Analytical Chemists’?, também
conferem alto valor protéico aos cogumelos. Alguns deles
avaliam acomposi ¢do em termos de aminoéci dos?25:2627,

Ranzani e Sturion?* analisaram a composi¢ao de
aminoéacidos em espécies de Pleurotus spp. e em todas as
espécies analisadas foram detectados todos os aminoacidos
essencials que constituiam de 42,57 a 56,38 % da proteina
presente nesses cogumelos. Também em Pleurotus, Wang et
al . » verificaram adtapresencade aminoacidosessenciais, 126,7
mg/g, em peso seco, deum total de 347,5 mg/g de aminoécidos
totais. Esse cogumelo apresentou, segundo os autores, todos
osaminoacidos essenciais. Manzi et a . verificaram queamostras
de A. bisporus continham todos os aminoacidos essenciais e 0s
maisabundantesforam o &cido glutémico e aspartico eaarginina.

No Brasil, Sturion e Oetterer? avaliaram a composi¢ao
quimica de trés espécies de Pleurotus spp. e os contetidos de
proteina que os autores encontram variaram de 17,38 a25,31%.
Também no Brasil, Ranzani e Sturion? analisaram espécies de
Pleurotus spp. cultivados em folha de bananeira e o teor de
proteinabruta (N*4,38) variou entre as espéciesde 17,4 a24,1%.
Na espécie P. ostreatus, Manzi et a.! determinaram proteina
pelo método daAOA C? e em 8 amostras analisadas, damesma
espécie, obtiveram valores que variaram de 19,93 a34,73% em
base seca. Os autores utilizaram o0 mesmo substrato e o fator de
corregdo utilizado foi de 4,38. Nesse mesmo trabalho também
foram determinados os teores de proteina em outras espécies,
como o P. eryngii, P. pulmonarius e osval ores obtidosforam de
22,74 a 30,48%. A comparagao entre as espécies mostrou que
houve uma grande variabilidade dos teores de proteina, que,
segundo os autores, pode ser explicado pela concentracéo de
quitina presente em cada espécie. Yang et al.?, em Taiwan,
verificaram que em amostra de P. ostreatus, proveniente de
mercado local, analisada segundo o método oficial e utilizando
o fator de corregdo de 4,38, o teor de proteinafoi de 23,9%.

Dentre os muitos fatores que podem influenciar o valor
protéico dos cogumelos talvez o mais importante seja o
substrato.

Rios-Hurtado et al.?® cultivaram Pleurotus em quatro
substratos diferentes e obtiveram valores de proteina que
variaram de 14,69 a 38,13%, em base seca, para cogumelos
cultivados em palha de arroz e folha de bananeira,
respectivamente. Osautores néo relataram o fator utilizado para
conversao de nitrogénio em proteina. Wang et a.% cultivaram a
mesma espécie em bagaco de graos malteados (residuo de
cervejaria) e utilizando o fator de 6,25 para conversdo de
nitrogénio em proteina, encontraram valoresde41,5a53,3% de
proteina, em base seca.

Ekanem e Ubengama® verificaram que o estadio de
maturacdo (botdo e totalmente desenvolvido) em amostras de P.
ostreatus influencia significativamente (p<0,05) o teor de
proteina, no cogumelo ainda botdo o valor foi de 28% e parao
totalmente desenvolvido foi de 40,25%.

Manzi et a.', avaliaram as perdas de proteina apos o
cozimento de P. ostreatus e concluiram que o processamento,
pelo decréscimo da quantidade de agua, aumentou
significativamente os teores de proteina, passando de 1,61 %
para 2,53%, em base Umida. Entretanto, como os valores ndo
foram apresentados em base seca a avaliac&o da perda do teor
protéico pelo processamento ndo pode ser estimada.

Em A. bisporus os teores de proteina apresentados por
diversosautoresvariaram de 26,8%'¢ a 39,32% '8, em base seca.

Os teores protéicos encontrados para os cogumelos de
diferentesregides daEspanhae em diferentes épocasndo foram
significativamente diferentes, ficando em umafaixade2,5a2,8%,
em base tmida®. No entanto Manzi et al.*”, encontraram teores
deproteinamaishbaixos(1,3a1,6%).

Em se tratando de uma das espécies de cogumelo mais
consumida, principalmente na forma de conserva, alguns
trabalhos na literatura avaliaram o teor protéico dos
champignons enlatados (conserva). Matin-Belloso e Llanos-
Barbiobero™ encontraram teores de proteinade 2% (base imida).
Vetter'® encontrou val ores de 35,1% e 40,6% paracogumel osem
conserva fatiados e inteiros, respectivamente (base seca).

Manzi et al.*”, analisando duas amostras de A. bisporus
encontraram valores de proteinamaiores paraas amostras apos
0 cozimento e congel amento.

Em 1998, Longvah e Deosthale®, utilizando fator de
corregdo de 6,25, encontraram 22,8% de proteina em amostras
de shiitake desidratados adquiridos no mercado local deManipur,
naindia Yang et a.2° analisaram duas amostras da espécie L.
edodes eencontraram 19,7 e 20,5% de proteina.

Lipideos

Os cogumelos apresentam uma baixa quantidade de
lipideos, variando entre 1,1 e 8,3% em base seca, segundo dados
compilados por Chang e Miles?.

No Brasil, Sturion e Ogtterer® avaliaram o teor delipideos
em Pleurotus cultivado em quatro diferentes substratos e
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obtiveram valoresquevariaram entre 1,54 e 1,86%.

Longvah e Deosthale'® analisaram cogumelos
comestiveis provenientes do nordeste da india. Encontraram
2,1% de gorduraem base secanaespéciel. edodes enaandlise
dos &cidos graxos, concluiram que 77,7% dos lipideos eram
constituidos por &cidos graxosinsaturados, com predominancia
parao linoléco. Esses valores confirmam os dados de Hadar e
Cohen-Arazi® e de Senatore et al .#

Cogumel os comercializados em Taiwan e analisados por
Yang et a.?° apresentaram teores de lipideos que variaram de
2,16% (P. ostreatus) a6,3% (L. edodes), valores em base seca.
Um trabalho conduzido no Japao® apresentou resultados que
variaram de 4,3 a4,7% de lipideos (base seca) em P. ostreatus
queforam cultivadosem residuos de cervejaria. Naltdia, Manzi
et a.'” encontraram 0,33 e 0,36% de lipideos, em base imida,
paraA. bisporus eP. ostreatus, respectivamente. Em umtraba ho
recenterealizado na Coldmbia, Rios-Hurtado et al. analisaram
Pleurotus que foram cultivados em diferentes substratos e os
vaoresparalipideosforam de 0,78 a2,72%, essesvalores estdo
expressos em 100g de parte comestivel.

Carboidratosefibraalimentar

Os carboidratos séo os constituintes principais do
cogumelo, com excegdo da agua. Na revisao apresentada por
Breene'* os carboidratos constituem de 3 a 28% e as fibras
representam 3 a 32%, em base seca. O autor cita que o A.
bisporus, um cogumel o muito estudado, contém pentoses (xilose
eribose), hexoses (glucose, gal actose, manose), sacarose, metil
pentoses (ramose, fucose) e outros agucares (manitol, inositol,
&cidos galacturénico e glicurdnico e glicosaming). O polimero
daN acetilglicosamina, chamado de quitina, € um polissacarideo
estrutural importante encontrado na parede celular do
cogumelo®,

A maioria dos trabalhos analiticos encontrados na
literatura calcula o teor de carboidratos em cogumelos por
diferenca”2>%3., Osva oresvariam paracadaespécie, Pleurotus
Spp apresentam teores entre 6,69 e 7,59%, em base imida; L.
edodes entre 5,37 € 5,85% e A. bisporus 0,80 e 5,24%. Esses
valoresexcluem asfibras.

Fibra alimentar sdo os polissacarideos e a lignina de
vegetais que ndo sdo digeridos pelas enzimas digestivas do
homem e sdo classificadas, quanto a sua solubilidade em agua,
como fibras solGiveis einsol ivei s sendo compostas por celulose,
hemiceluloses, gomas, pectinas e mucilagens. Devido aos efeitos
fisiolégicos das fibras alimentares alguns autores se dedicaram
aquantificar afibraalimentar em cogumel os.

Manzi et al.*” encontraram 4,10% de fibraaimentar em
P. ostreatus e 1,98% em A. bisporus, em base Umida. JaBautista-
Justo et al.* encontraram em trés diferentes cepas de P. ostreatus
vaoresentre de 32,14 a36,81%, em base seca. Cheung?® analisou
0 chapéu e a haste de trés espécies de cogumelos (L. edodes, L.
shimeji ePleurotus);. parao L. edodes o valor defibraaimentar
foi de44,9% e52,7%; parao L. shimeji foi de44% e 39,2% epara
o Pleurotus spp., 42,6% e 42,2% para o chapéu e haste,
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respectivamente. Em 1997, novamente Cheung® analisou
A. bisporus e obteve 18,2% defibraalimentar. Todos osvalores
apresentados por esse autor foram em base seca.

Vitaminas

Segundo Breene'* os cogumelos podem ser uma boa
fonte de vitaminaB,, B,, niacina, biotinae vitamina C. Poucos
trabal hos analisaram essas vitaminas em cogumel 0s e somente
nos ultimos anos é que dados analiticos estéo disponiveis na
literaturainternacional.

Llanoset a.* analisaram vitaminas B, B,, B,e CemA.
bisporus de trés principais zonas produtoras na Espanha. As
analises foram conduzidas em trés periodos do ano e a média
dosresultadosfoi 0,10; 0,29; 0,09 e 11,50 mg/100g de vitaminas
B, B,, B, e C, respectivamente. A metodologia utilizada foi
cromatografialiquidadeataeficiéncia(CLAE).

TréscepasdeP. ostreatus provenientesdo Méxicoforam
analisadas para vitaminas B,, B,, C e niacina. Os valores
encontradosforam 1,92 a1,96 mg/100g paratiaming, 3,31a3,70
mg/100g parariboflavina, 35,98 a 36,56 mg/100g paraniacinae
28 a 35 mg/100g para &cido ascorbico, sendo todos os dados
expressos em base seca®.

Esteve et al.* utilizaram a CLAE para analisar as
vitaminas B, e B, em A. bisporus cultivados na Espanha, e os
valores encontrados foram 1,0 e 6,4 ug/g respectivamente.
Novamente na Espanha, Martin-Belloso e Llanos-Barriobero®
também analisaram A. bisporus paravitaminasB,, B,eB_ eos
resultados apresentados foram 0,41; 1,62 e 0,42mg/kg,
respectivamente.

NaFinlandia, Mattilaet al.* caracterizaram A. bisporus
(branco e marrom), L. edodes e P. ostreatus paravitaminasB,,
B,, B,,, C, D, niacina e folatos totais e verificaram que os
cogumel os sdo boas fontes de vitaminas, principa mente de B.,,
niacina e folatos. A espécie L. edodes foi a que apresentou
teoresmaiselevadosdasvitaminas C (2,1mg/100g), B, (0,07ug/
100g) e D (0,1 ug/100g). A espécie P. ostreatus apresentou
maioresteores das vitaminas B, (0,07mg/100g) efolatos (51ug/
100g) e aespécie A. bisporus (marrom) apresentou maior teor
deniacina (4,1 mg/100g) e amesma espécie branca apresentou
maior teor devitaminaB, (0,39 mg/100g).

Rios-Hurtado et al.% analisaram P. ostreatus cultivados
em diferentes substratos. Osval ores paranicotinamidavariaram
de8,89a26,58, paratiamina0,61a9,91, parapiridoxina0,83 a
68,27, para vitamina C de 1,19 a 194,14 e riboflavina ndo foi
detectada. Esses valores est&o expressos em mg/100g de parte
comestivel e ndo foi especificado se os resultados sdo em base
seca ou Umida.

FATORES QUE INFLUENCIAM A COMPOSICAO

Os dados coletados nessa revisdo mostram que existe
uma grande diferenca nas porcentagens de macro e micro
nutrientes encontrados nos cogumelos. Esses valores, muitas
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vezes discrepantes, podem ter origem em diversos pontos,
desde a escolha da espécie, cepas e variedades até o tipo de
substrato utilizado, o grau de maturacéo e o tipo de
armazenamento e 0 processo de conservagao-212535:3637.38,

No Brasil, Sturion e Oetterer?* determinaram acomposicao
quimicados corpos defrutificagdo detrés espécies de Pleurotus
cultivados em quatro diferentes substratos. Foi avaliado o teor
de umidade, nitrogénio, extrato etéreo, fibra bruta, celulose,
hemicelulose, lignina, cinza, micro e macro nutrientes. Os
resultados obtidos pelos autores demonstraram que a
composi¢ao quimica dos cogumelos variou, além da espécie,
com o substrato utilizado sendo os componentes mais af etados
aproteina, afracdo fibrosae osminerais.

Em 1996, em um trabalho conduzido por Ragunathan et
al.®foram verificadosaeficiénciabiol 6gicae alguns nutrientes
nos corpos de frutificagdo de trés espécies de Pleurotus (P.
sajor-caju, P. platypus e P. citrinopileatus) cultivadosem cinco
tipos de substratos diferentes (palha de arroz, de milho, bagaco
de cana, fibra de coco, e uma mistura desses residuos). As
diferentes espécies cultivadas em substratos distintos
apresentaram valoresde 84,7 a91,9% de umidade, 40,6 a46,6%
de carboidratos, 26,9 a42,5% de proteina. A eficiénciabiol dgica
(produtividade) variou entre 25,1 a 46,6% e os cogumelos
apresentaram 0,8 22,5 mg/g decélcio, 5,1 a15,2 mg/g deferro,
0,49 a18,8 mg/g de potéssio, 9,2 a14,1 mg/gdemagnésio, 0,5a
1,32 mg/g de sodio e 113 a 218 mg/g de fosforo. Os autores
concluiram que a palha de arroz favorece o crescimento da
espécieP. sajor-caju, fibrade coco favoreceP. platypus e bagaco
de canade acicar, P. citrinopileatus, mas néo fazem correlagéo
entre as espécies e os substratos utilizados para os teores de
nutrientes encontrados.

Yildiz et al.* estudaram a espécie P. ostreatus cultivada
em diferentes substratos. Foram utilizados como fonte
lignocel ul ésica as palhas de sorgo, de amendoim, de sojae de
trigo. A relacdo carbono/nitrogénio dos substratos variou entre
25,13 a81,08. Osautores analisaram os el ementos organicos (C,
H eN), proteinas, minerais (K, Ca, Cu, ZnMn eFe) etambéma
producéo que foi calculada a partir do peso do substrato. Os
autores encontraram diferencas significativas entre os tipos de
substratos utilizados. Palhas de soja e amendoim tiveram uma
producdo superior quando comparadas com trigo e a palha de
sorgo foi o substrato menos produtivo. Quanto ao teor de
proteina, as palhas de sorgo, amendoim e soja produziram
cogumelos com quantidades superiores aos produzidos com
palhade trigo. Também houve diferencas nas concentragdes de
minerais, dependendo de cada substrato utilizado.

Manzi et al.! estudaram diferentes espécies e cepas,
cultivadas no mesmo substrato, em relacéo anutrientes. Paraa
espécie P. ostreatus, as diferentes cepas analisadas apresentaram
teores de proteina que variaram entre 19,93 e 34,73%. Essa
variagdo pode ser atribuida desde fatores comumente citados
na literatura até as mudangas genéticas que a espécie vem
sofrendo.

Também analisando trés cepas diferentesdeP. ostreatus,

Bautista-Justo et al.**, no México, obtiveram valores
significativamente diferentes paraproteina (24,6 a28,5%), fibra
alimentar (32,1 a36,8%) e carboidratos (26,3 a30,5%) nastrés
cepasanalisadas. Paralipideos (1,1 a1,8%), umacepamostrou-
seinferior asoutras e, paraumidade, nenhuma cepa se mostrou
diferente. Os contelidos de vitaminas nessas cepas analisadas
ndo se mostraram diferentes. Os valores médios apresentados
pel os autores foram de 36,2mg/100g para niacina, 3,5mg/100g
parariboflavina, 1,9mg/100g paratiaminae31mg/100g paraécido
ascorbico. Paraos mineraiscalcio (0,8 a1,8%) efdsforo (0,5 a
0,9%) os valores foram significativamente diferentes para as
trés cepas. Os valores foram apresentados em base seca.

Trés substratos a base de bagaco de graos malteados
(residuo de cervejaria), suplementados com diferentesniveisde
farelo de trigo, arroz, aveia, milho e residuo de soja (okara),
foram utilizados por Wang et a > parao cultivo de P. ostreatus.
Os autores avaliaram a€ficiéncia biol 6gica (razéo entre o peso
da producéo e o peso inicial do substrato), a composic¢éo
centesimal, aminoacidos eteoresdevitaminas (B, B,, niacinae
&cido ascorbico) e minerais. Concluiram queresiduo decervejaria
€ um bom substrato para o cultivo de P. ostreatus e que houve
variacdo na composi¢édo dos cogumelos, dependendo da
quantidade e do tipo de farel o adicionado.

Ragunathan e Swaminathab® cultivaram espécies de
Pleutotus em diferentes substratos (residuos agricolas). Nesse
trabalho, verificaram que n&o houve interferéncia do tipo de
residuo utilizado na composi¢éo dos cogumelos.

Em 2003, Rios Hurtado et al.% produziram P. sajor-caju
em quatro substratos lignocel ul 6si cos (serragem, palhade milho,
folha de bananeira e palha de arroz) e avaliaram a variacéo da
composi¢do dos corpos de frutificacdo. As maiores diferencas
foram paraproteina (14,69 a38,13%), carboidratos (9,38 a44%),
vitaminaB, (0,83 268,27 mg/100g) evitaminaC (1,19a194,14
mg/100g). Os cogumelos cultivados em palha de arroz
apresentaram o menor teor protéico (14,69%) e osmenoresteores
de vitaminas. Ja o cogumelo cultivado em folha de bananeira
apresentou apenas 9,38% de carboidratos, mas apresentou o
maior teor de vitaminas C e B,, 194,32 e 68,27 mg/100g,
respectivamente.

Recentemente, Banik e Nandi*® avaliaram o efeito da
suplementacdo da palha de arroz com o lodo residual da
produg&o de biogas e verificaram um aumento daprodutividade,
de 63,1 a108,9% e também nos niveisde proteina, que chegaram
aum acréscimo de até 57% dependendo do tipo delodo utilizado.

CONCLUSOES

Embora haja uma grande diferenca na composicéo,
dependendo das espécies e dos meios de cultivo utilizados para
a producédo de cogumelos comestiveis, estes podem ser
considerados excelentes alimentos devido as caracteristicas
nutricionais, pois apresentam alto teor de proteinas e
carboidratos e baixosteores de gordura, resultando em um baixo

153



Furlani, RPZ; Godoy, HT. Valor nutricional de cogumelos comestiveis: umarevisdo. Rev Inst Adolfo L utz, 64(2):149-154,2005.

valor calorico. Os cogumelos tém consideravel quantidade de
fibraalimentar e podem ser consideradas fontes de aminoécidos
essenciais. Embora ndo possam ser consideradas fontes de
vitaminas podem contribuir com o aporte das mesmas na dieta.
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RESUMO

PFGE (“pulsed field gel eletrophoresis’) é a sigla usada para indicar qualquer técnica de eletroforese
apropriadapara separar grandes fragmentos de DNA, por meio dareorientacdo do DNA em gel pelaacéo
de camposel étricosaternados. Estatécnicaéreconhecidacomo padréo ouro paraidentificagdo delinhagens
bacterianas, fungicas e de protozodrios. O principal objetivo deste estudo derevisio é o daelucidagdo dos
fundamentos datécnicade PFGE ou el etrof orese de campo pul sante aplicada em estudo com bactéria. Sua
resolugéo depende de umasérie defatores como: voltagem, concentragéo de agarose, temperatura, solucéo
tamponante, tempo de pulso e de corrida eletroforética. A compreensdo dos mecanismos moleculares
envolvidos nesse tipo de eletroforese é fundamental para a otimizacéo e obtencéo dos resultados
apropriados.

Palavr as-Chaves. epidemiol ogiamol ecular, métodos mol ecul ares, genotipagem bacteriana, PFGE.

ABSTRACT

PFGE (“pulsed field gel electrophoresis’) is an electrophoresis technique suitable for separating large
fragments of DNA by means of DNA reorientation in agarose gel from the effects of alternated electric
fields. Thistechnique is considered as gold standard for performing bacteria, yeast and protozoa strains
identification. The main objective of the present review isto update the PFGE technical basisfor being
suitable for bacteria studies. Its resolution depends on a series of factors such as agarose concentration,
temperature, buffer solution, pulse time, and running time. Understanding the involved molecular
mechanismsin thistype of el ectrophoresistechniqueisfundamental for maximizing and attaining accurate
analysis results.

K ey Wor ds. molecular epidemiology, molecular methods, bacterial genotyping, PFGE.
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INTRODUCAO

A eletroforese em gel de agarose é a técnica mais
difundidapara separacdo de moléculas de DNA com relagdo ao
tamanho. A matriz formada pela agarose atua como filtro
molecular, cuja porosidade € inversamente proporciona a
concentracdo do gel de agarose. Durante a eletroforese, as
moléculasde DNA se posicionam em paralel o ao campo €l étrico;
adificuldade de transpor amatriz de agarose em diregéo ao polo
positivo é inversamente proporcional ao tamanho de cada
molécula. As menores migram mai s rapi damente possibilitando
a separacdo por tamanho ou peso molecular. Assim, quanto
maior amolécula, maior o tempo de migracao, possibilitando a
separacdo dos fragmentos, qualquer que sgja o tamanho. Na
prética, um gel de agarose a0,8% € apropriado para separacéo
defragmentosde 0,5 até 20-30 kb, aproximadamente. Géiscom
maiores concentragoes (2,5 até 3%) separam fragmentos menores
(80 até 500 pb); uma alternativa, nestes casos, € o gel de
poliacrilamida. Géis de agarose a0,5% separam fragmentoscom
até 50 kb, porém, sdo bastante frageis e o tempo de corrida é
excessivamente demorado*. Mol éculas de DNA maiores que 50
kb sdo de dificil separagdo, mesmo com a diminuigdo da
concentracdo de agarose, pois sua mobilidade el etroforética se
torna independente do tamanho do fragmento?.

A solucéo do problemafoi dada por Schwartz e Cantor®
com o desenvolvimento da técnica de eletroforese de campo
pulsante (também traduzida por eletroforese de campos
pulsados) que, originalmente, foi usada para separacdo de
cromossomos da levedura Saccharomyces cerevisae. Esses
pesquisadores, com base nas experimentagdes realizadas no
inicio dos anos 70, relataram que as moléculas de DNA que
foram estiradas pela agdo de um campo €l étrico demandavam
um maior ou menor tempo para o relaxamento, e que era
proporcional ao tamanho damolécula, depois de cessadaaagao
do campo de forga'.

Segundo BirreneLai® “pulsed field”” se aplicaaqua quer
modalidade de €l etrof orese que utilize mai sque um campo el étrico
direcionado deformaalternada. Quando ocorretrocanadirecdo
do campo elétrico, as moléculas de DNA sdo compelidas a
reorientacdo, parase posicionarem de formaparalelaao campo
deforga, antes de migrarem paraadirecdo do polo positivo. Os
fragmentos menores se reorientam com maior facilidade que os
maiores, que demoram mais parase adaptarem anovadiregéo. O
tempo entre as mudangas de orientagéo pelo campo elétrico é
chamado tempo de pulso (switch time). A partir de 1984 varios
protocolos empiricos surgiram com o intuito de otimizar a
separacéo de grandes moléculas de DNA, ou segja, de alto peso
molecular. Os diferentes métodos resultantes podem ser
agrupados em: aqueles que alternam campos el étricos
transversais (CHEF, ROFE, PACE, PHOGE, OFAGE, TAFE), entre
osquaiso CHEF éomaisdifundido, e osque utilizam alternancia
de campos elétricos invertidos (FIGE, ZIFE). Estas siglas e
nomenclaturas complexas (ver final) mais refletem interesses
econdmicos do queinformagtes deinteresse cientifico. De modo
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geral, qualquer uma destas técnicas possibilita a separacdo de
grandesfragmentosde DNA (~600 kb) ou aindade cromossomos
inteiros.

Ateoriapor detrdsdométodo

As teorias da separacdo de DNA por eletroforese sdo
bastante elaboradas. N&o existe um model o exclusivo aplicavel
atodas as experimentagdes’. As limitagdes topograficas do gel
produzem importante efeito sobreamoléculade DNA. A teoria
introduzidapor Gennes’ pressupde que o pol imero se movimenta
como se estivesse dentro de um tubo. Outros autores®®
desenvolveram ateoriaque setornou conhecidacomo o modelo
dereptagéo. Estemodel o explicarazoavel mente amobilidade do
DNA em camposelétricosfixas, porém, ndo prevéqueamolécula
de DNA assuma a configurag@o dobrada no gel (em grampo)
como freqlientemente ocorre na pratica.

Com o intuito de obter dados arespeito da migracéo de
moléculas de DNA através de gel de agarose, tanto em
eletroforese convencional quanto em eletroforese de campo
pulsante, utilizou-se a técnica de microscopia de fluorescéncia
ecorantes queintercalam aduplahélicedo DNA, como brometo
de etideo, alaranjado de acridina ou YOY O-111, Estes
experimentos mostraram que, em el etroforese convencional, as
moléculas de DNA migram com movimentos ciclicos que
envolvem compactacao e alongamento do polimero, sempreem
paralelo ao campo elétrico aplicado, a semelhanca dos
movimentos da lagarta. As formas alongadas se devem ao fato
damolécula ficar comprimida na porosidade do gel, enquanto
gue uma das extremidades (a “ cabeca’) € atraida para o pélo
positivo. Quando a molécula comprimida consegue se
desprender, um novo ciclo é iniciado. A extremidade que ir&
guiar o movimento, ou sgja, qual delasseraa” cabeca’ no proximo
ciclo de migracao, € aeatoria e depende de qual extremidade
encontrard primeiro a passagem através da matriz de agarose'®
O processo é claramente dependente do tamanho da molécula,
razéo pela qual os polimeros maiores que 20-30 kb ndo sdo
passiveis de separacéo por eletroforese convencional.

Nael etrof orese de campo pulsante, ao sedterar adirecéo
do campo el étrico com angulo de 120°, aextremidade quelidera
0 movimento também é alterada. A cadamudanganadirecéo do
campo deforga, osmovimentosiniciais das molécul as ocorrem
apartir da extremidade que era“ cauda’, cujo posicionamento,
obviamente, depende do tamanho damolécula. Quanto maior a
molécula, mais distante estaraa“ cauda’, em comparacdo com
uma mol écula de menor tamanho, razéo pelaqual avelocidade
de migracéo depende do tamanho do fragmento de DNA™,

Fatoresqueafetam o PFGE

A resolucéo de PFGE depende de vériosfatores (Tabela
1) como: composicéo e concentracdo de agarose, solucéo
tamponante, tensdo da corrente €elétrica (voltagem), tempo de
pulso e tempo de corrida el etroforética. Outros fatores como o
grau de uniformidade, aforga relativa dos campos el étricos, o
angulo entre os campos elétricos que se aternam (de acordo
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com o aparelho empregado), atemperaturade corrida(Figural)
eainda, aintegridade do DNA também podem afetar o limitede
resolucdo da técnica?'2.,

Nos estudos iniciais, Schwartz e Cantor® utilizaram
gradientes de campo de forca (ndo homogéneo), o que resultava
em trajetdrias curvas das moléculas de DNA. Em 1986, com o
desenvolvimento, datécnica de campo el étrico homogéneo com
eletrodos hexagonais, se tornou possivel a separacéo de bandas
dasdiferentesamostrasde DNA o quefacilitou suacomparagdo®.

Tabela 1. Parametros gerais de corrida eletroforética para
separacdo de diferentes tamanhos de DNA

DNA (kb) 10a50 <100 100a 2000a
2000 6000
% agarose 12 12 12 06
TBE (X) 015 0,15a05 05 05
Voltagem 450 300 165a200 40a100
Tempode 0,3als 1al0s 10al20s 3a
pulso 75min.
Tempode ladh la6h 17a24h 1la3dias
corrida

(adaptagdo do manual do “Gene Navigator” — Amershan Biosciences)
Kb: Kilobase; TBE: Tampao Tris — Acido Bérico — EDTA; s. segundos; h:
horas.

Pulsos €elétricos de diferentes duracdes favorecem a
reorientag@o de moléculas de DNA de diferentes tamanhos. A
duracédo do tempo de pulso € o fator mais importante para
determinacdo da faixa de tamanho de fragmentos a serem
separados'*. A duracdo do pulso devera possibilitar a
reorientagcdo e amigracao do polimero para umanova diregao.
Pulsos mais longos possibilitam a reorientacéo de moléculas
grandes; pulsos curtos reorientam tdo somente as peguenas
moléculasde DNA?Z Além disso, aordem pelaqual osdiferentes
pulsos sdo aplicados, também alteraaresolucao dos fragmentos
identificadosno gel (Figura?2).

A forcado campo el étrico aplicado deve ser inversamente
proporcional ao tamanho das moléculas de DNA que se desgja
separar, ou sgja, quanto maior o fragmento, menor deveraser a
tensdo. Voltagem ou correntes altas podem diminuir aresolugéo.
AlteracBes natensdo deverdo ser compensadas com alteractes
no tempo de pulso para que os resultados sejam satisfatorios.
Para separar moléculas de DNA bacteriano de até 1,5 Mb
geralmente utiliza-se 6 V/cm (medida entre dois eletrodos
opostos). Para separar cromossomos de Neurospora crassa,
por exemplo, é utilizadaum campo de 1,5 V/cm*.

O angulo maisfreqlientemente utilizado em PFGE é o de
120°, que é o angulo do aparelho CHEF-DRII (Bio-Rad) e do
GeneNavigator (Amersham Biosciences), amplamente utilizados

180V 13°C 180V 10°C

Figura 1. DNA cromossdmico de amostras de Staphylococcus aureus,
ap6s macrorestricdo com Sma |. PFGE realizada em aparelho Gene
Navigator (Amersham Biosciences). A voltagem utilizadaem ambos os
géisfoi de 180V, mas em duas condic¢des de temperaturas diferentes,
emA 13°C eem B 10°C. As condi¢des de pul so foram idénticas sendo
25 segundos por 2 horas, 8 segundos por 4 horas e 0,5 segundo por 1
hora. As amostras sdo correspondentes em ambos 0s géis.

Figura 2. DNA cromossomico de amostras de Staphylococcus aureus,
apos macrorestricdo com enzimaSma | em duas condi¢des diferentes
de pulsos especificadas em, A e B. A voltagem utilizadafoi de 180V e
atemperatura 13°C em ambos os géis. As amostras sdo corresponden-
tesem ambos os géis.
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pelos laboratérios de pesquisa. Nesses aparelhos as distancias
entre os el etrodos séo distintas, e atensdo € adaptada de acordo
com o equipamento empregado. Angulos maiores reduzem a
velocidade de migragdo, enquanto que angulos menores
possibilitam um substancial aumento navel ocidade de migragéo
defragmentos maiores'“. A formade migragéo de fragmentosde
DNA é dependente dos angulos formados entre os campos
elétricos que se alternam, como ficou evidenciado por
experimentos de microscopia'.

A condutividade da solugdo tamponante depende de
sua concentracdo e volume. Assim, quanto maior a quantidade
de solucdo tamponante usada, maior sera a corrente elétrica,
aterando aresolugdo dacorridaeletroforética. Seaconcentragdo
da solucéo tamponante for aumentada, a resolucéo da corrida
também sera alterada, dificultando a separagéo dos fragmentos
maiores, aumentando a corrente elétrica e a geracéo de calor.
Neste caso, atemperaturaderefrigeracéo deveraser diminuida,
para que este par@metro ndo altere a eletroforese. Uma solucéo
tamponante inadequada podera resultar em baixa resolugéo na
separacdo de fragmentos (Figura 3). Rotineiramente é usada
solugdo tamponante TBE (Tris, Acido Bérico, EDTA) com
concentragdo de 0,5X. Entretanto, o Trisfoi rel atado como agente
de degradac&o do DNA, e alguns autores obtiveram melhores
resultados com o uso de outra solucdo tamponante, como o
HEPES (N-[2-Hydroxyethyl] piperazine— N’ -[2-ethanesulfonic
acid])151617,

Melhor resolucéo na separacdo dos fragmentos
eletroforéticos é obtida com o aumento da concentragéo de
agarose, como naeletroforese horizontal, 0 quetambéminterfere
no tempo necessario para separacdo dos fragmentos. Com o
uso degel maisconcentrado € necessario maior tempo decorrida,

67 8 9 10111213 14 151617

6 7 8 9 1011121314 1516 17

A B

Figura 3. DNA cromossomico de amostras de S. aureus apos
macrorestricdo com Sma |. Foram utilizadas as mesmas amostras
bacterianas (S. aureus 6 — 17), a mesma temperatura de 13°C e a
mesmavoltagem de 180V nacorridael etroforética. A solugdo tamponante
utilizada foi TBE 0,5 X nos dois géis, mas a utilizada na corrida
eletroforética “B” apresentava-se precipitada. As mesmas amostras
s80 correspondentes em ambos 0s géis.
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porém com concentragdo mais baixaaseparacao dosfragmentos
pode ndo ocorrer satisfatoriamente. Na prética, a concentragéo
maximade agarose usadavariade 1,2 a2%.

Alteracbes na temperatura de corrida interferem na
resolucéo, pois quanto maior atemperatura, maisrapidaseraa
migracdo das moléculas'*. Temperaturas de 8 até 15°C sdo as
maisutilizadas.

A qualidade do DNA preparado para a corrida
eletroforéticaéde fundamental importancia. Como o abjetivo é
a separacdo de fragmentos de alto peso molecular, é
imprescindivel assegurar sua integridade. Mol éculas grandes
de DNA em solugdo, normal mente utilizadas nas preparagtes
convencionais sofrem danos proporcionais ao quadrado de
seu peso molecular?. Assim, aextragdo de DNA cromossdmico
a ser usado em PFGE é feitacom aincorporagdo das células
bacterianas a serem lisadas em blocos de agarose, que
proporciona protegdo mecanicaas moléculasde DNA. Durante
0 preparo dos blocos, a proporgado entre as células bacterianas
eaagarose, “low melting” ou ultra pura, deve ser 1:1, pois o
excesso de agarose produz blocos rigidos, que dificultam a
posterior digestdo do DNA, bem como, nas etapas de lavagem,
a remocdo dos interferentes (proteinas, DNAses, etc.).
Contrariamente, seaconcentracdo de agarose for menor, o bloco
teré consisténciamole e pode ser destruido durante o processo
de lavagem. A agarose “low melting” facilita o trabalho de
confeccdo dos blocos, pois possibilita trabalhar com
temperatura em torno de 37°C, entretanto, é possivel
confecciona-los utilizando agarose ultra pura (Gibco), mas a
temperatura na preparacdo dos blocos deve ser mantida em
torno de 45°C. Este procedimento requer grande quantidade de
enzimasliticas e/ou derestricdo e maior tempo de digestéo que
os usados em metodol ogias convencionais, pois € preciso que
asenzimas atravessem as barreirasimpostas pela agarose. S&o
também necessérias|avagens exaustivas parase €liminar tragos
das enzimas liticas que poderdo afetar as etapas subseqiientes.
Outro aspecto importante no preparo das moléculas de DNA
cromossomico de alto peso molecular é aprotecéo do material
contra DNAses que s80 ativadas pela lise celular. Com este
intuito € usada uma solugdo contendo um agente quelante em
alta concentracdo (EDTA 0,5 M), que seqiiestra os ions de
magnésio que atuam como co-fatores das DNAses. Umaoutra
vantagem com aincorporacéo do DNA em gel de agarose € a
estabilidade das amostras durante meses, quando mantidasem
temperatura ambiente e durante um tempo indefinido quando
conservadas em temperatura de 4°C. Este fato possibilita a
reprodutibilidade de experimentos ou troca de amostras entre
grupos de pesquise’.

A variac8o entre os pulsos pode ocorrer de forma
continua, numaabordagemdita“INTERPOLATED” ou deforma
abrupta(“STEPPING”). A variag&o continuaentre os pulsosde
5e10 segundos por 2 horas, por exemplo significaque o tempo
de pulso do campo el étrico em cada direcéo ira aumentar de 5
para 10 segundos, paul atinamente, ao longo de duas horas. No
formato de “STEPPING”, pulsos de 5 segundos em directes
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alternadas ocorrem por duas horas seguidas e, numa segunda
fase, os campos €l étricos passam atrocar de diregéo a cada 10
segundos (Figura 4).

Tempo de pulso

N/S +

L/O
A

Variagdo continua (“Interpolation”) namero de pulsos

Tempo de pulso
N/S +
L/O

B ,7
I

numero de pulsos

Figura4. DNA cromossdmico de amostras de Staphylococcus aureus,
ap0s macrorestricdo com enzima Sma | em duas condigdes diferentes
de pulsos especificadasem, A e B. A voltagem utilizadafoi de 180V e
atemperatura 13°C em ambos os géis. As amostras sao corresponden-
tesem ambos os géis.

AplicacBes

Em seutrabalho de 1984, Schwartz e Cantor® descreveram
um novo método de separacdo de cromossomos da levedura
Saccharomyces cerevisae que facilitavaadesignagdo de genes
especificos a determinados cromossomos por técnicas de
hibridizacgo. A pbsaseparacdo dos cromossomos (cariotipagem)
os mesmosforam transferidos paraumamembranae hibridados
com umasondaradioativaparaindicar alocalizacdo do genede
interesse (“ Southern blot”).

A clonagem de fragmentos de ato peso molecular em
vetores do tipo YAC (“yeast artifical chromosomes’) com
capacidade dereceber insertosde até 2 Mb deformaestavel foi
possibilitada pelatécnicade PFGE*S,

Algumasinformagfes sobre aorganizagdo gendmicade
protozodriosforam adquiridas através datécnicade PFGE. Estes
organismos ndo apresentam condensacdo de cromossomos
durante ametéfase e possuem um grande nimero de repeticdes
in tanden de genes codificadores de proteinas. Informactes
basicas como a ploidia, nimero e tamanho dos cromossomos

(cariotipagem) eram desconhecidas, paraamaioriadas espécies.
A técnica de PFGE permitiu a construgdo de bibliotecas
gendmicas destas regifes que, de outra forma, ndo poderiam
ser analisadas®.

A caracterizacao de linhagens patogénicas é
fundamental parafins epidemiol 6gicos. Nas Ultimas décadas, a
identificacdo de linhagens bacterianas baseada em
caracteristicas fenotipicas cedeu espaco para as abordagens
genotipicas por técnicas de biologia molecular e, entre elas o
PFGE é uma das mais aceitas e utilizadas??. Para estudos
epidemioldgicos de Staphylococcus aureus, por exemplo,
embora a fagotipagem ainda seja utilizada, a eletroforese de
campo pulsante é considerada o padréo-ouro. Foi utilizando
estatécnicaque Kreiswirth et al. mostraram que amaioriade
S. aureus resistentesameticilina (MRSA) isolados ao redor do
mundo possuiam uma origem comum. Também foi estudada
através de PFGE a epidemiol ogia de enterococos resistentes a
vancomicina (VRE), que difere quanto a origem em hospitais
americanos e europeus??, arota de transmissao de bactérias
Gram-negativas como Burkholderia cepacia e Pseudomonas
aeruginosa entre pacientes de fibrose cistica envolvidas em
infeccBes nosocomiais intra e inter-hospitalar??’. A
cariotipagem de vérias espécies da levedura Candida, por
exemplo, revel ou variabilidadeintra-especificaque tambémfoi
utilizada para estudos de transmissdo entre pacientes
imunodeprimidos®®.

PFGE é utilizada tanto para estudos de surtos
hospital ares de pequenas propor¢oes®=!, quanto nacomparagdo
de populacbes bacterianas, envolvendo microrganismos de
diferentes paises, ampliando o escopo epidemioldgico da
técnica® .

A interpretacdo de PFGE para identificacdo de linhagens
bacterianas

Com ointuito de sediscriminar linhagens bacterianas de
uma mesma espécie, 0 DNA bacteriano total, incorporado em
bloco deagarose, édigerido com enzimasderestrigdo queclivam
0 cromossomo em grandes fragmentos. Em PFGE s&o
necessarias de 30 a40U de enzima paracadabloco de agarose e
otempo deincubaco podevariar de 18 a24 horas. Osfragmentos
gerados sdo, entdo separados por eletroforese de campo
pulsante. A abordagem, apesar de simples, suscitaumasérie de
davidas: Qual enzima utilizar com determinada espécie
bacteriana? O que acontece com o padrdo de bandas se houver
uma mutagdo no sitio de reconhecimento da enzima? Pequenas
diferengas, uma ou duas bandas, entre os perfis obtidos de
duas bactérias testadas sao suficientes paraidentifica-las como
linhagens diferentes? Em 1995, Tenover e colaboradores®
publicaram critériosdeinterpretagéo de resultados de PFGE em
um esforgo para difundir e tornar mais homogéneo o uso desta
técnicaparafins epidemiol 4gicos. Assim, se existe umarelagéo
epidemiol 6gica entre bactérias idénticas, provavel mente trata-
se de um surto. Por outro lado, bactérias de mesma espécie e
mesmo genotipo, isoladas de pacientes que ndo possuem uma
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ligacao epidemiol 6gicadetectavel, podem representar linhagens
endémicas. Assume-se também que, bactérias ndo rel acionadas
epidemiologicamente, devem possuir genoétipos diferentes.
Segundo Tenover et al.??, bactérias envolvidas em um surto
elou epidemia devem apresentar padrdes indistinguiveis,
enguanto que, aquelas ndo envolvidas com a epidemia devem
apresentar padrdes distintos. E importante, portanto, autilizagio
delinhagens-controle, ndo rel acionadas epidemiol ogicamente.
Os autores chamam a atencdo para o fato de que antes de se
realizar a técnica para estudos epidemiol 6gicos, a combinacdo
enzima de restrig&o/espécie bacteriana deve ter sido testada e
validada. Considera-se que um minimo de 10 fragmentos de
DNA, conseguientemente 10 bandas no gel, devem ser obtidos
por bactérias para que a técnica tenha poder discriminatério
relevante. Uma linhagem € considerada semelhante a outra
quando ocorre um (nico evento genético como uma mutagao,
umainsercéo ou delecdo, que altere o padréo de bandas (Figura
5). Uma mutacao tanto pode criar quanto suprimir um sitio de
reconheci mento de enzimade restrigdo. Se um novo sitio écriado,
0 padréo apresentaraumabandaamenos em relagdo alinhagem
epidémica e duas bandas menores surgirdo. Se um sitio
desaparece, o0 padréo alterado terd umabandanovade tamanho
maior que duas que desaparecerdo na linhagem responsavel

Figura 5. Esquema de padrbes de PFGE. Canaletas 1 e 2 sdo DNA
cromossomicos (crDNA) com padrdes indistinguiveis e considera-
das linhagens epidémicas; canaleta 3, uma das bandas recebeu uma
inser¢do e aumentou de tamanho; canaleta 4, uma das bandas sofreu
uma del ecdo e diminuiu de tamanho; canaleta 5, uma mutago criou
um sitio de restricéo, aumentando o nimero de bandas; canaleta 6,
uma mutacdo alterou um sitio de restri¢do e dois fragmentos foram
perdidos, surgindo um de maior tamanho; canaleta 7, ccDNA com
padrao diferente, ndo relacionado ao surto.
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pelo surto. Se ocorrer uma inser¢gdo de um transposon, por
exemplo, e se 0 novo elemento n&o possuir um sitio reconhecivel
pelaenzimausada, o resultado seraum aumento de tamanho de
uma das bandas. Se o fragmento de DNA introduzido possuir
um sitio de restri¢éo, umabanda poderd desaparecer em relacéo
a linhagem epidémica, e duas novas bandas surgirdo. Uma
delecdo, por outrolado, podefazer com que o fragmento diminua
de tamanho. Qualquer um destes eventos altera o padrdo da
linhagem epidémica em duas ou trés bandas. Uma bactéria é
considerada possivelmente relacionada quando as mudancas
de padréo de restricdo forem compativeis com dois eventos
genéticos, resultando em alteraces envolvendo entre 4 e 6
bandas. Quando o padr&o dalinhagem epidémica possuir mais
dametade das bandas diferentes em rel agcéo ao padréo de outras
bactérias, estas devem ser consideradas ndo relacionadas
geneticamente. Tenover® também sugere que o padrdo da
linhagem responsével pelo surto deve ser chamado A; aqueles
semelhantes ou possivelmente relacionados de A1, A2, A3 e
assim por diante. Os ndo relacionados devem ser designados
tipo B, tipo C, etc.

PFGE € uma técnica bastante complexa com um poder
discriminatério muito elevado. E considerado padrio ouro em
epidemiol ogiamolecular, mas éimportanteressal tar que métodos
de tipagem n&o substituem dados epidemiol 6gicos, somente
auxiliam e, seutilizadosisoladamente, podem levar aconclusies
equivocadas.

Abreviagbes

pb pares de bases; kb quilobases (= 1.000 bases); Mb
megabases (= 1.000.000 bases); CHEF *“contour-clamped
homogeneous electric field”; FIGE “field-inversion gel
electrophoresis’; OFAGE “orthogonal-field-alternation gel
electrophoresis”; PACE “programmable autonomously
controlled electrode”; PHOGE *“pulsed homogeneous
orthogonal-fields’; ROFE “rotating-field electrophoresis’; TAFE
“transverse-alternating field electrophoresis’; ZIFE “zero-
integrated field electrophoresis’.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi determinar a medida da estabilidade oxidativa e a alteragdo total do 6leo de
sojarefinado e da gorduravegetal hidrogenada durante a friturade batatas chips, astemperaturas de 170
€180°C. Asfrituras foram feitas em fritadeira doméstica, em que o 6leo foi aquecido por 7,5 horas, com
reposi¢ao de 6leo fresco. Nas amostras obtidas durante o processo de frituraforam analisados: medidada
estabilidade oxidativa (horas) e compostos polares totais (%). Os resultados obtidos das determinacdes
analiticas foram submetidos as andlises de variancia, empregando um esquemafatorial, no delineamento
inteiramente casualizado. Constatou-se uma reducdo do periodo de indugéo, conforme o aumento do
tempo de aquecimento, independentemente dos tipos de 6leo e das temperaturas. Destaca-se, ainda, que
os valores do periodo de indugéo foram maiores nas frituras com gordura vegetal hidrogenada do que os
valores abtidos nasfrituras com 6leo de sojarefinado, o que pode ser atribuido ao baixo grau deinsaturacao
dagorduravegetal hidrogenada. Verificou-se que as amostras apresentaram val ores de compostos polares
totaisabaixo do limite, exigido pelalegislacéo (24-27%), paradescarte para 6leos defriturae que podeter
ocorrido em funcdo dabaixarel agéo superficie/volume e também pela constante reposi ¢ao de 6leo fresco.
Palavras-Chave. estabilidade oxidativa, compostos polares totais, 6leo de soja, gordura vegetal
hidrogenada.

ABSTRACT

The purpose of this study was to determine the oxidative stability and the total changesin both refined
soybean oil and hydrogenated vegetable fat during frying process of chipped potatoes, at temperatures of
170 and 180°C. Thefrying procedureswere carried out in ahousehol d frying-pan, wherethe oil was heated
for upto 7.5 hourswith periodical addition of fresh ail. In oil samples collected during the frying process,
the oxidative stability measurement (hours), and thetotal polar compounds (%) were determined. Results
from these analytical determinations were submitted to variance analysis, using a factorial system, in a
thoroughly randomized design. A shortening of induction period was noticed according to theincreasein
heating period of timewhatever the oil typesand temperatureswere used. It is noteworthy to mention that
the induction period values were higher in frying processes with hydrogenated vegetable fat than those
observed in refined soybean oil, which can be attributed to the lower grade of unsaturation in hydrogenated
vegetable fat. It was observed that the samples presented total polar compounds values below than the
discarding limit for frying oilsaccording to thelegislation (24-27%), which may be dueto thelow surface/
volumeratio, and al so for frequent replacing with fresh oil.

Key Words. oxidative stability, total polar compounds, soybean oil, hydrogenated vegetable fat.
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INTRODUCAO

Durante o processo de fritura, os 6leos e gorduras estéo
expostos a acdo de agentes que contribuem para diminuir sua
qualidade e modificar suaestrutura. O nivel de alteracao depende,
sobretudo, das caracteristicas do alimento, da absorcéo de ar eda
temperatura utilizada e, como consegiiéncia, a degradagdo
logicamente seratanto maior quanto mais prolongado é o periodo
de utilizacao do 6leo e/ou gordurae quanto maior suainsaturagdo®.

O aumento do tempo de aquecimento se traduz,
logicamente em um incremento do nivel de alteragéo?, porém
suaprincipal conseqiiénciaéadiferente composicéo quantitativa
dos compostos de alteracdo. O tempo de permanéncia do
produto na fritadeira para atingir o desenvolvimento da cor e
texturaadequada, coagul agdo de proteinas, desidratacéo parcial,
gelificagdo de amidos, etc., depende da temperatura utilizada,
porque a temperatura e o tempo de aquecimento sdo variavels
dependentes entre si.

A influéncia da temperatura sobre a alteracéo foi
demonstrada por muitos autores®#, os quais constataram que a
partir de aproximadamente 200°C o efeito € muito maisdrastico®.

Ja, ainsaturacdo dagorduratem sido consideradahamuito
tempo, como umadasvariavelsmaisimportantes, devido adistinta
reatividade dos &cidos graxosinsaturados. A maioriados autores
recomendaautilizacdo de gordurasdeinsaturagéo médiaou baixa,
dedevadaqudidadeinicial®. Quando sedispbedevariasgorduras
com baixo grau de insaturagdo ou semelhante, deve-se esperar
alta estabilidade para as mesmas, entretanto, podem-se observar
diferentes resultados dependendo de sua quaidade inicial’.

A complexidade do processo de fritura implica em
inimeras reagdes produzindo numerosos produtos de
decomposicéo. A questéo € como definir o ponto correto para
descartar um 6leo e/ou gordura utilizada nafritura, ou sgja, até
quando pode-se utilizar um 6leo e/ou gordura sem que este
comprometa negativamente o desempenho do produto final e
n&o traga prejuizos a salide. Nao ha um tnico caminho para se
obter essa resposta, pode ser adequado para uma condicéo,
mas totalmente insatisfatério para outras, pois muitas sao as
varidveis, o que vem refletido em um aumento nos estudos
dirigidos para conhecer um pouco mais sobre 0s compostos
alterados formados durante o processo, e destaformadefinir os
0leos e/ou gorduras mais idoneos para a fritura®®.

O objetivo deste trabalho foi determinar a medida da
estabilidade oxidativae aformac&o de compostos polarestotais
do dleo de soja refinado e da gordura vegetal hidrogenada
durantefriturade batataschips, astemperaturasde 170 e 180°C.

MATERIAL E METODOS

Processodefritura

Osensaios de frituradescontinua de batatas, com 6leo de
sojarefinado (OSR) egorduravegetal hidrogenada(GVH), Frygill
PF32 - Cargill Agricola S.A, foram conduzidos em fritadeira

domésticacomercial, com capacidadede 3litros, rel agéo superficie/
volumede0,3 cmt. Astemperaturas utilizadasforam 170 e 180°C.
Quinzelotes, cadaum com gproximadamente 500 gramas de batatas
davariedade”binje’, cortadasem fatiasforam fritospor um periodo
de 8 minutos. Foram empregados interval os de 25 minutos entre
cada operagdo de fritura, sendo que 5 minutos foram utilizados
para o reaquecimento do 6leo antes de reiniciar cada fritura. O
Oleo foi aguecido por um periodo aproximado de 7,5 horas
empregando reposi¢do de 6leo fresco apOs cada operacdo de
frituraparamanter arelacdo superficie/volume constante.

Apos afritura de cadalote de batatas, amostras de 6leo
ou gordura foram retiradas em diferentes interval os de tempo
(0,5; 3,5; 5,5e7,5 horas), earmazenadas atemperaturade -20°C
paraevitar posteriores alteragoes oxidativasincontrolaveis. As
amostras foram descongel adas apenas no momento dasandlises,
asquaisforam realizadas em duplicatas.

Determinagdesanaliticas

* Medidadaestabilidade oxidativa—A medidadaestabilidade
de 6leos é definida como o ponto de maxima mudancga da
oxidagdo, efoi obtidapelo méodo AOCS Cd 12b-92 (1993)%.
A curva de condutividade elétrica x tempo foi
automaticamente registrada com o decorrer dareagéo e do
teste, sendo o periodo de indugdo determinado em horas,
utilizado-se o Rancimat, marca METROHM, modelo 743.
Ajustou-se atemperatura da analise em 100°C efluxo de ar
em20L/h.

« Compostospolarestotais— A determinacéo de compostos
polares totais foi realizada através de cromatografia em
coluna, conforme 0 método cromatogréafico proposto por
Waltking e Wessels'* com uma peguena modificagéo: o uso
de hexano:éter etilico 90:10, ao invés de 87:13, paraproduzir
uma mel hor separacéo da fragéo ndo polar®.

Andliseestatistica

O experimentofoi redlizado em um esquemafatorial 2x2x5
comdoistiposde 6leo (OSR e GVH), duastemperaturas (170 e
180°C) ecincotemposdefritura(0; 0,5; 3,5; 5,5 e7,5 horas), no
delineamento inteiramente casualizado. Os resultados obtidos
das determinac8es analiticas, em duplicata, foram submetidos
a andlise de variancia e as diferencas entre as médias foram
testadasa 1 e 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey, através
do programa ESTAT — SistemaparaAndlises Estatisticas, versao
2.0,1999, Brasil.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta a composicéo em acidos graxos
iniciais do dleo de soja refinado e da gordura vegetal
hidrogenada utilizados nas frituras de batatas chips. A linha
correspondente a “outros’ refere-se aos acidos graxos cuja
concentracdo ndo supera 1% na amostra.
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A composi ¢éio em &cidos graxos do 6leo de sojarefinado
e da gordura vegetal hidrogenada indica diferencas entre eles.
Enquanto o 6leo de soja refinado apresenta elevados valores
de é&cidos poliinsaturados (63,1%), a gordura vegetal
hidrogenada apresenta valores bem inferiores destes acidos,
cerca de 15%. Por outro lado, a gordura vegetal hidrogenada
apresentou valores superiores de acidos graxos saturados
(18,39%) quando comparada com o 6leo de soja refinado
(14,68%) e, também, de &cidos graxos monoinsaturados, ou sgja,
65,71 e 22,18% para a gordura vegetal hidrogenada e 6leo de
sojarefinado, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Composi¢édo em acidos graxosiniciaisdo OSR e da
GVH em frituras de batatas chips.

Composicdoem Acidos OSR GVH
Graxos(% deérea)*

C160 1142 1148
C180 326 6,91
C18:1vans - 26,36
Cl18:1¢% 2218 3935
C18:21rans - 763
C18:2°¢+ 56,24 757
C18:3¢ 6,90 -
Outros - 136

OSR - Oleo de soja refinado; GVH - Gordura vegetal hidrogenada.
* Dados fornecidos pela Cargill Agricola SA.

Tabela2. Resultadosdaandise devarianciaparaas determinagies.
medidadaestabilidade oxidativa(MEO) ecompostospolarestotais

(CPT).

CausasdeVariacao G.L. QuadradosM édios
MEO CPT

Tipos de dleo 1 447086136" 187,0562"
Temperaturas 1 46,3756 0,0062
Temposdefritura 4 R12025%6°  31,4365°
Tiposde 6leo x temperaturas 1 52,2808 0,0063™
Tiposdedleo x temposdefritura 4 20556257 25,6663
Temperaturasx temposdefrituras 4 81251 01100
Tiposdedleox temperaturasx 4 40411 0,0863®
temposdefritura
Residuo 20 04932 0,7828
Desvio-padréo 0,7023 08847
Coeficientedevariacao (%) 17 1044

" Néo significativo (P > 0,05)
. Significativo (P < 0,05)
Significativo (P < 0,01)
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A Tabela2 apresentaaandlise de varianciaparaamedida
daestabilidade oxidativae determinac&o dos compostos polares
totais, utilizando-se os val ores obtidos ao longo do periodo de
aquecimento de 7,5 horas.

Quanto a medida da estabilidade oxidativa, pode-se
observar (Tabela 2) que todos os efeitos principais e as
interagBesforam significativos (P < 0,01). Ent&o, foi necessario
proceder ao desdobramento da interagéo tipos de 6leo x
temperaturas x tempos de fritura. Os resultados das médias do
periodo de inducéo para cada combinagdo encontram-se na
Tabela3.

Em relacdo aostempos defritura, observa-se umareducéo
do periodo de indugdo, conforme o aumento do tempo de
aquecimento nos processos de fritura das batatas,
independentemente dos tipos de 6leo e das temperaturas. Para
0 6leo de soja refinado, os valores de periodo de indugéo
diferiram entre si apenas nos tempos de fritura 0,5 e 3,5 horas.
Ja, agorduravegetal hidrogenada apresentou menores periodos
de inducdo a 180°C a partir do tempo de fritura 0,5 hora em
relacdo al170°C.

Verifica-se quetanto nasfriturasa170°C como nasfrituras
a180°C, osvaloresdo periodo deinducdo diferiramentresi em
todos os tempos de fritura. Observa-se, ainda, que os valores
do periodo de indugdo sdo maiores nas frituras realizadas com
gordura vegetal hidrogenada do que os valores obtidos nas
frituras com 6leo de soja refinado, independentemente das
temperaturas e tempos de fritura, 0 que pode ser atribuido ao
grau de insaturacéo.

Del Ré®, estudando o comportamento de diferentes 6leos
vegetais em frituras descontinuas de produtos pré-fritos
congel ados (batata palito e snacks - produto carneo empanado),
destaca que o periodo de inducdo foi maior nas frituras dos
snacks do que nas batatas, atribuindo o fato a quantidade de
acidos graxos saturados liberados no 6leo durante o processo
de fritura, reforgcando que a estabilidade oxidativa esta
igualmente relacionada com o grau de insaturagdo do 6leo ou
gordura.

Quanto a medida de compostos polares totais do
Oleo/gordura, pode-se observar na Tabela 2 que o teste F
foi ndo significativo (P> 0,05) parao efeito dastemperaturas
sobre 0os compostos polares totais. Entretanto, ocorreu
interacdo significativa (P < 0,01) entre os fatores: tipos de
Oleo e tempos de fritura, procedendo-se, desta forma, o
desdobramento da interac8o, cujos resultados encontram-
se naTabela 4. Observa-se primeiramente que os resultados
das amostras iniciais para o 6leo de soja refinado,
encontram-se dentro dos limites estabel ecidos para 6leos
refinados. Segundo Lumley®*, o contelido de compostos
polares totais em um 6leo novo deve oscilar entre 0,4 a
6,4%.

Destaca-se para 0 6leo de soja refinado, que os valores
de compostos polares totais aumentaram ao longo do tempo de
fritura. E importante salientar que no tempo defritura3,5 horas
0 aumento foi bem mais elevado, devido ao maior intervalo de
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Tabela 3. Médias da medida da estabilidade oxidativa, para cada combinacao de tipos de 6leo x temperaturas x tempos de

fritura
TemposdeFritura OSR GVH
(horas) 170°C 180°C 170°C 180°C
Inicial 12,478 12,473 133,65%« 133,65«
05 5,3788 7,22008 77,64%¢ 74,115
35 4,62048 3,15%# 62,674 54,408
55 3,218 3,078 51,35%« 44,34%«
75 2,6048 3,0348 48,71 45,32%«
A, b... - Em cada coluna, médias dos tempos de fritura seguidas de mesma letra mindscula, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05);
A,B - Em cada linha, médias de temperaturas em cada tipo de 6leo seguidas de mesma letra mailiscula, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P > 0,05);
o, - Em cadalinha, médias de tipos de 6leo em cada temperatura seguidas de mesma letra grega, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(P > 0,05).

Tabela 4. Desdobramento dainteracao tipos de éleo x tempos de fritura para os dados de compostos polares totais.

TiposdeOleo TemposdeFritura(horas)
Inicid 05 35 55 75
OR 6,30 7,65 10,804 12,93 15,504
GVH 5,85% 6,40 6,58% 6,08% 6,65%
a, b... (linha) em cada tipo de d6leo, médias dos tempos de fritura seguidas de mesma letra miniscula, ndo diferem entre s pelo teste de Tukey (P >

0,05);
A, B (coluna) -
0,05).

tempo, ou seja, do tempo de fritura 0,5 hora para 3,5 horas, o
intervalo foi detrés horas de aquecimento; enquanto nasfrituras
seguintes, o intervalo entre frituras foi de apenas duas horas.
Ja, para a gordura vegetal hidrogenada, durante o processo de
fritura, osval ores paraos compostos polarestotais ndo diferiram
entresi.

Verifica-se, portanto, que ao longo do processo de
fritura, o 6leo de soja refinado apresenta maiores alteracdes
em relac8o agorduravegetal hidrogenada, sendo que somente
nos tempos de fritura referentes ao 6leo inicial e 0,5 hora os
6leos ndo diferiram significativamente entre si, e no tempo de
fritura 7,5 horas o 6leo de soja refinado apresentou uma
alteracdo 2,3 vezes maior em relagdo a gordura vegetal
hidrogenada. Este fato pode estar atribuido ao grau de
insaturagéo, que é um fator que acel erareagdes termoxidativas
no 6leo de fritura e, conseqiientemente, aumenta a sua
alteracéo.

Considerando que o limite de descarte para 6leos de
fritura exigido pela legislacéo de alguns paises € de 24 - 27%
para compostos polares totais'®, o 6leo de soja refinado e
gorduravegetal hidrogenada, apresentaram val ores bem abaixo
deste limite, 0 que pode ser devido a baixa relacdo superficie/
volume (0,2 cm™) etambém areposi ¢do constante de 6leo novo
empregado neste processo.

em cada tempo de fritura, médias dos tipos de 6leo seguidas de mesma letra maitiscula, ndo diferem entre s pelo teste de Tukey (P >

Masson et al.*®, estudando sobre o comportamento dos
Oleos poliinsaturados obtidos de estabel ecimentos comerciais,
também obtiveram baixos resultados para os compostos polares
totais. Segundo estes autores, € possivel que a quantidade de
Oleo queincorporanabatata durante afritura seja superior ade
outros produtos fritos e isso origine uma maior velocidade de
reposi¢do de 6leo fresco que, por suavez, contribui paradiminuir
adegradacdo do 6leo. J4, por outro lado, experiénciasdefrituras
realizadas em laboratorios, com e sem adic¢éo de éleo novo, ddo
como resultados uma alteracdo maior quando existe reposi¢éo,
0 que se atribui ao efeito catalitico dos produtos de ateracdo
presentes nos 6leos usados'’.

Warner et al.’®, analisando o efeito da composicdo dos
acidos graxos dos 6leos de algodéo e girassol com alto oléico
em frituras de batatas chips e palito, observaram que a
deterioracdo dos 6l eos usados paraafriturade batatas chips foi
bem menor do que a dos 6leos usados na fritura de batatas tipo
palito o que pode estar relacionado com a grande reposicéo de
Oleo nafriturade batata chips.

A Tabela5 apresenta os coeficientes de correl acéo entre
as determinacBes analiticas, considerando os dados referentes
ao tempo defrituraF .. Destaca-se a correlagdo inversaentre a
medida da estabilidade oxidativa e a andlise de compostos
polares totais, apresentando um alto indice de correlacdo de —
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Tabela 5. Coeficiente de correl agéo entre os testes analiticos.

MEO CPT
MEO 100 -0,98"
CPT -0,98° 1,00

CPT — compostos polares totais; MEO — medida da estabilidade oxidativa;
* — teste significativo (P < 0,05).

0,98. Valores semelhantes foram encontrados por outros
autores® paraesta correlagéo (—0,93), reforcando que amedida
gue seformam compostos de degradacdo diminui aestabilidade
oxidativa dos 6leos.

CONCLUSOES

O dleo de sojarefinado e a gordura vegetal hidrogenada
apresentaram baixos valores de compostos polares totais, ndo
ultrapassando os limites recomendados por alguns paises para
descarte de 6leose/ou gordurasdefrituras. O 6leo de sojarefinado
apresentou maior alteracdo em relacdo a gordura vegetal
hidrogenada apés 3,5 horas de aguecimento. Apesar disso, pode
ser considerado ainda apto para o processo de frituras nas
condicdes estudadas.

Em relacdo as temperaturas, ndo houve diferenca
significativa para o efeito das mesmas sobre 0os compostos
polares totais. Quanto ao tempo de fritura, observou-se que a
alteracdo do 6leo de soja refinado aumentou ao longo do
processo de fritura.
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RESUMO

No presente trabalho séo apresentados os resultados obtidos da comparacdo de metodol ogias adotadas
nas andlises de &cidos graxos saturados em laboratérios brasileiros. Foram comparados dois procedimentos
de preparacao de ésteres metilicos de &cidos graxos apartir doslipidiosextraidos (IUPAC 2301 e Hartman
el ago) edoismétodos de cél culo paraexpressar aconcentracao de acidos graxos saturados em g/100g de
amostra (calculo com padrdo interno ou com normalizacdo de area multiplicada por fator de converséo
tedrico). As andlises foram feitas por cromatografia gasosa. Foram analisadas seis amostras, sendo: ovo,
biscoito recheado, biscoito amanteigado, extrato de soja, mistura para cappuccino e café. Paraavaliar as
diferencas entre os procedimentos foi aplicadaaANOVA, e no caso de valorescom p<0,05foi utilizado o
testede Tukey (nivel de confiancade 95%). Comparando os processos de preparacao de ésteres metilicos
néo foi observada diferenca significativa entre eles paratodas as matrizes (considerando mesmo método
de célculo); com relagéo ao método de cal culo observou-se diferencas estati sticamente significativas para
as amostras de café e cappuccino. Os resultados mostram que é necesséria a utilizacdo de um padréo
interno para determinacdo quantitativa dos acidos graxos nos alimentos e que estudos mais abrangentes
devem feitos paraverificar aaplicacdo dosfatorestedricos nos cal cul os de acidos graxos, principal mente,
em produtos com ingredientes diversos.

Palavr as-Chave. &cidos graxos saturados, rotulagem nutricional, andlise por cromatografiaem fase gasosa,
ésteres metilicos de &cidos graxos.

ABSTRACT

The present paper describes the data observed in comparing procedures for determining saturated fatty
acids for nutritional labeling by GC/FID. Two procedures to prepare the fatty acids methyl esters[acold
base-catalyzed with KOH 0,2 molL* methanolic, and abase and acid - combined procedure (Hartman and
Lago)] were compared. Also, two methods were evaluated for calculating the fatty acid concentration,
expressed in grams per 100 grams of food (by means of internal standard, and by normalization of area
multiplied by theoretical conversion factors). Six sampleswere analyzed: egg, two types of cookies, soya
extract, cappuccino powder, and coffee powder. Variance analysisand Tukey test (p< 0,05%) were applied.
No significant difference was observed between the methylation procedures. On the other hand, significant
differencewas observed in cal culating both method for determining the saturated fatty acidsin cappuccino
and coffee samples. The results point out that it is necessary to useinternal standard to quantify the fatty
acids in foodstuffs, and further studies should be done to evaluate the use of theoretical factors to
calculate fatty acids composition in foodstuffs containing several ingredients.

Key Words. saturated fatty acids, nutritional labeling, GC analysis, fatty acids methyl esters.
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INTRODUCAO

A adocdo de hébitos alimentares saudaveis € um dos
grandes desafios dahumanidade, especia mente no que serefere
a ingestéo de alimentos ricos em gorduras. Nos paises do
ocidente sio consumidos diariamente de 100 a200g de gordura,
0 que corresponde acercade 35 a45% daenergiatotal dadietal.
As gorduras, tanto de origem animal como vegetal, sdo
constituidas por &cidos graxos saturados einsaturados, osquais
desempenham importantes funcdes metaboli cas no organismo,
como transporte de vitaminas, sintese de horménios, entre
outras®. Entretanto, de acordo com diversos estudos realizados
em animais e em seres humanos, aingestdo de alimentos ricos
em acidos graxos saturados aumenta o risco de
desenvolvimento de doencas coronarianas, devido a elevacéo
dosniveisde colesterol plasmético*. Com afinalidade de orientar
o consumidor na escolha de alimentos saudaveis, a Agéncia
Nacional deVigilanciaSanitaria(ANVISA) estabel eceu, através
daResolucdo RDC n°40/01, normasparaainformagdo nutricional
na rotulagem de alimentos e bebidas embalados. Uma das
informagBes obrigatdrias era a declaragdo do teor de &cidos
graxos saturados®. Estalegislacdo esteve em vigor até dezembro
de 2003, quando foi substituida pela Resolugdo RDC n° 360/03,
aqua determinaquetambém sedeclareaconcentracdo de &cidos
graxos trans no rétulo dos produtos alimenticios. As empresas
tém o prazo até 31/07/06 para se adequarem a este novo
regulamento’. CabeaoslaboratdrioscredenciadospelaANVISA,
afuncdo de verificar asinformagdes declaradas através daandise
destes alimentos.

A técnicade cromatografiaem fase gasosa (CG) tem sido
utilizada com eficécianadeterminacéo dacomposicao de acidos
graxos de 6leos e gorduras comestiveis°. Entretanto, naandlise
de outros produtos alimenticios mais complexos, aindanao estédo
padronizados os procedimentos de extragdo da gordura,
preparacdo dos ésteres metilicos e célculo dos acidos graxos
para expressa-los em g/100g do alimento, os quais tém sido
empregados nos laboratorios brasileiros para a determinagéo
da composi¢ao de acidos graxos por CG.

Organizagdes internacionais de exceléncia em quimica
analitica como AOAC?® (Association of Official Analytical
Chemistry), A.O.C.S.” (American Oil Chemists' Society)’, 1.S.0.8
(International Organization for Standardization) preconizam a
determinacdo quantitativa dos acidos graxos por CG
empregando metodologia com adi¢cdo de padréo interno. O
padrédo interno € um composto de natureza quimica semel hante
ao composto que sera determinado e € adicionado a amostra,
sendo que o céalculo da composicao dos analitos de interesse é
feito emrelagdo a area e massa deste componente. Naandlise de
acidos graxos sdo utilizados padrdes de ésteres metilicos de
acidosgraxoscom nimero impar de carbono, umavez que muitos
destes néo sdo encontrados na gordura dos alimentos.

A A.O.A.C. recomendaum método em que agordurae
0s acidos graxos séo extraidos das amostras de alimentos por
hidrdlise (hidrdlise &cidaparaamaioriadas amostras, hidrélise
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basica para produtos lacteos e combinada para amostras de
gueijos). Antes da extracdo dos lipidios é adicionado um
padré&o interno de triacilglicerideo (C,, ,ouC . ). A gorduraé
extraida com éter (petroleo e etilico), entdo transformada em
ésteres metilicos de &cidos graxos, usando trifluoreto de boro
(BF,) em metanol. A gorduratotal € cal culadacomo somados
acidos graxos individuais, expressos como triacilglicerois
equivalentes®.

Na elaboracdo das tabel as de composi¢&o de alimentos
devérios paises sdo empregados fatores de conversao tedricos
para expressar a concentragdo dos acidos graxos em gramas
por cem gramas do alimento. O célculo da concentragdo dos
acidos graxos saturados e insaturados é feito por normalizacéo
deérea. A porcentagem em massaobtida para cadaéster metilico
de &cido graxo, no total dos &cidos graxos, € multiplicadapelo
teor de lipidios da amostra e por fatores de conversdo tedricos
de gordura para acidos graxos. Estes fatores ponderam a
contribuicdo das diferentes fragdes da gordura dos alimentos
(triacilglicerdis, fosfolipidios, entre outros) no fornecimento dos
acidos graxos, variando conforme o tipo de alimento®°1. Os
valores destesfatores foram determinados, com base em dados
daliteratura, para algumas classes de alimentos®*°.

Visando trazer subsidiostécnicos parao aprimoramento
dasandlises de acidos graxos, este trabal ho apresentaresultados
da comparacéo de metodologias que estdo sendo adotadas nas
determinacdes de acidos graxos saturados, utilizando a
cromatografiaem fase gasosa®'21314%5, Foram comparados dois
procedimentos de preparacdo de ésteres metilicos de &cidos
graxosapartir doslipidiosextraidos (IUPAC 2301 eHartman e
L ago) e dois métodos de calcul o paraexpressar a concentracao
de &cidos graxos saturados em g/100g de amostra (calculo com
padrdo interno ou com normalizagdo de &rea multiplicada por
fator de conversdo teorico).

MATERIAL E METODOS

Material

Foram analisadas seis amostras de alimentos de
diferentestipos, colhidas no comércio da cidade de Séo Paulo,
sendo: ovo, biscoito recheado, biscoito amanteigado, extrato
de sojaem po, mistura para cappuccino e café torrado e moido.

Méodos
Extracdodelipidios

Com o objetivo de ndo alterar acomposi¢do original dos
acidos graxos foram utilizados diferentes métodos de extragéo
de lipidios de acordo com o tipo de alimento. Para as amostras
de biscoito recheado, biscoito amanteigado, extrato de soja e
café, os lipidios foram obtidos pelo método de Soxhlet* paraa
determinacdo do teor de gordura e da composicao de acidos
graxos. Nas amostras de ovo foi utilizado o método de Folch'?
para a extracéo de lipidios e para a analise dos &cidos graxos.
Para o cappuccino foi utilizada a hidrélise &cida (AOAC) para
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obtengdo do teor de lipidios, e extracdo afrio com éter etilico
para analise de acidos graxos®4,

Prepar acdo de éster esmetilicosde acidos gr axos

Dois procedimentos de preparagéo de ésteres metilicos
de acidos graxos a partir dos lipidios extraidos foram
comparados, sendo um de acordo com |UPAC 2301* e outro
segundo Hartman e Lago™*>(Figural).

Andlisecromatogr éfica

Os ésteres metilicos foram analisados em cromatografo
a gas, marca Shimadzu, modelo GC-17A, com detector de
ionizacdo de chama. Os componentes foram separados em
coluna capilar de silicafundida DB 23 de 60 m com diémetro
interno de 0,25 mm e espessurado filme de 0,20 um. Ascondi¢cdes
deoperacdo foram: temperatura programadadacoluna: 60 °C (2
min), taxade aguecimento 15 °C/min até 135°C (1 min), taxade
aguecimento 3°C/minaté 215°C (10 min.); temperaturado injetor:
230 °C; temperatura do detector: 240 °C; gas de arraste:
hidrogénio; velocidade linear do gés de arraste de 20 cm/s;
razdo de divisdo da amostra 1:50. Foi empregado um padréo
certificado de umamisturade ésteres metilicos de &cidos graxos,
variando de 4 a24 atomos de carbono, tanto paraidentificacdo
dos &cidos graxos por comparagdo com os tempos de retencao,
guanto paraadeterminac&o dos fatores de resposta do detector
de ionizacdo de chama. Os fatores de correcéo de resposta do
detector deionizag&o de chamaforam calculadosapartir deum
cromatograma daamostra de padrdes certificados nas mesmas

condicOes de analise da amostra e cal culados com relagdo ao
C,,, Paraexpressar aporcentagem de écidos graxos saturados
em g/100g de amostraforam utilizados dois métodos de calculo.
Em um dos métodosfoi adicionado um padré&o interno de éster
metilico tridecandico (C13:0, marcaSigma, 98% de pureza), apos
a extragdo dos lipidios*. A quantificag8o foi feita com base
nas rel agdes de area de cada écido graxo com aareado padréo
interno, utilizando osfatores de corregéo de respostado detector
deionizacdo de chama(DIC) ede conversdo de metil ésteresde
acidos graxos para acidos graxos. Os valores das somas dos
acidos graxos saturados, foi multiplicado pelo teor de lipidios
da amostra para expressar o resultado em gramas de acidos
graxos por cem gramas do alimento®”81617. No outro método, o
calculo da concentragéo dos acidos graxos saturados foi feito
por normalizaco de érea, determinando osfatores de correcéo
de resposta para cada acido graxo no detector de ionizacdo de
chama. A porcentagem em massa obtida para cada éster metilico
deacido graxo foi multiplicadapelo teor delipidiosdaamostra
e por fatores de conversao teoricos (FCT) de gordura para
acidos graxos, variaveis conforme o tipo de alimento®*. Foram
feitas cinco repeticles para cada amostra a partir da etapa da
extracdo doslipidios.

Andliseestatistica

Para avaliar se havia diferenca significativa entre os
procedimentosfoi aplicadaandisedevaridncia(ANOVA), eno
caso devalorescom p<0,05 foi utilizado o teste de Tukey (nivel
de confiangade 95%).

Normal UPAC 2.301 modificada:

100 mg daamostra
!

adicdo de 3mL den-hexano + 0,2 mL
de solugdo metandlicade KOH 2N

|

agitacdo vigorosa por 30 segundos
!

adicéo de soluco saturada de NaCl
!

separacdo das fases

|

utilizacdo dafase organica
naandlise cromatogréfica

M é&odoHartman eL agomodificado
por Maia®:

30a100 mg deamostra
!
adicdo de3mL den-hexano+2,0a5,0 mL
solucdodePl (C13:0) emn-hexanoe
4mL deNaOH 0,5N (agitacdo)

!
banho-mariaa60-70°C (3a5min)

!

resfriamento

l
5mL solugdo esterificante (10 g NH4Cl em

300 mL demetanol e 15mL deH2S04)

(agitacdo, aquecimento eresfriamento)
l

4 mL de solucgdo saturadade NaCl + 3mL den-
hexano (agitacdo por 30segundos)
l
utilizacdo dafase orgénicana
andlise cromatogréfica

Figura 1. Fluxogramados procedimentos de preparacéo de ésteres metilicos de &cidos graxos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO Na Figura 2 estéo descritos os resultados do estudo

estatistico para a comparagéo daguel es procedimentos.
A Tabela 1 apresenta os dados obtidos pelos diferentes Comparando os procedimentos de preparacao de ésteres
procedimentos para a composi¢ao de acidos graxos saturados  metilicos, para todas as matrizes, ndo foi observada diferenca
nas amostras. significativa entre os métodos |UPAC 2301 e Hartman e L ago,

Tabela 1. Composicéo de &cidos graxos saturados em diferentes produtos alimenticios, g/100g.

Produto Método Hartman e Lago Método IUPAC
Padr&o Interno Normalizagéo Padr&o Interno Normalizagcdo
(C13.0) Fator de (C13.0 Fator de
Conversao Tedrico Conversdo Tedrico
média dp média dp média dp média dp
Ovo (FCT =0,830) 295 0,16 2%A 007 284 013 286 014
Biscoito recheado 432 032 4,62 014 444 031 459 01073
doceleite (FCT = 0,956)
Biscoito amanteigado 527 0,27 510 017 524 022 503 004
(FCT =0,956)
Cappuccinno 431 038 516 011 441 0,16 505 004
(FCT =0,945)
Extrato de soja 335 027 346 o004 322 012 339 003
(FCT =0,956)
Café(FCT=0,956) 383 018 497 04 316 026 478 002
FCT = Fator de Conversao Teorico®.
QOvo I Biscoito recheado Biscoito amanteigado
£ | — e P R |
2 2 I ! 2
) @ ° i
20 T 3.8 ; : : : 46 . -
4 1 £ L 4 8 [ 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Métodos Métodos Métodos
Capuccino Extrato de soja Cafe
1
#4 [ ¥ 36 + a7 =
| Do | ooy
EX - ] 30 . ' T \ 25 T 1
Métodos Métodos Métodos
1-Método Hartman e Lago / Padr&o Interno (C13:0). 3-Método IUPAC modificado / Padr&@o Interno (C13:0).
2-Método Hartman e Lago / Direto-Fator Tedrico’. 4-Método 1UPAC modificado / Direto-Fator Tedrico .

Figura2. Interval o de confianca de 95% para média das seguintes amostras: ovo, biscoito recheado, biscoito amanteigado, extrato
de soja, mistura para o preparo de capuccino e café.
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ondefoi considerado o mesmo método de célculo. Com relagéo
a este foram observadas diferengas estatisticamente
significativas paraas amostras de caf é e cappuccino. No método
de calculo que emprega os fatores de conversao tedricos,
utilizou-se para as amostras de café o fator 0,956, cujo valor é
aplicado a alimentos que contém principalmente gordura de
origem vegetal, umavez que ndo esta estabel ecido um fator de
conversdo para este produto (Tabela 1). Naprimeira verso da
TabelaBrasileirade Composi¢cdo de Alimentos, um procedimento
similar ao descrito acima, foi utilizado para o célculo da
composicao de &cidos graxosem amostrade cafél. O cafééum
dos produtos que possui em sua rotulagem a declaracéo de
gordurasaturadaigual azero, poisosteores de gordura saturada
naporcdo final aser consumidaséo insignificantes. Entretanto,
o teor de lipidios (extrato etéreo) das amostras de p6 de café é
consideravel e diversos produtos podem ter o café como
ingrediente, como € o caso do cappuccino. Para as amostras de
cappuccino, no calculo dos acidos graxos saturados foi
empregado o fator calculado para leite (0,945), ja que este
ingrediente € o que contribuiu com a maior quantidade de
gorduranaamostra. A amostrade cappuccino analisadacontinha
como ingredientes majoritarios: aglcar (cercade 50%), leiteem
po integral (30%), leite em p6 desnatado (10%), café sollvel
(8%), cacau (1,5%) e outros diversos componentes minoritarios.
O procedimento que utiliza fatores teoricos, para o célculo
quantitativo de &cidos graxos em alimentos como capuccino ou
café pode induzir a erro. Entretanto, neste trabalho utilizamos
tais fatores, para estes produtos como um alerta, uma vez que
estetem sido o procedimento adotado em diferentes|aboratorios
brasileiros que realizam adeterminacdo dacomposi¢éo de &cidos
graxos em alimentos. O resultado obtido por aquele método,

—+— Ovo

40

—0— BiscRec
—— BiscAman
20 | —o— Capucc
—x— Extr soja
—e— Café

-20

Porcentagem em relagido ao método 2
o

-40

Métodos

3- Método IUPAC modificado/
Padr&o Interno (C13:0)

4- Método IUPAC modigficado/
Direto-Fator teérico

1- Método Hartman e Lago/
Padrdo Interno (C13:0)
2- Método Hartman e ngo/

Direto-Fator Tedrico

Figura 3. Resultados obtidos pelos diferentes procedimentos
em relacdo ao método 2 de acordo com avariagdo de+ 20%,
toleradapelaRDC 360/03 (ANVISA/MS).

apesar de simples, ndo é aplicavel aqualquer tipo de alimento,
especia mente em alimentos de composi¢do complexa, ou sgja,
com diversos ingredientes. Nos alimentos para os quais 0s
fatores de conversao ndo estéo estabelecidos € necessaria a
utilizag&o do célculo com padréo interno.

Apesar de existirem diferencas estatisticamente
significativas para as amostras de cappuccino, isto &, os
métodos ndo sdo equivalentes do ponto de vista analitico, os
resultados obtidos pel os dois métodos estariam dentro dafaixa
detolerénciade + 20%, aceita pela Resolucdo RDC 360/03, se
considerarmos 0 método 2 como referéncia. A Figura3 apresenta
os resultados obtidos pelos diferentes procedimentos em
comparagao ao método 2, referente & metilagéo por Hartman e
Lago com célculo utilizando fatores tedricos, considerando a
tolerancia da legislacdo em vigor. Este procedimento foi o
empregado na primeira versdo da Tabela Brasileira de
Composicdo de Alimentos™ e, portanto, foi considerado como
referéncia

CONCLUSAO

O método da IUPAC para a preparacéo dos ésteres
metilicos de &cidos graxosé maisrapido, barato e empregamenor
volume de solvente, sendo, portanto, uma boa alternativa para
os laborat6rios que realizam analises de &cidos graxos em sua
rotina.

O procedimento que emprega os fatores de conversdo
tedricos no cél culo dos &cidos graxos € 0 maissimples, entretanto
suaaplicacdo paradeterminar os &cidos graxos se restringe aos
alimentos que possuem fatores de conversao teoricos ja
definidos.

O método que utiliza padrfesinternos paraadeterminagéo
de &cidos graxos em alimentos é o preconizado pelas
organizagBesinternacionais de excelénciaem quimicaanalitica
e, portanto, é o que deve ser adotado nos laboratorios.

Ha a necessidade de um estudo mais abrangente, com
amostras de referéncia ou certificada, para avaliar os
procedimentos de extracdo de lipidios, preparacdo de ésteres
metilicos de acidos graxos e métodos de calculo, visando a
determinacédo de acidos graxos nos alimentos.
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RESUMO

As analises fisico-quimicas sdo instrumentos importantes para 0 monitoramento da qualidade da agua
utilizadaparadidlise e essas devem ser reali zadas periodicamente. Com o objetivo de avaliar o desempenho
das membranas de osmose reversa responsaveis pelo tratamento da agua de didise foram realizadas
analises de alguns parametros fisico-quimicos. Durante o verdo e inverno de 2003, foram analisadas 36
amostrasde &gua, 18 coletadas no caval ete de entrada (P1) e 18 apds osmosereversa(P2), provenientesde
duas unidades hospital ares denominadasA e B. As determinagdesrealizadas foram nitrato, sulfato, fluoreto
e condutividade segundo a metodol ogia recomendada pelo Standard Methods for Examination of \Water
and Wastewater, 1995 e Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz, 1985. A pesquisa de endotoxinas
bacterianasfoi realizadanas 18 amostras de P2, seguindo ametodol ogiarecomendadapela“ United States
Pharmacopeid’ (método de formacdo de gel). Osresultadosrevel aram que aconcentragdo dosionsfluoreto,
nitrato, sulfato e condutividade nas duas unidades, apos aosmose reversafoi reduzidasignificativamente
(p<0,001), de acordo com a RDC N°154/2004. No inverno a condutividade apresentou um aumento nos
dois pontos analisados de 2,85% e 24,23%, em A e B, respectivamente. As endotoxinas bacterianasforam
detectadas em duas amostras na unidade A no ver&o. Pelos resultados obtidos, as membranas de osmose
reversaforam eficientes naremocao dos ions analisados. Manter aqualidade dadgua utilizadano servigo
de hemodidlise € uma maneirade prevenir riscos aos pacientes.

Palavr as-Chave. agua, hemodidlise, endotoxina, condutividade, nitrato, flor, sulfato.

ABSTRACT

Physical-chemical analyses of water used in hemodialysis systems are very relevant tools for evaluating
such systems. These analyses must be periodically done. For this study 36 water samples collected from
hospitalsA and B during the summer and winter of 2003 were analyzed. The sampleswere collected from
P1incoming public treated water from city water mains (18 samples), and from P2 after reverse osmosis
treatment (18 samples). Fluoride, sulfate, nitrate and conductivity analyses were performed according to
the methodology recommended by Standard Methods for the Examination Of Water And Wastewater,
1995, and by thelocal standards“NormasAnaliticasdo Instituto Adolfo Lutz”,1985. Bacteriaendotoxins
were determined in 18 samplesfrom P2 according to the “ United States Pharmacopeia’. In both services,
after reverse membrane osmosis processing during winter and summer significantly decreased the amount
of ionsfluoride, sulfate, nitrate, and conductivity inthewater samplefrom P3 (p< 0,001), according to RDC
N°154/2004. During thewinter thewater conductivity increased in both services, 2.85%inA and 24.23%in
B. Bacteria endotoxins were only detected in A service during summer in two samples. These results
showed that physical-chemical s parameters wereimportant to eval uate the efficacy of reverse membranes
osmosis in both services, as it significantly reduced the studied ions concentration. Providing high
quality water to hemodialysis system is an accurate procedure for preventing risks to the patients.

Key Wor ds. water, hemodialysis, endotoxins, conductivity, nitrite, fluoride, sulfate.
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INTRODUCAO

Pacientes submetidos ao tratamento regular de
hemodidlise, estdo expostos semanalmente a uma grande
quantidade de agua de didlise por meio da circulacao
extracorporea, de aproximadamente 150 litros/turno*22. O
tratamento dialitico, que modificou o progndéstico dos pacientes
com insuficiéncia real cronica € também responsavel por
complicagdes cujafreqliéncia e importancia sdo cadavez mais
descritas. Atéadécadade 70, acreditava-se que a dgua potavel
servisse para a hemodidlise*. Com o aumento do nimero de
pacientes em tratamento dialitico e de sua sobrevida,
acumularam-se evidéncias que permitiram correlacionar 0s
contaminantes da agua com os efeitos adversos do
procedimento. Entre eles podemos citar muitosrel atos de morte
e prejuizos a saide de pacientes associados ao tratamento
inadequado da agua para dialise com a presencade substancias
quimicas toxicas**5e.

Em 1980, na cidade de Maryland, ocorreu um acidente
por excesso de fldor na agua, que provocou complicacbes
graves em oito pacientes, e 6bito em um deles. Oito anosdepois,
na Filadélfia foram descritos 44 casos de hemdlise devido a
remogao inadequada de cloro da agua destinada a didlise’.

O*“Food Drug Administration (FDA)” em 1989, revisou
e publicou um manual de tratamento em &guae nesterelacionou
0s sintomas com as possivels causas de contaminagao da agua
(Tabela1)®.

NosEUA em 1995, o Centro de Controle e Prevencéo de
Doengas (CDC), investigando surtos ocorridos no periodo de
1982 a1995 em centros de didlise destacou 36 casos, sendo oito
por complicactes quimicastoxicas'.

No Brasil em 1996, na cidade de Caruaru em Recife,
ocorreu um surto numaclinicaque atendia 131 pacientes. Cem
desses pacientes desenvolveram faléncia aguda do figado,
sendo que 52 foram a 6bito em conseqliéncia da contaminagao
da égua de hemodialise por toxinas de cianobactérias®.

O reconhecimento do risco potencia querepresentavaa
auséncia de um tratamento especifico paraa agua utilizadaem

Tabela 1. Sinais e sintomas relacionados com os possiveis
contaminantes da dgua de dialise.

Sintomas Possiveiscontaminantesda agua
Anemia Al, cloramina, Cu, Zn

Doenca 6ssea Al F

Hemdlise Cu, nitrato, cloramina
Hipertensdo Ca, Na

Hipotensao Bactéria, endotoxina, nitrato

Acidose metabdlica pH baixo, sulfato

Degeneracéo neurolégica Al

Bactéria, Ca, Cu, endotoxina, pH
baixo, Mg, nitrato,sulfato, Zn

Al, F, endotoxina, bactéria, cloramina

Nausea e vomito
Morte
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didise levou a criagdo, em todo mundo, de véarios 6rgaos e
comissdes, que estabeleceram normas para a composic¢ao
adequada, como as seguidas pela comunidade Européia e as
sugeridas pela “ Association for the Advancement of Medical
Instrumentation (AAMI)” nos Estados Unidos da América’,
ambasem 1982.

No Brasil, somente em outubro de 1996 entrou em vigor
a Portaria 2042 do Ministério da Saude, para tratar,
especificamente, da qualidade da &gua para hemodidlise,
substituida pela Portarian® 82 de janeiro de 2000 e atual mente
pela Resolugéo® — RDC n°154 de 15 de junho de 2004, que
estabelece o regulamento técnico para o funcionamento dos
SErvicos e as normas para cadastramento destes servicos pelo
SUN

Atualmente o tratamento mais efetivo para a agua de
didlise é 0 sistemadaosmose reversa, que remove endotoxinas,
bactériaseionsdeaté0,0001 micron. Existem hojeno Brasil 577
centros de hemodidlise cadastrados, sendo que 522 (90,50%)
utilizam este tratamento®.

Ressaltando que a agua para a didlise, quando néo
adequadamente tratada coloca em risco a vida e a seguranca
dos pacientes com insuficiéncia renal e sob hemodialise, bem
como atualmente observa-se que o sistema de osmose reversa
tem se mostrado mais efetivo. Este trabal ho teve como objetivo
analisar os parametros fisico-quimicos, daagua, como subsidio
importante de avaliacdo do desempenho das membranas de
osmosereversaresponsavei s pelo tratamento daaguade didise,
em duas unidades hospitalares, durante o verdo e o inverno de
2003, pela quantificacdo e comparacdo da condutividade, ions
sulfato, nitrato e fluoreto nas amostras de agua que chegam as
unidades pelo sistema de abastecimento piblico com a agua
tratada por osmose reversa e pela determinagdo de endotoxinas
bacterianas ap6s osmose reversa.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 36 amostras de agua, 18 provenientes
do cavalete de entrada (P1), e 18 apds o tratamento por osmose
reversa(P2), em duas unidades de hemodidlise, denominadasA
e B, durante quatro semanas consecutivas do verdo e quatro
semanas consecutivas do inverno no ano de 2003. As duas
unidadesrealizavam um pré-tratamento, composto das seguintes
etapas. filtro de areia, abrandador e filtro de carvéo. Para uma
melhor conservagéo e durabilidade das membranas da osmose
reversa, as duas unidades realizavam um pré-tratamento.

O pré-tratamento e o tratamento por osmose reversaem
ambas as unidades estavam localizados em é&reas exclusivas,
fechadas, forada area de atendimento aos pacientes com acesso
adequado para: limpeza, manutencdo, coletas de amostras e
supervisdo davigilanciasanitaria. Mantinham no local relatério
de todas as aferi¢des realizadas.

A coleta foi realizada segundo a metodologia
recomendada pelo “ Standard Methods for The Examination of
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Water and Wastwater and American Public Health Association
(APHA)" ™,

Foram realizadas andlises de fluoreto, nitrato, sulfato
e condutividade segundo a metodol ogia recomendada pela
American Public Health Association (APHA) e Standard
Methods for Examination of Water and Wastewater®. A
andlise de sulfato e nitrato foi realizada segundo a
metodologia recomendada pelas Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz e American Public Health Association
(APHA) e Standard Methods for Examination of Water and
Wastewatero,

A pesquisa de endotoxinas bacterianas foi realizadaem
18 amostras apds a osmose reversa, seguindo a metodologia
recomendada pela“ United States Pharmacopeid’, pelo método
de formacao de gel para &gua utilizada para hemodidlise®?. As
legidagBes utilizadasforam: aPortarian® 518 de 25/03/2004 que
estabel ece os parametros da dgua tratada da rede publica® e a
Resolucdo RDC n° 154/2004 que estabel ece os parémetros da
aguautilizadaparadialise’.

Os dados foram analisados estati sticamente com critério
de probabilidade significativa de p< 0,05, utilizando-se do
programaEpi Info 6, do Center for Disease Control & Prevention
and World Health Organi zation*.

RESULTADOS

Das 36 amostras de agua para andlise dos parametros
fisico-quimicos: fluoreto, nitrato, sulfato e condutividade, 18
amostrasforam daunidadeA, sendo novedo caval ete de entrada

(P1) enove apésaosmosereversa(P2) e 18 amostras daunidade
B, sendo nove do caval ete de entrada (P1) e nove apdsaosmose
reversa(P2).

A Portarian® 518 de 23/03/2004tratados parametrosfisico-
qguimicos para fluoretos, nitrato, sulfato em agua tratada
destinada ao consumo humano®®. E a Resolugdo RDC n° 154/
2004 tratadestes parametros paraaéguautilizadaem didlise®. A
Tabela2 mostraos niveis maximos permitidos de contaminantes
naéguapelaAgénciade Protecdo Ambiental (APA)°>dosEUA e
Portarian® 518/2004 para égua destinada ao consumo humano®.
Mostra também os niveis maximos permitidos'>® para agua de
didlise pela AAMI e RDC n°154/2004, assim como a menor
concentragdo capaz de causar reacdo téxica no tratamento
didlitico.

TeoresdeFluoreto

Todas as 18 amostras do cavalete de entrada (P1),
coletadas nas unidades A e B apresentaram teores de fluoreto
dentro doslimitesda Portarian® 518/2004 (abaixo de 1,5mg/L).
Assim como as 18 amostras apds a osmose reversa (P2),
coletadas em A e B, apresentaram teores de fluoreto dentro da
RDC n°154/2004 (abaixo de 0,2 mg/L) (Tabela3).

TeoresdeNitrato

Todas as 18 amostras do cavalete de entrada (P1),
coletadas em A e B, apresentaram teores de nitrato dentro dos
limitesdaPortarian® 518/2004 (abaixo de 10 mg/L emN). Assim
como as 18 amostras apos aosmose reversa (P2), coletadasem
A eB, apresentaram teores de nitrato dentro daRDC 154/2004
(abaixode2mg/L enNO,) (Tabela4).

Tabela 2. Nivels de contaminantes permitidos naagua segundo aAPA, Portarian°518/2004, AAMI e RDC N°154/2004.

Maximo permitidopelaAPAe MaximopermitidopelaAAMI e Menor concentracdo

Contaminantes Portarian®518 para RDC N°154 paraéguadedidlise associadacom toxicidade
aguapotave (mg/L) (mg/L) emdidlise(mgl/L)

Fluoreto 4* 1,5%* 02 1
Nitrato 10 2 2
Sulfato 220 100 20
Endotoxina nado regulamentado 2EU/mL (Nivel deacdo 1 EU/mL) 5 EU/kg/peso do individuo
* APA

* *PortariaN°® 518 de 25/03/2004

Tabela 3. Média dos teores de fluoreto obtidos no cavalete de
entrada (P1) e ap0s a osmose reversa (P2) nas unidadesA e B.

Tabela 4. Média dos teores de nitrato obtidos no cavalete de
entrada (P1) e ap0s aosmose reversa (P2) nas unidadesA e B.

N° de Amostras Pontos Teores(mg/L) N° de Amostras Pontos Teores
18 PL 0,66 18 PL 22mg/L emN
18 P2 04 18 P2 0,33mg/L emNO,
p<0,001 p<0,001
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Tabela 5. Média dos valores de condutividade elétricaa 25°C
no cavalete de entrada (P1) e ap6s a osmose reversa (P2) nas
unidadesA e B.

N° de Amostras Pontos Medidas
18 P1 162,538 uS'cm
18 P2 8,68uS/cm
p<0,005

Tabela 6. Va ores de condutividade el étricaa 25°C obtidos acima
dos limites estabelecidos, em seis amostras coletadas apos a
osmosereversa(P2) nasunidadesA e B durante o verdo einverno.

Condutividade acimade 10 pS/cm

Unidades Estacdo do ano Medidas
A Veréo 11,5puScm
A Veréo 10,4puScm
A Verdo 134pScm
A Inverno 10,7 uS/em
A Inverno 11,97 uS’em
B Inverno 10,6 uScm

Tabela 7. Médiados valores de condutividade el étricaa 25°C
em amostras de &gua coletadas durante o verdo e inverno/
2003 nas unidadesA e B.

Pontos analisados
Cavdetedeentrada Osmose reversa
Veréo Inverno Verdo Inverno
A 1954uS/cm 239,35uS/cm  10,2uS/em 10,5uS/cm
B 99,94uScm 1228uS/cm 6,15uS/cm  8,125uS/cm

Unidades

Condutividadedétricaa25°C

A Portarian® 518/2004 n&o estabel ece limite méaximo
para condutividade em amostras coletadas no cavalete de
entrada (P1). As 18 amostras col etadas neste ponto, em A e
B, apresentaram teores de condutividade que variaram de
76,5 uS/cm até 230,6 pS/cm. Apesar da diferenca estatistica
significativa(p < 0,005) paraP1 emrelacéo aP2 (Tabela5), a
condutividade em 6 das 18 amostras col etadas apos a osmose
reversa (P2), estavam fora do limite estabelecido pelaRDC
n°.154/2004, sendo 5 amostras da unidade A, e 1 amostrada
unidade B. As 12 amostras (P2) restantes estavam de acordo
com aRDC n°.154/2004 (abaixo de 10 pS/cm) (Tabela6).

Das 36 amostras coletadas para andlise de
condutividade, 18 do cavalete de entrada (P1) e 18 ap6saosmose
reversa (P2) os resultados revelaram um aumento de
condutividade nosdois pontos no inverno. Em P1 este aumento
médio foi de 18,4% naunidadeA e 18,6 % naunidade B; eem P3
de 2,85 % naunidadeA e 24,3 % naunidade B. (Tabela7).
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Tabela 8. Andlise dosteores de sulfatos obtidos no cavalete de
entrada (P1) e apdsa osmose reversa (P2) nas unidadesA e B.

Pontos analisados

Teores de Sulfato PL P2 Total geral
<10mg/L - 18 13
<25mg/L 14 0 14
<50mg/L 4 0 4

Total geral 18 18 H

Tabela 9. Endotoxinas bacterianas presentes ap0s a osmose
reversa(P2).

Endotoxina Ponto
P2
>2EU/ml 2
<2EU/mL 16
Total 18

EU = unidade de endotoxina; 2 EU = 0,4ng/ml

Teoresde Sulfato

Todas as 18 amostras do cavalete de entrada (P1),
coletadas em A e B, apresentaram teores de sulfato dentro dos
limites da Portaria n® 518/2004 (abaixo de 250 mg/L). Assim
como as 18 amostras daosmosereversa (P2), coletadasemA e
B, apresentaram teores de sulfato dentro da PortariaRDC n°154/
2004 (abaixo de 100 mg/L) (Tabela8).

A diferenca entre as amostras do cavalete de entrada
(P1) eapésaosmosereversa(P2) foi significativaparaasduas
unidades, nas estages verdo einverno, parafluoreto, nitrato e
condutividade.

Endotoxinasbacterianas

A pesquisa de endotoxinas bacterianas foi realizada
durante o verdo e inverno nas duas unidades, sendo detectada
em duas amostras da unidade A durante o verdo (Tabela 9).

DISCUSSAO

E missdo dos 6rgdos de Saide Publica informar,
divulgar e promover conhecimentos para rediscutir, aadogéo
de medidas de controle dos servigos, com o objetivo de
proteger os pacientes portadores de patologias
imunossupressoras, e dessa forma melhorar a qualidade de
vida desses pacientes.

Vérias reagbes podem ser observadas quando se
analisam os riscos por residuos quimicos a que estéo expostos
0s pacientes numa se¢éo de hemodidlise® 2 ®,

Se o tratamento da &gua tratada da rede publica que
abastece 0 servigo de hemodidlise estiver em desacordo com a
Portaria n° 518/2004 com relagéo aos parametros fisico-
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quimicos®® este podera sobrecarregar o pré-tratamento e
consequentemente as membranas de osmose reversa. Se estes
tratamentos fal harem, os pacientes poderéo apresentar reacdes
caracteristicas de contaminagdo quimicatoxica

O tratamento da agua de dialise ndao é de
responsabilidade dos profissionais de enfermagem, porém, eles
tém aresponsabilidade de entender como este tratamento pode
interferir clinicamente nos pacientes®. As duas unidades
estudadas possuiam técnicos especializados para cuidar do
tratamento de osmose reversa. Sendo que na unidade A o
técnico permanecia na unidade em periodo integral, enquanto
naunidade B o técnico estava presente conforme aprogramagao
pré-estabel ecida e em eventuais problemas.

Nestetrabal ho, observou-se que arealizagdo das coletas
semanais melhorou aatengéo dos profissionais para os cuidados
dehigienelocal ecomaqualidade dadguadedidiseecomisso
estabel eceu-se uma dindmica entre o trabalho do laboratério e
0 das unidades. Assim que os resultados das andlises eram
divulgados, agBes corretivas eram realizadas. Isto reforca a
importancia da supervisdo do servigo de vigilancia, na
elaboracdo de programas que periodicamente avaliem a
qualidade da &gua destes servigos.

As 18 amostras do cavalete de entrada, coletadas nas
unidadesA e B apresentaram teores de fluoreto (abaixo de 1,5
mg/L) e nitrato (abaixo de 10mg/L em N) dentro dos limites
estabel ecidos!® pela Portaria n° 518/2004. Assim como as 18
amostras apds osmose reversa, coletadas em A e B,
apresentaram teores de fluoreto (abaixo de 0,2 mg/L), nitrato
(abaixo de 2 mg/L em NO,) dentro dos limites estabel ecidos®
pelaRDC n°154/2004.

Aguas de pocos de origem profunda apresentam menor
contaminacdo de matéria organica, mas maior de ions
inorganicos como sulfato em relagéo as aguas superficiais®.
Existem variosrelatos sobre niveis de sulfato acimade 200mg/
L como indutores de vémito e acidose metabdlica. Esses
sintomas desaparecem quando estes niveis ficam abaixo de
100mg/L . A RDC N° 154/2004 estabel ece o limite? de até 100mg/
L paraionssulfato nadguadedidise. As18 amostrasdo cavalete
de entrada, coletadas nas unidades A e B apresentaram teores
desulfato (abaixo de 250 mg/L ) dentro doslimites estabel ecidos™®
pela Portaria N°518/2004. Assim como as 18 amostras ap0s
0SMOose reversa, coletadas em A e B, apresentaram teores de
sulfato (abaixo de 100mg/L) dentro dos limites estabel ecidos®
pelaRDC N°154/2004.

Os parametros quimicos forneceram subsidios
importantes para a avaliagdo do trabalho das membranas da
osmose reversa. Foram 36 amostras analisadas e quando
comparados os resultados do caval ete de entrada (P1) e apés a
osmosereversa(P2), verificou-seadiferencasignificativapara
osionsnitrato efluoreto (p<0,001) e sulfato <10 mg/L.

A unidade A utilizou no inverno uma mistura de agua
de pogo (>70%) com aguatratadadarede publica. Estaaguade
poco era comprada e chegava até a unidade para abastecer o
reservatdrio em caminhdes pipa. Apesar da unidade A utilizar

essa mistura, ndo se encontrou amostra em desacordo para
sulfato, fluoreto e nitrato, porém seis amostras apresentaram
uma pequena variacao na condutividade (Tabela 6).

A qualidade da agua sofre modificagGes de acordo com
as estacBes do ano, portanto as variagdes sazonai s representam
um dos fatores que influenciam no tratamento da &gua**6. Em
muitos casos para a manutencdo da qualidade da agua, é
necessaria uma quantidade maior de produtos quimicos, que
podem alterar, aumentando a medida da condutividade.

Apesar daPortarian® 518/2004 n&o estabel ecer limites
de condutividade® para a dgua tratada da rede publica de
abastecimento, verificou-se que quando comparadaamédiade
condutividade dos 18 pontos coletados do caval ete de entrada
das duas unidades, houve um aumento deste parémetro no
inverno emrelacéo ao verdo, de 18,4% naunidade A ede 18,6%
na unidade B.

A resolugéo® RDC n° 154/2004 estabelece um limite de
10 uS/cm paradgua de didlise apos a osmose reversa. Quando
comparada a média da condutividade entre as duas estacles
estudadas, nas duas unidades, verificou-se que no inverno
ocorreu aumento desse parémetro de 2,85% na unidade A e
24,30% na unidade B. Estes aumentos de condutividade tanto
em P1 quanto em P3 sugerem que o inverno, pode ter
influenciado na qualidade da &gua que chega aos servicos de
hemodialise devido a falta de chuvas que trazem para o
tratamento uma &gua com mais ions, que pode ser verificado
com o aumento da condutividade (Tabela 7).

Em 6 amostras apés a osmose reversa (P2), a
condutividade apresentou pequenas variacdes acima dos
limites permitidos (Tabela 6). Pequenas variacfes na
condutividade da agua tratada podem indicar variagcGes na
qualidade da &gua que abastece o sistema de tratamento. Ja
grandesvariagBes nacondutividade podem indicar um problema
na membrana da osmose reversa como 0 seu rompimentor’.
Portanto, quanto mais pura uma agua do ponto de vistafisico-
guimico, menor serd sua condutividade. A agua pura tem
condutividade de 0,056 uS/cm?.

A andlise dacondutividade foi importante também para
a avaliacdo da sazonalidade, revelando que o inverno
influenciou a qualidade da agua, apresentando um aumento de
ions nas duas unidades tanto na adgua que chegava pelo
cavalete de entrada como aquefoi tratada pelaosmosereversa
(Tabela7). Asamostras col etadas no caval ete de entrada, em A
e B, apresentaram condutividade el étricaa 25°C que variaram
de 76,5 uS/cm até 230,6 uS/cm. Umadasfinalidades damedida
de condutividade laboratorial é a avaliacdo das variagfes
sazonais pelaconcentragéo mineral dissolvidaem aguas brutas
ou residuérias’®.

Apesar daPortarian® 518/2004 n&o estabel ecer limites®
de condutividade para a agua da rede publica de
abastecimento, verificou-se que quando comparada a média
dos valores de condutividade dos 36 pontos coletados do
cavalete de entrada e ap6s a osmose reversa, nas duas
unidades, houve um aumento deste pardmetro no inverno em
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relagdo ao verdo. (Tabela 7). No cavalete de entrada este
aumento foi de 18,5% nas duas unidades e apds a osmose
reversa a unidade B apresentou um aumento de 24,23%
enquanto a unidade A de 2,85% no inverno.

A exposi¢cdo dos pacientes em hemodidlise a
endotoxinas, por um longo periodo de tempo, pode
acarretar respostas inflamatorias crénicas®. A incidénciade
reacdes pirogénicas pode ocorrer quanto maior for a
contagem de colbnias de bactérias heterotroficas na
solucgao de didlise®.

A pesguisa de endotoxinas bacterianas foi realizada
durante o verdo e inverno nas duas unidades, somente apds a
osmose reversa.  Em duas amostras na unidade A durante o
verdo foram detectados val ores acimado limite estabel ecido, 2
EU/mL conforme aResolugdo® aRDC n°.154/2004. Observou-se
que acondutividade dessas duas amostras também estavaacima
doslimites(11,5 pS/cm e 10,7 uS/cm) o que sugere umavariacéo
naqualidade de &guaque abasteciaa unidade naquel e momento.
A contagem de bactérias heterotroficas destas duas amostras
estava acima de 50 UFC/mL?, indicando um nivel de acéo, ou
sgja, anecessidade daadocdo de providéncias paraidentificacdo
do foco de contaminacéo, segundo a Resolucdo® RDC n°. 154/
2004. Ap6s a divulgagdo destes resultados a unidade realizou
umadesinfec¢do das membranas de osmose reversaeliminando
o problema.

A atual Resoluc&o® RDC n°154 de 15/06/2004 no seu
artigo 5°, determinaque 100% dos servigos de didlise devem
ser inspecionados e avaliados no minimo duas vezes por
ano®. Neste caso programas de monitoramento da qualidade
da agua de hemodialise devem ocorrer com continuidade
para assegurar o tratamento oferecido aos pacientes com
insuficiénciarenal?®.

CONCLUSAO
Neste estudo as membranas da osmose reversa foram

100% eficazes nareducédo dos ions sulfato, nitrato e fluoreto e
66, 7% com relagdo a condutividade.
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RESUMO

Neste estudo € apresentada a qualidade das aguas da bacia hidrogréfica do rio Bonito, Descalvado - SP.
Entre setembro/2000 e dezembro/2001 foram avaliados, por meio de coletas e andlises de agua, quinze
parémetros de qualidade, tais como: condutividade, cor aparente, coliformes totais, coliformes fecais,
demanda bioquimica de oxigénio, demanda quimicade oxigénio, fésforo total, nitrogénio total, oxigénio
dissolvido, solidos dissolvidostotais, sdlidos suspensostotais, solidostotais, pH, temperatura e turbidez.
Os resultados obtidos mostraram que a condutividade, cor aparente, coliformestotais, coliformesfecais,
demanda bioquimica de oxigénio, demanda quimica de oxigénio, fésforo total, nitrogénio total, oxigénio
dissolvido e turbidez, foram proporcionados pelo lancamento in natura dos esgotos do municipio de
Descalvado. Asconcentragdes de nutrientes - nitrogénio e fésforo sugeriram a contribuicéo também, das
atividadesdeagriculturae pecuaria. Com rel agéo aosfatores pedol égicos, acor aparente, solidosdissolvidos
totais, sélidos suspensos totais e aturbidez receberam influéncia de processos erosivos do solo (latossolo
vermelho-amarelo), no primeiro ponto de amostragem, mais a montante. A poluicdo provocada pelos
|ancamentos do abatedouro de frangos e de mineradoras de areiafoi detectada. A variagdo de pH de 6,0 a
7,3, parece estar associada com a propria composi¢céo pedol 6gica dos solos da bacia.

Palavras-Chave. qualidade de &gua, baciahidrografica, recursos hidricos, polui¢do, erosio.

ABSTRACT

The present paper reportsastudy on the quality of water from the watershed of Bonito river in Descalvado
—SP. From September/2000 to December/2001, the water quality was assessed by sampling and analyzing
fifteen quality parameters, such as. conductivity, apparent color, total coliforms, fecal coliforms, biochemical
oxygen demand, chemical oxygen demand, total phosphorus, total nitrogen, dissolved oxygen, total
dissolved solids, total suspended solids, total solids, pH, temperature , and turbidity. The obtained results
showed that conductivity, apparent color, total coliforms, fecal coliforms, biochemical oxygen demand,
chemical oxygen demand, total phosphorus, total nitrogen, dissolved oxygen, total dissolved solids, total
suspended solids, and turbidity were caused by the discharge of in natura wastewater from Descalvado
town. The concentrations of nutrients— nitrogen and phosphorus detected in the present study suggested
that agriculture and cattle activities also adversely contributed. Regarding to the pedological factors, the
apparent color, total dissolved solids, total suspended solids , and turbidity were affected by the soil
erosive processes (red-yellow oxisal), in the first sampling poin from upstream. Pollution caused by the
discharge of apoultry slaughterhouse and mining activitieswas also evidenced. The pH varying from 6.0
to 7.3 suggested that this finding might be associated with watershed soil pedological properties.

K ey Words. water quality, watershed, hydric resources, pollution, erosion.
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INTRODUCAO

Partindo erroneamente do pressuposto que a agua é um
bem infinito e sua capacidade de autodepuracdo € ilimitada, o
homem vem degradando irremediavel mente os recursos hidricos.
Porém, ao préprio homem cabe abusca persistente damelhoriade
qualidade devidadas pessoas, evitando apol ui¢do e contaminagéo
dos corpos d' agua, e a disseminagéo de inlimeras doengas.

A situacdo da poluicéo da bacia do rio Bonito em
Descalvado-SP, objeto deste estudo, ndo difere de outras bacias.
A acdo humana se faz presente, comprometendo a qualidade
dos recursos hidricos e ambientais em decorréncia do destino
inadequado dos esgotos, efluentes industriais, acdo de
mineradoras de areia e uso e manejo inadequado do solo.

A bacia do rio Bonito situa-se entre os municipios de
Descalvado (200 knv?) e Porto Ferreira (23 km?), naregido centro-
leste do estado de S&o Paulo e é delimitada pel as coordenadas
(UTM) de 226200 a 244000 e de 758000 a 7584000. Suas
nascentes situam-se na Serra Grande, morro do Quadrédo, a
altitude de 1.042 m e percorre cercade 38,50 km até atingir a
margem direitado rio Mogi-Guagu.

Os dados de Uso e Ocupacéo do Solo, bem como a
Geologiadabaciado rio Bonito podem ser vistos em Torezan'.
O mapa Pedol 6gico?® mostraque adreadeinteresse € composta
por 7 unidades diferentes de solo. Para Ranieri*, em termos de
suscetibilidade a erosdo do solo do municipio de Descalvado,
umaareaconsideravel enquadra-se nas categoriasde atae muito
alta suscetibilidade.

Através de indicadores fisicos, quimicos e
bacteriol 6gicos de qualidade das aguas, em se¢des do rio
localizadas a jusante de areas erodiveis ou de sub-bacias que
possuem diferentestipos de solo, foi possivel estudar asdiversas
influéncias na qualidade das aguas da bacia, em funcdo dos
diversos tipos de solos e atividades antrépicas.

Tabela 1. Parametros adotados e seu método de andlise.

MATERIAL E METODOS

O plano amostral da bacia contemplou cinco pontos, 0s
quais foram georeferenciados com o GPS (Global Position
System). Ap6s adelimitacdo desses pontos, abaciahidrogréfica
foi dividida em cinco sub-bacias, demarcadas pela definicéo
visual em mapa, dos divisores de dgua da topografia da regi&o.
Esta subdiviso teve como objetivo amelhor caracterizagdo dos
diversos fatores antrOpicos ou naturais que concorrem para a
qualidade das aguas de cada ponto.

Diversos fatores interdependentes contribuem para a
qualidade das &guas superficiais dabaciado rio Bonito. Paraa
definicdo dos pontos amostrais e para a analise da correlagéo
daqualidade das &guas com essesfatores, foi utilizado o método
de superposicéo de mapas de Hidrografia, Pedologia, Geologia,
Uso e Ocupacdo do Solo e Erosdo.

Foram considerados para andlise 0s parametros: cor
aparente, solidos totais (ST), sdlidos dissolvidos totais (SDT),
solidos suspensos totais (SST), temperatura, turbidez,
condutividade, demanda biogquimica de oxigénio (DBO),
demanda quimicade oxigénio (DQO), fosforo total, nitrogénio
total, oxigénio dissolvido (OD), potencial hidrogeniénico (pH),
coliformestotaise coliformesfecais’.

As amostras foram retiradas no centro de cada secéo, na
zonasub-superficial demaior correnteza, direcionando-seaboca
do frasco contra este®. A temperatura e o oxigénio dissolvido
foram medidos in situ, diretamente no corpo d'agua,
respectivamente com termdmetro eoximetro portétil, marcaHACH,
tipo DO 175, calibrado com acémarade calibracéo e estocagem.

A metodologiaparaas andlisesde aguafoi ado Standard
Methods for the Examination of Water and Wasterwater’, e os
limites ou condicbes da &gua basearam-se nos parémetros de
qualidade mais relacionados a erosdo (Tabela 1) da Resolugéo
n° 20 do CONAMASE,

PARAMETROS un. METODODEANALISE

Cor Aparente uC Espectrofotometria

Solidos Totais(ST) a105°C mg/L Gravimetria

S6lidos Dissolvidos Totais (SDT) a105°C mg/L Filtragdo com membranae Gravimetria

S6lidos Suspensos Totais (SST) a 105 °C mg/L Filtracdo com membranae Gravimetria

Temperatura °C Termometria

Turbidez uT Nefelometria

Condutividade uS/cm Condutivimetria

DemandaBioguimicade Oxigénio (DBO) mg/L Diluigdese Oximetria

Demanda Quimicade Oxigénio (DQO) mg/L Digestao acida com dicromato de potassio e Espectrofotometria
Fosforo Total mg/L Digestdo com persulfato de potéssio e Cloreto estanoso (D)
Nitrogénio Total mg/L Digestao com persulfato de potéssio

Oxigénio Dissolvido (OD) mg/L Oximetria

PH - Potenciometria

ColiformesTotais NMP Tubos Mdltiplos

ColiformesFecais NMP Tubos Mdltiplos

Un = unidade
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Cada ponto amostral foi codificado de forma
alfanumeérica, com duas|etrase um nimero. Asduas|etras (PC)
representam as palavras ponto de coleta, enquanto que o
ndmero significa a posicdo em relagdo a nascente, desde o
ndmero 1, maisproximaaea, até o nimero 5, maisproximadafoz
dorio Bonito.

Coletou-se sempre durante o dia, no periodo damanh,
entre 8 h e 12 h. No total foram retiradas 130 amostras do rio
Bonito (PC-1, PC-2, PC-3, PC-4 e PC-5).

As cargas potencialmente poluidoras pontuais a
montante dos pontos de coleta s80: as mineradoras de areia, 0
abatedouro de frangos e os esgotos sem tratamento da cidade e
estéo indicadas no diagramaunifilar dorio Bonito (Figural).

O Decreto Estadual n°10.755° que classifica os corpos
d’agua do Estado de Séo Paulo, enquadra o rio Bonito da
nascente até a confluéncia com o corrego do Rosario, como
pertencente a Classe 2, e pertencente a Classe 3, desde a
confluénciacom o corrego Rosério até a confluénciacom o rio
Mogi-Guagu, no Municipio de Porto Ferreira. Os tributarios
corrego daVilaNova, corrego daBomba, corrego da Serrinha,
cdrrego do Cateto, corrego Santo Antonio, corrego da Capetinga
e corrego do Paiolzinho ou da Olaria, pertencem aClasse 2. O
corrego do Rosario estd enquadrado na Classe 4.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para cada parémetro e medidaanalisados, foi elaborada
uma tabela com as concentragGes minimas, médias e maximas
obtidas em cada ponto de coleta.

Conforme os diversos pontos do trecho estudado, e
considerando para rios classe 2 ou 3, os resultados podem ser

comparados com o padréo da Resolugdo CONAMA 20/86°, bem
como o desvio padréo dameédia e o coeficiente de variagao dos
referidos pontos de coletado rio Bonito (Tabela 2).

Par ametrosFisicos
Cor Aparente

NaTabela2, verifica-se queamédiados valores (151,9
uC) estaacimados padrdes da Resolucéo CONAMA 20/86°8. O
menor valor encontrado (18,0 uC) estaassociado ao periodo de
estiagem dabacia, quevai de abril asetembro. O valor maximo
(443,0 uC) indica o lancamento de esgotos da cidade, que se
caracterizam por apresentar, predominantemente, matéria em
estado coloidal**. O aumento da cor foi detectado no periodo
de chuva, provocado também pelo carreamento de matéria
orgénica e sais contidos no solo.

Observa-se pel 0o mapa pedol 6gico dabaciado rio Bonito,
gue uma das causas naturais que provocam cor no PC-1 é a
contribui¢do da sub-bacia constituida de latossolo vermelho-
amarelo, com texturamédiade 15 a35% de argila. Estetipo de
solo da bacia contém Oxido de ferro e dentre os compostos
inorganicos, sao capazes de provocar cor nas aguas.

Sdlidos Totais

As oscilagOes dos valores para Sdlidos Totais (ST) do
rio Bonito vao desde 10 mg/L (PC-1), obtidostanto na estagdo
chuvosa quanto na seca, até o valor méximo de 300 mg/L,
verificado no PC-3 durante o periodo das chuvas.

Constatou-se no ultimo ponto de coleta (PC-5), uma
grande quantidade de solidos mais grosseiros, visiveis a olho
nu, provocando assoreamento do rio. Por toda a regido de
vérzea, extensdo do rio com menor vel ocidade, notou-se varios
bancos de areia.
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Tabela 2. Resumo de par@metros e medidas, concentragdes nos pontos de col eta, a classificacdo Resolucdo CONAMA 20/86,
0 desvio padréo e o coeficiente de variagcdo nos diversos pontos de coleta do rio Bonito.

Par&metros e Padrdo da  Padrdo da Desvio Coeficien-
medidas Concentracdo/ Ponto de Coleta (PC) Resolugdo  Resolucdo Padréo tede
CONAMA  CONAMA () Variagao
2086 2086 (%)
Min. RC Meéd. Max. RC (Classe2)  (Classel)
Cor Aparente (uC) 180 1 1519 4430 3 750 750 871 573
ST (mg/L) 100 leb 84,1 3000 3 478 56,8
SDT (mg/L) <LD leb 693 2100 3 5000 5000 432 619
SST (mg/L) <LD lab 143 1500 3 59 12
Temperatura (°C) 164 2e4 28 5
Turbidez (uT) 39 1 263 1470 4 1000 1000 130 294
Condut. (u S/cm) 21 1 683 1705 3 269 304
DBO(mg/L) 01 1 41 95 3 50 100 25 60,9
DQO(mg/L) 10 1,24e5 185 98,0 3 84 454
Fosf. Total (mg/L) 01 1 12 31 3 07 583
Nitr. Total (mg/L) <LD leb 24 6,0 3 15 625
OD (mg/L) 20 3 49 75 1 50 40 10 204
pH 6,0 1 73 1 L.Inf=60 L.Inf=6,0
L.Sup=90 L.Sup=90

Col. Total (NMP) 20x1% 1 36x10°  50x1CF 3 50x10° 20x10¢ 9,8x1%? 272
Coal. Fecais(NMP) 20x1% 1 12x100 210 3 10x10° 40x10° 3217 206

Nota: LD: limitededetecgéo’

Sélidos Dissolvidos Totais

A Resolucdo CONAMA 20/868, imp&elimitede SAlidos
Dissolvidos Totais (SDT) de no méaximo 500 mg/L. Nenhum
valor ultrapassou esse padrdo, indicando que as &guas do rio
Bonito sdo &guasdoces (SDT <500 mg/L). O maior valor obtido
foi de210 mg/L, no PC-3, naestiagem.

Segundo Fonseca®, verifica-se umarelacdo entreamédia
dos valores da condutividade e amédiade SDT. O acréscimo
de um corresponde ao acréscimo de outro e vice-versa, para o
decréscimo. Destaforma, pode-se dizer que acondutividade é
diretamente proporcional a concentracdo de SDT.

Observando-se 0 mapade pedologiado rio Bonito, nota-
sequeaprincipal contribui¢cdo paraosvaloresde SDT do PC-
1 édelatossolo vermelho-amarel 0. Osdemai s pontos amostrais,
devido as diversas atividades modificadoras da qualidade das
aguas, impedem de estabel ecer umaassociagdo entre pedologia
e solidos dissolvidos totais.

Solidos SuspensosTotais

As concentragbes de Sdlidos Suspensos Totais (SST)
variaram até 150 mg/L no periodo chuvoso. O maior valor foi
verificado no dia10/01/01 (PC-3=150mg/L ), provavelmentefoi
proporcionado somente pela chuva do dia, com precipitacéo
de 43,70 mm e duragéo de 6:30 h, poisno diaanterior ndo houve
chuvas.

O valor méximo encontrado no PC-3 proveio do
langamento in natura dos esgotos da cidade de Descalvado e,
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associado a estes, uma contribui¢@o esperada de escoamento
superficial urbano no periodo das chuvas (Tabela 2).

Os resultados das andlises dos SST apresentaram a
tendéncia de serem maiores nos meses de chuva, mantendo
umarel acdo diretacom aturbidez, ou sgja, neste mesmo periodo
houve também um aumento na magnitude desse parametro. A
mesmarel acdo direta é obtidanos meses de seca, em que ambos
valores diminuiram. Os val ores maximos da turbidez obtidos
coincidiram com osvaloresméximos de SST no mesmo dia.

Observando o mapa pedoldgico, verifica-se que as
concentracBes de SST e aturbidez dasub-baciado PC-1, foram
influenciadas pelo latossolo vermelho-amarelo. As diversas
atividades antrdpicas nos demais pontos de coleta, em toda
bacia, impedem de se estabel ecer umarelacéo entre turbidez e
SST.

Temperatura

No verdo, atemperaturadadguafoi significativamente
maior que no inverno. No inverno variou de 16,4°C (minima) e
no verdo de 29,8°C (maxima). A temperaturatambém, podevariar
com aaltitude. No trecho estudado, as temperaturas maximas
foram menores nos primeiros pontos de col eta (mai ores altitudes)
e mais atas nos Ultimos (menores altitudes).

A temperatura do rio Bonito, no geral, aumentou
progressivamente no sentido PC-1 — PC-5. As diferencas
observadas foram atribuidas aos diferentes horérios de coleta
e que também seguiram este mesmo sentido. Observa-se que
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no inverno, o rio Bonito encontra-se com atemperatura dentro
do esperado. No verdo, amaximaencontradade 29,8°C (PC-5),
tem como causa principal aausénciade mataciliar, ndo provendo
sombreamento, e 0 horério de coleta, proximo das 12 h.

Demaneirageral, as &guas do rio Bonito caracterizam-
Se por apresentarem a temperatura com tendéncia a elevacdo
nos meses de dezembro, janeiro, fevereiro e margo e a queda
nos meses de junho, julho, agosto e setembro.

Turbidez

Os valores médios de 26,3 uT estiveram dentro dos
padrbes estabelecidos pela Resolugdo CONAMA/20/868,
abaixo de 100,0 uT. A turbidez elevada no periodo das chuvas
(147,0 uT) se deveu principal mente ao carreamento de solidos
da drenagem das &reas agricolas.

Pesquisas atuais em cursos d’agua da regiao,
relacionando turbidez e qualidade de agua, ndo sdo comuns.
Verifica-se aproximidade de val orescom o Ribeiréio Canchim e
guetem médiade 25,0 uT*?; portanto, bem proximaadamédia
do Bonito e que é de 26,3 uT. Jano rio Monjolinho os valores
minimosemaximosvariam de8a267 uT**edorio Bonitode 3,9
al47,0uT.

Par ametros Quimicos
Condutividade

Para a condutividade néo ha padréo estabelecido pela
Resolucdo CONAMA 20/868. O valor médio dos pontos de
coleta foi de 68,3 uS/cm e esta dentro do esperado pararios
brasileiros, quevarianafaixade 10 a100 u S/cm*,

No PC-3 encontrou-se 0 valor maximo de 170,5 uS/cm,
em periodo de chuva, que pode ser explicado pelo impacto
causado pelos esgotos domésticos, devido a pulsos com
grandes quantidades de sais dissolvidos'*. Outro fator que
certamente, fez elevar a condutividade neste ponto foram os
solidos dissolvidos carreados na lavagem da cidade pelas
aguas das primeiras chuvas (poluicéo difusa).

Alguns autores consideram que a condutividade tende
a diminuir em periodos de chuvas. Barretto®® estudando o rio
Monjolinho, em S&o Carlos, verificou que as maiores
concentragdes situavam-se nos periodos secos causados pela
menor diluicdo dos efluentes urbanos e pela entrada de aguas
doscorregos Tijuco Preto e Gregdrio. Evidencia-seque as aguas
pluviaistanto podem colaborar com um aumento, como com a
diminuicdo da condutividade, dependendo da quantidade e
espécie de ion carreado pelo escoamento. A vaz&@o dos rios
exerce efeito sobre a condutividade, provocando maior ou
menor diluicdo das cargas poluidoras.

Demanda BioquimicadeOxigénio
A concentragdo do valor médio (4,1 mg/L) manteve-se
abaixo do limite estabelecido pela Resolu¢cdio CONAMA 20/
86°, ou seja, concentragOes inferiores a 5,0 mg/L para cursos
d' aguadaClasse 2 ede 10,0 mg/L paraaClasse 3 (Tabela2).
O vaor minimo encontrado de 0,1 mg/L (PC-1), por ser

trecho a montante, tipicamente apresenta concentragéo menor
de material orgénico, provindo principalmente de drenagem
superficial de solos de regides agricol as e pastagens. No PC-3,
0 valor maximo atingiu 9,5 mg/L e este aumento deveu-se a
contribuicdo maior de esgotos domésticos, com grande
quanti dade de matériaorgani cae em menor escala, dadrenagem
superficial urbana (poluicéo difusa).

Demanda QuimicadeOxigénio

ParaaUNESCO/WHO/UNEP*, aDemandaQuimicade
Oxigénio (DQO) observadaem aguasuperficial podeter olimite
de até 20 mg/L, ou menos em agua ndo poluida, ou ainda até
200 mg/L em &gua recebendo efluentes. Neste sentido, a
concentragdo média encontrada de 18,5 mg/L esta dentro da
faixaconsideradanormal.

O valor maximo obtido (98,00 mg/L) refere-se ao periodo
chuvoso. Naestiagem, o menor vaor encontrado foi de 1,0 mg/L.
Houve um aumento daDQO no periodo chuvoso e diminuigdo no
periodo de seca.

FésforoTotal

A concentragdo maxima de fosforo total encontradade
3,1 mg/L (PC-3) indicaa polui¢do provocada pel os esgotos da
cidade, sem qualquer tipo de tratamento, no periodo de
estiagem.

O PC-1 atingiu um valor minimo de 0,1 mg/L, indicando
gue este valor pode estar relacionado a erosdo superficial dos
solos agricolas. Junto ao material erodido é de se esperar que
matéria organica do solo e fertilizantes utilizados em plantios
sejam também carreados paraorio.

Nitrogénio Total

Para cursos d’ agua a Resolugdo CONAMA 20/868 néo
estabel ece os padrdes para nitrogénio total, mas sim para seus
compostos derivados. O val or méximo encontrado no PC-3 de
6,0 mg/L indicaa polui¢do provocada pelos esgotos da cidade
langados in natura no rio.

Durante a estacdo seca a concentragcdo de nitrogénio
total chegou ao valor de 6,0 mg/L e com o advento do periodo
chuvoso, chegou a menos que o limite de detecgdo’ (<LD),
mostrando que para este par@metro houve uma alteracéo
significativa entre o periodo seco e o chuvoso.

Oxigénio Dissolvido

A Resolugcdo CONAMA 20/86° prevé para &guas de
Classe 2, uma concentragdo de Oxigénio Dissolvido (OD)
minimade 5,0 mg/L. Neste sentido, a média de 4,9 mg/L ndo
atingiu 0 minimo necessario, apresentando baixa concentracéo
de OD, devido ao seu consumo na decomposicao de matéria
organicanorio. Notrecho ondeoriorecebeaclassificagéo 3, a
média observada se enquadrou no padréo (Tabela 2).

Foi observada a diminuicdo dosteores de OD durantea
estacdo chuvosa (verdo), em relac8o aos teores da estiagem
(inverno), para um mesmo ponto. Esta constatagdo pode ser
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explicadapelarelacdo inversaentre temperaturae concentracdo
de OD naéaguae pelo carreamento de matéria organica do solo
para o rio, no periodo chuvoso.

O menor vaor de OD encontrado foi de 2,0 mg/L (PC-3),
durante o periodo de chuva e coincidiu inversamente com a
maior concentracdo de 98,0 mg/L paraaDQO, também verificada
Nno mesmo ponto e na mesma data. Neste ponto o rio sofre
descarga de esgotos domeésticos, a principal fonte de matéria
organica, diminuindo o teor de OD. O maior valor encontrado
foi 7,5 mg/L (PC-1), no trecho mais a montante, com pouca
atividade antropica, onde, portanto, era esperada uma melhor
qualidade de agua.

pH

O pH do rio Bonito apresentou val ores oscilando entre
6,0 e7,3. A concentragéo esta dentro dafaixa preconizadapela
Resolugdio CONAMA 20/86%, queéde 6,0a9,0 (Tabela2). Tanto
o vaor minimo de 6,0, quanto o maximo de 7,3 foram registrados
no PC-1, respectivamente nos periodos seco e chuvoso. O
aumento do pH em regime de chuvadeve-se, principalmente, a
maior dissolucdo de sais.

Aséaguas naturai s apresentam pH variando de 5,0 a9,0%.
OrioBonitondofogeaestaregra. Dosresultados das andlises,
96,2% indicaram a tendéncia do rio Bonito a apresentar pH
variando de 6,0 a 7,3, que caracterizam as aguas como neutras
ou levemente &cidas, certamente em razéo do tipo e composi¢éo
pedoldgica do solo da bacia e da decomposicdo de matéria
organica. De maneirageral, hAumaligeiratendénciado pH da
baciadiminuir em periodos secos.

Par ametr os Bacteriol 6gicos
ColiformesTotais

A Resolucgo CONAMA 20/868 preconizaparariosClasse
2, umaconcentragdo maxima de5,0x 10° NMP/100ml. Assim,
observando aTabela 2, verifica-se que o valor médio (3,6 x 10°
NMP/100ml) esta acima do limite estabelecido. Para o rio
considerado Classe 3, o padréo admitido é de 2,0 x 10* NMP/
100ml. Nota-se também que o valor médio de 3,6 x 10° NMP/
100ml estaacimado limitelegal.

Os resultados das andlises mostraram que nao ha
diferencas assinalaveis entre os periodos de chuva e estiagem.
A Tabela2 mostraque o valor minimo de 2,0 x10? NM P/100m
encontrado no PC-1 esta associado ao contato com fezes
humanas de moradias isoladas e de fezes de animais de sangue
quente. O maior valor concentra-se no PC-4 (5,0x10° NMP/
100ml), sendo que a contribuicéo se deve ao langcamento dos
esgotos da cidade.

ColiformesFecais

Observando a Tabela 2, verifica-se que a Resolucéo
CONAMA 20/868limitaosriosClasse2 em até 1,0 x 103NMP/
100ml e neste sentido, amédiaobtidade 1,2 x 10* NMP/100m,
esta acimado limite estabelecido. No trecho Classe 3, também
ndo foi atendido o requisito legal.
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Ovalor minimo de 2,0 x 10?2 NMP/100ml estarelacionado
com as fezes dos individuos de moradias isoladas, comuns na
regido, bem como aos detritos de animais homeotérmicos
(animai s de sangue quente), que podem conter microrganisSmos
capazes de contribuir para a contaminacéo da agua,
principalmente nos periodos de chuva. Para Nuvolari e
Daniel’8, os microorganismos oriundos das fezes humanas
podem conter organismos patogénicos. O valor maximo de 2,1
x 10° NMP apresenta contaminagdo fecal proveniente do
langamento dos esgotos da cidade.

CONCLUSOES

A principa fonte de matéria orgénica na bacia do rio
Bonito &, sem dlivida, a descarga dos esgotos domésticos in
natura no municipio de Descalvado. Asandlisesde DBO, DQO,
OD, coliformes e nutrientes, confirmam a necessidade da
implantagéo, em carater de urgéncia, de um sistema de
tratamento dos esgotos paraacidade. Osresultadosde DBO e
decolimetriaindicam também, que o atual sistemadetratamento
dos esgotos do abatedouro de frangos necessita de uma
reavaliagdo para se adequar as normas vigentes.

Credita-se geralmente, a degradacdo da qualidade das
aguas as atividades urbanas e ao lancamento de efluentes.
Entretanto, o tipo de solo e a erodibilidade de uma bacia,
associados as atividades agro-pecuarias nela desenvolvidas,
podem ser responsaveis pel o aumento significativo das cargas
poluidoras difusas, com o0 consegliente agravamento dos
impactos sobre a qualidade das aguas.

Pela andlise da série de sdlidos, principalmente a de
solidos suspensos totais, verifica-se que ndo se isenta a agéo
depredadora das mineradoras e da erosdo por atividades agro-
pecuarias. O impacto da erosdo do solo manifesta-se pelo
assoreamento observado, principal mente no PC-5. O aportede
solidos nesta regido de véarzea, em que a velocidade do rio é
menor, provoca grande quantidade de bancos de areia,
diminuindo consideravel mente aalturadalaminad’ agua.

Um dos efeitos imediatos no periodo das chuvas é
observado na estrada que da acesso a esta area e que se situa,
aproximadamente, a 300 metros do PC-5 e que devido a
enchente, torna-se intransitavel. O assoreamento visivel
normalmente € a menor parte do depésito, sendo que um
levantamento batimétrico permitiria o conhecimento da real
situac8o do leito dorio.

A grande variag&o do desvio padréo de cada paré@metro
ou medida (Tabela 2), deve-se ao fato de haver uma oscilagdo
consideravel dos parametros, observada entre os periodos de
seca e 0 chuvoso.

A fragil condicdo da bacia destaca-se na ocasido das
chuvas, concentradas entre os meses de outubro e margo,
coincidindo com o periodo de preparo do solo, justamente
quando este ficamenos protegido pelavegetacdo e, portanto,
mais susceptivel a erosdo. Os resultados obtidos confirmam
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arelacdo entre o tipo de solo e a qualidade das aguas, com o
carreamento de sedimentos para o rio. As maiores
concentragdes de sdlidos foram encontradas em periodos de
chuva, asaber: solidostotais (300,0 mg/L), sélidos suspensos
totais (150,0 mg/L), turbidez (147,0 uT) e cor aparente
(443,0 uC). A confrontag8o destes resultados com o mapa
pedol égico confirmaque o latossol o vermelho-amarel o exerce
maior influéncia no carreamento de sélidos, principa mente
no PC-1. Além dosimpactosfisicos, o transporte de particulas
solidas traz, agregado, toda uma carga de poluentes. Dentro
deste contexto, as medidas adequadas de controle do
transporte de sdlidos sdo fundamentais para minimizar os
efeitos indesgjaveis da turbidez e do assoreamento do rio,
devendo abranger providéncias na prevencdo e controle da
erosdo na bacia
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RESUMO

Foi verificado o efeito dairradiacdo gama ((°Co) em doses que variaram de 0 a 30 kGy, na destruicéo de
diferentes niveis aflatoxina B, em amostras de amendoim, cultivar Tatu Vermelho, artificialmente e
natural mente contaminadas, procedentes de Sdo Paul o, safras 2001/2002 e 2002/2003. A &flatoxinaB, foi
extraidaem misturade metanol e KCI 4% (270 + 30, v/v), seguido de clarificagdo com CuSO, 10% e particdo
com cloroférmio. A quantificacdo foi feitapor cromatografia em camada del gada, medindo-se a érea das
fluorescéncias de amostras e padrdes em densitdmetro a 366 nm. Doses deirradiacdo gama (*°Co) de 1, 5
e 10kGy reduziram em cercade 20 % os niveis de af|atoxina B, em amostras artificial mente contaminadas
com 55,3, 105,8 €159,3 ug.kg™. Asamostras natural mente contaminadas com aflatoxina B, (84,0 € 258,3 g.
kg?) etratadas com irradiacdo gama (*°Co) em doses de 5 e 10 kGy, ndo apresentaram reducdo do teor de
aflatoxinaB, . Entretanto, asamostras natural mente contaminadas com aflatoxinaB, (86,0 €248,0 ug.kg™) e
irradiadas nas doses de 15, 20, 25 e 30 kGy apresentaram val ores menores de aflatoxina B,, com faixade
reducdo que variou de 49 a 72%. Destaforma, pode-se concluir queairradiacao gama (°Co) ndo é capaz de
destruir total mente aaflatoxina B, em condi¢des naturais, mesmo em doses de até 30 kGy.
Palavras-Chave. amendoim, aflatoxinaB,, irradiagdo gama.

ABSTRACT

The effect of gamma-irradiation in doses ranging from 0 to 30 kGy was verified in order to inactivate
aflatoxin B, in peanuts sample. Peanut samples of Tatu Vermelho cultivar 2001/2002 and 2002/2003 crops,
cultivated in Sao Paulo state, naturally or experimentally contaminated with aflatoxin B, at varied contents,
wereinvestigated. Aflatoxin B, wasextracted with methanol: 4% potassium chloride moisture (270 + 30, v/
v) followed by clarification with 10% cupric sulfate and partition with chloroform. Aflatoxin quantification
was done by means of thin layer chromatography, measuring the samples and the standard fluorescent
areas on densitometer at 366 nm. Gammairradiation (*°Co) at dosesof 1.5 and 10 kGy reduced the aflatoxin
B, contentsin around 20% in samples experimentally contaminated with 55.3, 105.8, and 159.3 pug.kg™. In
naturally contaminated peanut samples containing 84.0 pug.kg™* and 258.3 pg.kg™ of aflatoxin B, , and
treated with gammearirradiation (*Co) at 5 and 10 kGy doses, no reduction of aflatoxin B, levels was
evidenced. On the other hand, samples naturally contaminated with aflatoxin B, (86.0 and 248.0 ug.kg™)
and irradiated with 15, 20, 25 and 30 kGy doses, showed lower values of aflatoxin B,, ranging from49to
72%. In conclusion, no total inactivation of aflatoxin B, occurs by means gammarirradiation (*Co) in
natural conditions, even at 30 kGy dose.

Key Words. peanut, aflatoxin B,, gammairradiation.
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INTRODUCAO

As aflatoxinas sdo produtos do metabolismo secundario
do Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e Aspergillus
nomius, que contaminam as culturas no campo durante o
armazenamento etambém os produtos alimenticios. A aflatoxina
B, apresentaatividade carcinogénica, teratogénicae mutagénica
para os seres humanos e animais, e entre todas, é usualmente a
toxinade maior ocorréncia e concentracéo nos alimentos.

A contaminagdo de alimentos com aflatoxinas € mais
freqliente em regies tropicais e subtropicais, como o Brasil,
onde o climafavorece o desenvol vimento de fungostoxigénicos,
principal mente em amendoim?2,

O processo de irradiacdo consiste na exposicdo de
alimentos a uma fonte de radiag&o ionizante, minuciosamente
controlada, por tempo pré-fixado. Radiagdes ionizantes s&o
particulas ou fétons que possuem energia suficiente para
produzir particul as el etricamente carregadas (ions) nosmateriais
com 0s quais entram em contato. Os irradiadores gama
comerciais utilizam, em suamaioriafontes de®Co. Estaescolha
esté baseada na insolubilidade do ®Co em agua e no fato de
este fornecer a mesma dose em tempo 7 vezes menor que 0
137C34,5_

A radiac8o ionizante pode agir diretamente sobre os
componentes essenciais da célula ou indiretamente,
proporcionando a formagdo de produtos radioliticos,
particularmente osradicaislivres formados a partir da ague’.

Em 1981, a preservacéo de aimentos pelo tratamento
comairradiacéo foi aprovadapelo Comité Misto daOrganizacéo
das Nagbes Unidas para a Alimentaggo e Agricultura (FAO/
WHO) eaAgéncialnternacional de EnergiaAtémica (IAEA).
Em 1984 foi criado o Grupo Consultivo Internacional sobre
Irradiacéo de Alimentos (GCIIA) pelaWHO, juntamente com a
FAO ealAEA, paraacompanhar a evolucéo dessatecnologia.
O Brasil, junto com mais 44 paises, faz parte desse grupo’®.

No Brasil esthemvigor aResolucgo RDC N.° 21, de26 de
janeiro de 2001, daAgénciaNacional deVigilanciaSanitériado
Ministério daSalde. Nao hamaisrestri¢cies em rel agéo as doses
aserem aplicadas. Qualquer alimento pode ser irradiado, desde
que sejam observadas as seguintes condicoes: (1) adose minima
absorvida deve ser suficiente para alcancar a finalidade
desejada; (2) a dose maxima deve ser inferior aguela que
comprometeriaas propriedades funcionais do alimento®.

O objetivo do trabalho foi verificar a eficiéncia da
irradiagdo gama (*°Co) em destruir aaflatoxina B, em amostras
de amendoim artificial mente e natural mente contaminadas.

MATERIAL E METODOS

Amodtras

Os experimentos foram realizados em amostras
artificialmente e naturalmente contaminadas, constituidas de
gréos de amendoim beneficiado, cultivar Tatu Vermelho, safra

2001/2002 e safra 2002/2003, provenientes da Industria de
Alimentos Santa Helena (Ribeiréo Preto - S&o Paul 0).

As cinco amostras encaminhadas apresentavam 0s
seguintes niveis de aflatoxinas:

A. Safra2001/2002
1. Aflatoxinas: ndo detectadas (ND)
2. AflatoxinaB,: 84,0 ug.kg*
3.AflatoxinaB,: 258,3 ug.kg*

B. Safra2002/2003
4. AflatoxinaB,: 248,0 ug.kg*
5.AflatoxinaB,: 86,0 ug.kg*

A quantificag8o das aflatoxinas foi efetuada na
Industria de Alimentos Santa Helena e confirmada na
Fundacdo Ezequiel Dias (Laboratério de Micologia e
Micotoxinas).

Preparodasamostras
O preparo das amostras foi efetuado de acordo com a
finalidade de cada ensaio e descrito a seguir:

Verificacdo da eficiéncia da irradiacdo gama (*°Co) na
destruicdo da aflatoxina B, em amostras artificialmente
contaminadas

A amostral (AflatoxinaB,: ND) foi espalhadaedividida
em 3 bandejas de aluminio, com cercade 2,0 kg em cadauma
delas. Posteriormente, realizou-se acontaminag&o com solugdo
padréo de aflatoxina B, (item 2.3) paraobter concentragdes de
50, 100 e 150 pg.kg™ de aflatoxina B,, respectivamente. As
amostras permaneceram atemperaturaambiente durante anoite
para evaporacdo do solvente. Em seguida foram moidas,
homogeneizadas e passadas em tamiz 20 mesh. Apoés
guarteamento, as amostras foram pesadas em sacos plasticos
(200 g) e guardadas sob refrigeracao (4°C) até o momento de
seremirradiadas. Anteriormente ao processo deirradiacdo, foram
determinados em triplicata os niveis de aflatoxina B, das trés
amostrasfortificadas.

Verificagdo da eficiéncia da irradiagdo gama %°Co na
destruicdo da aflatoxina B, em amostras naturalmente
contaminadas

Asamostras 2, 3, 4 e 5 naturalmente contaminadas com
aflatoxina B,, foram moidas, homogeneizadas e passadas em
tamiz 20 mesh. Apos quarteamento, as amostras foram
distribuidas em sacos plasticos contendo cerca de 200 g. Em
seguidao material foi acondicionado sob refrigeracéo (4°C) até
0 momento de ser irradiado.

Solugdo padraodeaflatoxinaB,

Solugéo padréo estoque de aflatoxina B, (10,92 ug.mL )
foi preparada dissolvendo o padrdo solido (Sigma, Sigma
Chemical Co. St. Louis, MO) em benzeno:acetonitrila(98:2, v/
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V). A concentragdo exata foi medida em espectrofotdmetro
Shimadzu UV-1601 PC, Shimadzu Scientific Instrument, Japan®®.

M etodologiadeirradiago

O processo deirradiagdo foi conduzido e executado na
Empresa Brasileira de RadiagBes Ltda - EMBRARAD (Sdo
Paulo). A taxa de dose foi por volta de 4,0 kGy.h?, tendo o
irradiador uma fonte de %°Co com tecnologia da Nordion
Canadian.

Em amostrasartificialmente contaminadas

A amostra preparada no item 2.2.1 foi irradiada com
irradiagdo gama (*Co) nosniveisde0,0, 1,0, 5,0e10,0kGy, em
triplicata. Posteriormente, aquantificacéo daaflatoxinaB, nas
trés concentragdes de contaminagdo, foi executadaemttriplicata,
obtendo-se entdo nove resultados paracadanivel deirradiacéo
e concentragdo de aflatoxinaB,.

Em amostrasnatur almentecontaminadas

As amostras preparadas no item 2.2.2 seguiram o
seguinte esquemade irradiacdo gama:

Amostra 2 (84,0 pg.kg?): Controle (sem irradiacéo) e
irradiadacom 5,0 € 10,0 kGy. A irradiacdo em cadaum dos niveis
estudados foi efetuada em uma Unica amostra. As andlises de
quantificagéo de aflatoxina B, foram redizadas em triplicata;

Amostra 3 (258,3 pug.kg?): Controle (semirradiagéo) e
irradiadacom 1,0, 5,0 10,0 kGy. A irradiacdo em cadaum dos
niveisestudados e asanalises de aflatoxina B, foram efetuadas
emtriplicata.

Amostra 4 (248,0 ug.kg?') e Amostra 5 (86,0 pug.kg?):
Controle (semirradiacdo) eirradiadascom 15, 20, 25e30kGy. A
irradiacdo em cada um dos niveis estudados foi efetuada em
uma unicaamostra. As andlises de quantificagdo de aflatoxina
B, foramrealizadasem triplicata

Quantificacdo deaflatoxinaB,

O método empregado foi o descrito por Valente Soares
e Rodriguez-Amaya™. A separagdo eidentificacdo daaflatoxina
B, foi realizada por cromatografiaem camada delgada (CCD),
em placasdesilicagel 60G, 20 x 20 cm (Merck) semindicador
fluorescente, com espessura de 0,25 mm, utilizando-se como
fase movel tolueno:acetato de etila:clorof ormio:écido férmico
(70:50:50:20, v/v/viv), recomendado por Gimeno'2. Osextratos
das amostras para CCD foram ressuspendidos em
benzeno:acetonitrila(98:2), em volumes quevariavam de 100 a
300pL. Para aplicacdo na placa de cromatografia de camada
delgada foram utilizados volumes que variaram de 2 a 10pL.
Para a elaborac&o das curvas de calibracdo foram utilizados
volumes da solucéo padrdo (item 2.3) nafaixade 2 a 10uL,
sempre com um minimo de 4 pontos. A quantificacdo das
aflatoxinas foi feita por medidas das intensidades das
fluorescéncias dos spots das amostras e de padrfes, em
Densitdmetro Shimadzu, modelo CS9301PC, com |&ampadade
xenobnio, em leitura linear, com feixe 0,4 x 5,0 mm e alta
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sensibilidade de fluorescéncia. Os niveis de aflatoxina B, nas
amostras foram calculados a partir das areas dos picos das
aflatoxinas referentes aos extratos das amostras e da solugéo
padréo de aflatoxinaB, .

Delineamento experimental eandliseestatistica

O modelo estatistico foi dado em funcédo do
delineamento inteiramente casualizado, cujo método consiste
em realizar andlisedevarianciaparaidentificar diferencasdos
tratamentos (13). No experimento descrito no item 2.4.1, o
esquemafatorial foi 4 dosesdeirradiacdo gama(0, 1, 5e 10 kGy
e 3 concentragGes de aflatoxina B, totalizando 12 tratamentos.
Analogamente, no experimento descrito no item 2.4.2 foi
utilizado o esquema fatorial somente nas amostras 4 e 5,
congtituindo 5 doses deirradiagc@o gama(0, 15, 20, 25 e 30 kGy)
e duas concentragdes de aflatoxina B, totalizando 10
tratamentos. Em todos os experimentos ef etuados os resultados
foram avaiados pelo Teste F paraconstatar a presencade efeitos
significativos (p < 0,05). Nestes casos foi aplicado o teste de
Tukey para determinar as diferencas entre as médias e/ou a
técnicade regressdo. Foram utilizados os recursos do software
estatistico SASe SISVAR¥,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Destruicdo da aflatoxina B, em amostras artificialmente
contaminadaseirradiadas

As concentragOes obtidas de aflatoxina B, em amendoim
artificialmente contaminado, apartir dafortificacéo daamostra
1(item 2.2.1), foram 55,3, 105,8 € 159,3 ug.kg™. Aposirradiacéo
com®Coal,0,5,0e10,0kGy (item 2.4.1), osteoresencontrados
de aflatoxina B, e o resumo da andlise de variancia estéo
apresentados nas Tabelas 1 e 2.

Fixando o nivel de significancia em 5% (teste F), os
resultados encontradosindicam que apenas os efeitos principais,
doses (p=0,0000) e concentragéo (p=0,000), foram significativos,
isto & pelo menos uma das médias apresenta diferenca
significativaquando comparadacom asdemais. Convém salientar
gue a interagdo dose* concentragdo ndo foi significativa (p=

Tabela 1. Teores de Aflatoxina B, em amendoim in natura
artificialmente contaminado em trés concentragdes, apos
irradiacdo, emtriplicatacom®Co a0, 1, 5e 10kGy.

Dosede AflatoxinaB, (ug.kg™)
irradiacéo (kGy)
0 55,3* 105,8* 159,3*
1 43 4** 91,4** 135,4**
5 39,6+* 85,0** 132,6%*
10 39,0** 82,1** 131,2%*

*Mediasdetriplicata.
**Médias de triplicata em cada nivel de irradiagdo da
quantificagéo de aflatoxinaB,.
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0,8700), o que leva a crer na auséncia da dependéncia entre as
concentracGes de aflatoxina B, com as doses empregadas de
irradiac@o gama.

Dessaforma, como n&o ficou comprovadaainteracdo entre
osfatores, efetuou-se o teste de Tukey, em nivel de significancia
de 5% para os €efeitos principais. dose de irradiacéo gama e
concentraggo de contaminagdo de aflatoxinaB, (Tabela3).

Os resultados foram considerados para cada fator,
independentemente do outro. Comparando-se as doses de
irradiac&o, pode-se verificar que apenas adose inicia (0 kGy)
diferesignificativamentedasdemais (letraminusculadiferente),
a0 passo quedosesde 1, 5 e 10 kGy apresentaram comportamento
similar (letraminsculaigual). Em relagdo as concentragdes de
contaminacdo, as doses apresentaram médias diferenciadas
(letras mindscul as diferentes). Pode-se observar que o aumento
da dose de irradiacéo nas trés concentragdes de contaminagdo
provocou aumento na redugdo do teor de aflatoxina B,.
Entretanto, mesmo adose deirradiacéo a 10 kGy ndo foi capaz
deeliminar totalmente a&flatoxinaB, .

Destruicdo da aflatoxina B, em amostras naturalmente
contaminadaseirradiadas

Os resultados do efeito da irradiagdo gama (*°Co) na
destruicdo da aflatoxina B,, em amostras naturalmente
contaminadas, 84,0 e 258,3 ug.kg?, amostras 2 e 3,
respectivamente (item 2.4.2), e os resumos das respectivas

Tabela 2. Andlise de variancia das respostas de contaminagao
em 3 concentractes de aflatoxina B, e 4 doses de irradiacéo
gama(®*Co).

Fontede GL. QM. p-valor
variacio
Concentracdo 2 27233,7608 0,0000
Dose 3 971,599 0,0000
Concentracéo* 6 20,8403 08700
Dose
Erro 24 741427
Total b

Coeficientedevariacdo: 9,4%

andlises de variancias dos dados referentes aos efeitos dos
tratamentos ef etuados s8o apresentadosnas Tabelas 4, 5,6 e 7.

Observou-se que nasdosesde 1, 5, e 10 kGy (Tabelas 4
e 6) praticamente ndo ocorreu destruicéo da aflatoxina B, em
amostras naturalmente contaminadas, diferentemente das
amostras artificialmente contaminadas, que apresentaram
reducdo de cerca de 20% (Tabela 1). Esta diferenca pode ser
explicada pelo fato de a aflatoxina B,, na amostra in natura,
estar ligada a componentes naturais como as proteinas,
conferindo protecéo aos efeitos dairradiacio gama. Damesma
forma, as interagdes dos radicais livres e moléculas ativas,
produzidas durante o processo de irradiacdo, com a aflatoxina
B, livre, como no caso das amostras fortificadas, devem
acontecer deformamaisfacil eefetivat®.

A andlise de variancia mostrada na Tabela 5 evidencia
estati sticamente que as doses deirradiacdo gama (5 e 10 kGy —
Tabela 5) utilizadas para destrui¢do da toxina na amostra
avaliada, apresentaram o mesmo comportamento em relacdo a
amostrando irradiada (OkGy). Estefatofoi constatado em virtude
de a probabilidade do teste F (p= 0,824) ser superior a
probabilidade 0,05, isto &, nivel de significancia. Da mesma
forma, aandlise de varianciaregistradanaTabela7 mostraque
ndo hadiferencasignificativaentre asdosesdeirradiago gama
utilizadas (1; 5 e 10 kGy —tabel a 6) na destrui¢éo daaflatoxina
B,. Estefato foi observado em fungéo de aprobalidade do teste
F (p=0,392) ser superior a probabilidade 0,05, isto &, nivel de
significancia.

Os resultados do efeito da irradiagdo gama (*Co) em
dosesde0, 15, 20, 25 e 30 kGy nadestruicdo daaflatoxinaB,, em
amostras naturalmente contaminadas, 248,0 e 86,0 ug.kg?,
amostras4 e 5, respectivamente (item 2.4.2), s8o mostrados nas
Tabelas8e9eFigurasle2.

Fixando o nivel de significancia em 5%, os resultados
encontrados na andlise de variancia indicaram que os efeitos
principais, doses (p= 0,0000) e concentragbes de contaminacdo
(p=0,0000) foram significativos, isto & pelo menosumadasmédias
apresentadiferencad gnificativaquando comparadacom asdemais.
No caso da interag8o dose* concentracdo, esta se mostrou
significativa (p= 0,0000). Assim sendo, pode-se afirmar que as
dosesdeirradiacio apresentaram-se dependentes daconcentracgo
de aflatoxina B,. Portanto, para melhor investigagdo tornou-se

Tabela 3. Efeitos médios de doses de irradiacdo gama (a) e de concentrages de contaminagdo de aflatoxina B, (b) naredugéo
do nivel de aflatoxinaB,. Teste de Tukey em nivel de significanciade 5%.

Dosesde Médiasde Concentracdes Médiasde
irradiacdogama aflatoxinaB, decontaminagdo aflatoxinaB,
(kGy) (ng-kg?) (ngkg?) (ngkg?)
10 84,1b 553 44.3c
5 85,7b 1058 91,0b
1 90,0b 1593 1396a
0 106,8a

@

(b)
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Tabela 4. Teores de aflatoxina B, em amendoim naturalmente
contaminado com 84,0 ug.kg* (Amostra2), aposirradiacdo com
%Coa0; 5e10kGy eandiseemtriplicata.

Tabela 6. Teores de aflatoxina B, em amendoim naturalmente
contaminado com 258,3 ug.kg! (Amostra 3) apésirradiacéo,
emtriplicata, com%Coa0; 1; 5e 10kGy.

Dossde AflatoxinaB, Mélia Coeficientede Dosede AflatoxinaB, Média  Coeficiente
Irradiagdo  (ug.kg?) (wg.kgh) Variacao(%) Irradiacdo Repeticdes (pg.kgl)” Aflatoxina deVaria-
(kGy) (kGy) B, (Mg-kg") ¢ao (%)
0 690 840 25 0 A 2387 2583 72

710 B 2590
1130 C 213
1 A 2450 2530 6,1
5 980 203 83 B 2657
90,0 C 2490
830 5 A 2770 266,0 74
B 2747
10 750 82,7 91 C 2470
830 10 A 213 2510 57
90,0 B 2453
C 2583

Tabela5. Andlisedevarianciaparaverificar o efeito dadose de
irradiacdo gama (*Co) nadestruicdo de aflatoxina B, emamostra
naturalmente contaminada (84,0 ug.kg?).

* Médias de trés determinagoes

Tabela 7. Andlise de variancia para verificagdo do efeito da
dose de irradiagéo gama (*Co) na destruiggo de aflatoxina B,
em amostra natural mente contaminada (258,3 ug.kg?).

Fontede GL. QM. p-valor Fontede GL. QM. p-valor
variacio variagio
Dose 2 49 0824 Dose 3 34 0,392
Erro 6 243 Erro K 373
Totd 8 Total K]

Coeficientedevariagéo: 18,2%

Coeficientede variago: 7,5%

Tabela 8. Teores de afl atoxina B, em amendoim natural mente contaminado com 248 ug.kg* (amostra5), aposirradiagéo com

®Coa0, 15, 20, 25e30KkGy.

Dose(kGy) Repeticdes AflatoxinaB, (ug.kg?) Média(ugkgl)”  CoeficientedeVariagdo (%)

0 A 268 248a 83
B 27
C 249

15 A 84 75b 121
B
C 71

20 A 8 6% 193
B 58
C 66

25 A 70 6% 36
B 72
C 67

30 A 67 78b 182
B A
C 73

*Médias com amesmalletranavertical nao diferem entre si pelo Teste de Tukey em 5% de probabilidade.
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necessario a realizagdo do desdobramento das dosagens de
irradiacéo dentro de cada concentracéo de aflatoxina B,

Considerando-se o nivel de significancia em 5%, os
resultados encontrados evidenciam que para cada concentragcdo
de aflatoxina B, as doses de irradiagdo apresentaram
comportamento diferenciado, conforme mostrado nos model os
quadréticos (Figura3).

Conforme observado, os modelos ajustados est&o
adequados aos dados experimentais. Estefato foi comprovado
mediante o alto valor do R? verificado em ambas as
concentragfes de contaminagdo, ou seja, proximo a 100%.
Observou-se, nos model 0s acima, que amaior concentracdo de
aflatoxina B, ocasionou resposta maior apos irradiagdo da
amostra. Notou-se também que a medida que as doses de
irradiagdo gama aumentavam, houve redugdo na resposta de
teor de aflatoxina B,. Esta redugdo foi mais acentuada para a
maior concentracao de aflatoxinaB, .

A aplicacdo de doses maiores de irradiagdo gama (15,
20, 25 e 30 kGy), em amostras natural mente contaminadas com
5-6% de umidade, conferiu reducdo de aflatoxinaB, nafaixade
49 a72% (Figuras 1 e 2). Esses resultados estdo em desacordo
com os obtidos por Aziz e Youssef’. Esses autores, no Unico
trabalho descrito em literatura sobre o assunto, conseguiram
reducdo da aflatoxina B,, em amendoim in natura, de 45% na
dosede5kGy, 82-88% com 10 kGy e 100% com 20 kGy. Deve-se
registrar que nesse trabalho foi utilizada amostra com
concentragéo de 27,0 pg.kg™ de aflatoxina B, e que os autores
n&o mencionaram o nivel de umidade daamostrairradiada. Sabe-
se que quanto maior o teor de dgua do grao, mais efetivo é o
processo deirradiagdo. O processo de radiolise dadguaforma
maior nimero de radicais livres e de outras espéciesibnicas e
excitadas, aumentando os efeitos indiretos da irradiagéo™®*°.

Outra possivel explicacdo para airradiagdo gama ndo
ser total mente efetiva seria o pequeno tamanho damoléculada

Tabela 9. Teores de af|atoxina B, em amendoim natural mente contaminado com 86 ug.kg™* (Amostra6), apdsirradiacdo com

®Coa0, 15, 20, 25e30kGy.

Dose(kGy) Repeticoes Aflatoxina B, (ng.kg?) Média(ug.kg?l)®  CoeficientedeVariagdo (%)

0 A A 86* 174
B £9)
C 60

15 A 42 44b 91
B 2
C K]

20 A 3B 35b 52
B )
C K2

25 A 2 2% 39
B 2
C 3l

30 A 0 33b 132
B 3
C 3

*Meédias com amesmalletranavertical ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey em 5% de probabilidade.

709 [2Y 72% 0,

Porcentagem
(&)
o
X

Escala kGy

100%
66%

£ 75% 59% 2 29
g
£ 50%
[}
2
S 25%
[a

0%

Escala kGy

Figura 1. Porcentagem médiade reducéo de aflatoxinaB, - 248
pg.kg! - em funcdo dadose deirradiacéo.

Figura 2. Porcentagem meédia de reducéo de aflatoxina B, - 86
pg.kg! - em funcéo dadose deirradiacéo.
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Figura 3. Modelos quadréticos para as doses de irradiacdo na
concentracdo altae baixade aflatoxina.

aflatoxinaB, (peso molecular 312 g). Sabe-se que asensibilidade
airradiacdo gama € proporcional ao seu peso molecular. Uma
moléculade DNA, por exemplo, € mais sensivel que ade um
aminoéacido®. Além disso, 0 amendoim apresenta el evado teor
de proteinas e lipides (50% de gordura e 22-30% de proteina).
Essas mol écul asteriam maior probabilidade (efeito competicao)
de sofrer agdo diretaeindiretadasradiagctesionizantes, durante
0 processo deirradiagdo, que a aflatoxina B, %%,

Desde que néo foi observada diferenca significativa,
em nivel de 5 % de probabilidade, entre o percentual de
destruicéo de aflatoxina B, e as doses de 15, 20, 25 e 30 kGy,
sugere-se que sejaaplicadaadose de 15 kGy paraamendoimin
natura contaminado com &flatoxinaB,, com o objetivo dereduzir
niveis elevados de contaminacdo. Entretanto, a estabilidade
do 6leo de amendoim e a qualidade do produto devem ser
avaliadas pelo monitoramento dos valores de acido
tiobarbiturico e do indice de peréxido. Chiou et al. observaram
um ligeiro aumento desses parametros quando dose de 15 kGy
foi aplicadaem amendoim em gréo®.

CONCLUSOES

Doses de irradiacéo gama (**Co) até 10 kGy ndo foram
suficientes para destruir aflatoxina B, em amostras natural mente
contaminadas. Estas mesmas doses, entretanto, destruiram cerca
de 20% daaflatoxinaB, em amostrasartificia mente contaminadas.

Dosesdeirradiagdo gama (*°Co) de 15, 20, 25 e 30 kGy
destruiram a aflatoxina B, em amostras naturalmente
contaminadas, em percentual que variou de49 a72%.
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RESUMO

A aflatoxinaM, (AFM,) €um produto da biotransformagao daaflatoxinaB,, aqual éexcretadano leitede
animais que ingerem alimentos contaminados. Os objetivos deste trabalho foram otimizar o método por
cromatografiaem camadadelgada(CCD) paraandisedeAFM, em |eite de cabraeavaliar suaocorrénciano
Estado da Bahia. Foram coletadas 100 amostras de |eite em cinco propriedades, localizadas naregido do
Reconcavo Baiano, durante o periodo de novembro de 2000 aagosto de 2002. AAFM, foi determinadano
|eite por meio de método de CCD conforme Sabino et al. (1989) modificado com autilizac&o de acetato de
chumbo nafase de purificacdo para promover a precipitacéo de proteinas do substrato, possibilitando a
visudizagdo daAFM, naplacacromatografica. Oslimites de deteccdo e quantificagdo obtidos pelatécnica
modificadaforam de 0,2 e 0,5ug/L, respectivamente, com percentual de recuperacéo de 89,6% e coeficiente
de variacdo igual a zero. Estes resultados revelaram que esta metodol ogia mostrou-se eficiente para a
determinagdo de AFM, em |eite caprino. Em todas as amostras analisadas néo foi detectadaa presencade
AFM , demonstrando a boa qualidade deste produto quanto a contaminagéo por esta toxina.
Palavras-Chave: &flatoxinaM, |eite caprino, metodol ogiapor CCD, ocorréncia.

ABSTRACT

Aflatoxin M, (AFM,) is a biotransformation product from aflatoxin B,, which is excreted in milk from
animals that ingest contaminated foodstuff. The objectives of this study were to improve the thin layer
chromatography (TLC) technique for analyzing AFM, in goat milk, and to evaluate its occurrence in
samplesfrom State of Bahia. One hundred raw milk sampleswere colleted from fivefarms, located at the
Recdncavo Baiano, during the period from November 2000 to August 2002. Milk sampleswere analyzed for
determining aflatoxin M, by meansof TL C technique (Sabino et al. 1989) with some modifications. For that,
|ead acetate was empl oyed during the purification processin order to precipitate proteinsfound in substrate,
and allowed the visualization of AFM, on chromatography plate. By means of modified TL C techniquethe
detection and quantification limits of aflatoxin M, were of 0.2 and 0.5 ug/L, respectively. The percentage of
recoveries average and coefficient of variation for AFM detection were 89.6 e 0%, respectively. These
resultsrevealed that thistechnique wasefficient for determining AFM, ingoat milk. AFM, was not detected
inany of theanalyzed samples, demonstrating the good quality of these products regarding to contamination
by thistoxin.

Key Words. aflatoxin M, goat milk, TL Ctechnique, occurrence.
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INTRODUCAO

O efetivo de caprinos leiteiros do Brasil representa o
oitavo maior rebanho do mundo!. Atualmente, a producéo
nacional deleitede cabraéestimadaem 7.920.000 litros, sendo
que 45,4% desta producdo concentram-se naregiao Nordeste?.
Devido ao seu ato valor nutricional, excelente digestibilidade
ebaixo potencial alergénico, o leitede cabravem sendo bastante
utilizado na alimentac&o humana, especiamente de criancas,
idosos e individuos portadores de alergia ao leite boving®.

O leite de cabra é composto principal mente de gordura,
proteinas, aglicares, vitaminas e sais minerais. Sua composi¢ao
médiaécomparavel ado leitede vaca, apresentando um teor de
gordura e proteinas ligeiramente mais elevado. As cinco
principais proteinas do leite de cabra sdo 3-lactoglobulina, o-
lactoal bumina, k-caseina, f-caseing, o -caseina, as quais tém
grande semelhanca com seus homélogos no leite de vaca,
embora algumas variagdes na composi¢do e sequéncias de
aminoécidos destas proteinas tém sido observadas. O leite de
ambas as espécies contem niveissimilares de 8-lactoglobulina,
enquanto que o leite caprino apresenta um nivel bastante
reduzido de o caseina e aproximadamente o dobro da
quantidade de 2-caseina e a.-lactoal buminaencontradano leite
bovino®.

O éxito comercial daproducao deleite, anivel nacional
einternacional, estadiretamente relacionado ao monitoramento
da qualidade do produto. Nesse sentido, dentre outros
agravantes, a presenca de residuos de micotoxinas,
particularmente aflatoxinas no leite, representa um dos mais
sérios problemas no controle de qualidade alimentar,
consistindo em fonte potencial de risco a salde publicar.

A aflatoxina M, (AFM ) €& um produto da
biotransformacao daaflatoxinaB,(AFB,), excretadano leitede
mamiferos queingerem alimentos contaminados por estatoxing’.
Apesar deste metabdlito apresentar menor toxicidade quando
comparado com o seu precursor, também tem sido referido como
agente mutagénico e carcinogénico’.

A ocorréncia de AFM, tem sido observada em leite de
bufalos?, caprinos®', bovinos''*2, ovinos®® e humano. No
Brasil, os estudos tém demonstrado a presenca desta toxina
principalmente no leite de bovinos'>!® e humano'’, e até o
momento, nenhum relato cientifico sobre o monitoramento de
AFM, em |eite caprino tem sido descrito.

A andlise de AFM, em leite € geral mente realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)™®*, sendo o
meétodo de cromatografia em camada delgada (CCD) também
recomendado para laboratdrios que ndo dispdem deste
equipamento®?., Entretanto, os relatos cientificos sobre a
determinagdo destatoxina em leite de cabra, empregando este
ultimo método sdo escassos?.

O presente trabalho teve como objetivos otimizar o
método de cromatografiaem camadadelgada (CCD) paraandise
deAFM, emleitede cabra, everificar aocorrénciadestatoxina
em |eite caprino no estado da Bahia.
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MATERIAL E METODOS

Coletadasamostras

Foram realizadas quatro coletas de leite em cinco
propriedades de caprinos leiteiros, localizadas no Reconcavo
Baiano (municipios de Amélia Rodrigues, Camagari, Feira de
Santanae Sim@es Filho), durante o periodo de novembro/2000 a
julho/2002. A escolha das propriedades foi estabelecida em
funcéo damaior concentragéo de caprinos | eiteiros encontrada
nestaregi&o, enquanto que o periodo das coletasfoi determinado
de acordo com as condi¢des de manejo relacionadas as épocas
de producdo deleite dos animais, sendo portanto realizadasem
novembro/2000, fevereiro/2001, fevereiro/2002 ejulho/2002. Em
cada propriedade e por coleta, foram obtidas quatro amostras
individuais (150 mL cada) dos animais de maior producéo de
leiteeumaamostra(1L) constituidado pool deleite detodos os
animaisem lactacdo, perfazendo um total de 100 amostras.

Todas as coletas foram realizadas no periodo da tarde,
durante a segunda ordenha do dia. As amostras foram
acondicionadas em frascos de vidro, envoltosem papel auminio,
eem seguidatransportadas parao laboratério de Toxicologiada
Escolade MedicinaVeterinariadaUniversidade Federal daBahia,
sendo mantidas sob congelamento, atemperaturade - 20°C, até
0 momento daandlise.

Questionarios foram aplicados para obtencéo de
informacBes sobre 0 manejo do rebanho, origem e composi¢do
daracdo, duracdo e condi¢des de estocagem daragéo e utilizacdo
de antifungicos nas propriedades.

Prepar agdo dasolucgdo padraodeAFM |

O padréo deAFM (SigmaChemical Co., St Louis, MO,
USA) foi diluido em benzeno: acetonitrila (9:1), conforme a
metodologia971.22 descritapelaAOAC?.

Otimizacao do método analitico

A otimizagéo do método de CCD paraanalise deAFM
em leite descrito por Sabino et al.? foi realizada na fase de
purificagdo do extrato, na qual, foi incluida uma etapa de
precipitacdo de proteinas. Para tanto, ap0s a extrago com
metanol e obtencdo do filtrado, aproximadamente 5 mL deuma
solucdo saturada de acetato de chumbo, foi lentamente
adicionada a este filtrado, até a completa precipitacdo das
proteinas, procedendo-se em seguida, a centrifugagéo (3000 x
g) durante 10 minutos. Nesta modificagdo do método, as
quantidades da amostra de leite e dos solventes empregadas
nafase de extragéio foram proporcional mente reduzidas ametade
(Figural).

A eficiénciado método proposto foi avaliadaatravés da
obtencdo de seuslimites de deteccdo, quantificacdo, percentual
derecuperacdo e coeficiente de variagcdo. O limite de detecgdo
corresponde a concentragdo minima da substéncia medida e
declaradacom 95% ou 99% de confianca de que aconcentracdo
do analito é maior que zero, enquanto o limite de quantificacdo
€ amenor concentragdo do analito que pode ser determinada
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37,5 mL Leite

Extra¢d@o com Metanol (150 mL)
Homogeneizagdo (3 min.)
Adicao de Terra Diatomacea (3g)
Homogeneizagao (30 min.)
Filtracao

Filtrado

Adicdo de Sol. Saturada Acetato de Chumbo (+ 5 mL) *
Centrifugacao 3000 x g (10 min.) *

Transferéncia do sobrenadante para funil de separacao
Adicao de Cloreto de sodio 4% (125 mL)

Extracao com Hexano (50 mL) - 3 vezes

Fase: Hexano || Fase: MeOH / H,O
(desprezar)

Extragdo com Cloroféormio (50 mL)-3 vezes

Extrato Cloroférmico Fase Aquosa
(desprezar)

Adicao de Cloreto de sodio 4% (150 mL)
Separacao da fase cloroformica

Filtragao com Sulfato de S6dio Anidro
Evaporacao (banho-maria 60°C)
Ressuspensao do residuo (cloroférmio - 3 mL)
Evaporacao sob corrente de Nitrogénio

CCD

* modificacdo realizada na fase de purificacio

Figura 1. Esquema de extragdo e purificacdo da amostra de | eite de cabra pelo método SABINO et al. (1989) modificado paraa
determinagéo deAFM
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com um nivel aceitével de precisdo e exatiddo®. Para a
determinacdo doslimites de deteccdo, quantificacéo e percentual
de recuperacdo do método, amostras, em que ndo foram
detectadas AFM, foram artificialmente contaminadas
sequencialmente com niveis de 0,2; 0,3 € 0,5 ug/L de AFM..
Paracadanivel de contaminago foram realizadastrésrepeticoes.
O percentua de recuperacdo foi obtido pela diferenca entre o
valor real (valor inicial adicionado naamostra— 0,5ug/L) e o
valor observado naandlise, ou sgja, valor daleiturado extrato
desta amostra na cromatofolha, conferindo a exatiddo do
método. A precisdo dametodol ogiafoi avaliadapelo coeficiente
devariacéo (CV) obtido em condic¢des de repetibilidade.

AnalissdeAFM  em leitecaprino

Das 100 amostras deleite col etadas, 80 foram analisadas
pelo método de CCD segundo Sabino et al.%* e 20 avaliadas por
este mesmo método acrescido das modificagGes descritas no
item anterior. Para a detecgéo e a quantificacdo daAFM, as
cromatofolhasdesilicagel G 60 (Art.1.05553, Merk, Alemanha)
foram submetidas a um desenvolvimento unidimensional, ao
abrigo da luz, utilizando-se como fase mével a mistura
cloroférmio-acetona-al cool isopropilico (85:10:5).

Estas cromatofol hasforam examinadasem cBmaraescura
sob luz ultraviol etade ondasongas (366nm), e aquantificacdo
da AFM_, efetuada através da comparacéo visual das
intensidades de fluorescéncia entre os pontos da soluc&o
padréo (1, 3, 5e7 uL) eaquelesreferentes ao extrato daamostra.

A confirmagéo da identidade quimica da AFM, foi
realizada através dareagao com &cido sulfdrico (método 975.37
AOAC?) epor cromatografiaem camadadelgadabidimensional,
utilizando-se clorof érmio—acetona—alcool isopropilico (85:10:5)
e éter-metanol - hexano - agua (85: 4: 5:1), como primeira e
segunda fases movel's, respectivamente.

Dadoscliméticos

As informag@es climaticas referentes a temperatura
minima, médiae maxima, precipitagdo pluviométricae umidade
relativado ar dos municipios estudados foram fornecidas pelo
Instituto Nacional de Meteorologiado Estado daBahia(INMET-
BA).

Andliseestatistica

A avaliag8o das varidveis climéticas das microrregides
estudadas e a sua influéncia sobre a presenca de AFM, nas
amostras de leite de cabra foi realizada através da Andlise de
VarianciaUnivariada utilizando-se 0 programaestatistico SPSS
(versdo10.1).

RESULTADOSE DISCUSSAO
A utilizag80o do método de Sabino et a.?* paraaandlise
deAFM, em eite de cabra, mostrou resultados néo satisfatorios,

uma vez que, 0s extratos obtidos apresentavam muitos
interferentes, que dificultavam avisualizagdo daAFM, apésa
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contaminagdo da amostra para a obtencdo do percentua de
recuperagao, ou quando asolugao padrdo deAFM, eraaplicada
sobre o extrato na placa cromatogréfica (Figura 2). Osrelatos
de utilizagdo deste método tém sido referidos para andlise de
AFM, em leite de vaca*; no entanto, nenhuma referéncia
sobre sua adequagdo para a andlise desta toxina em leite de
cabratem sido descrita.

Estes resultados sugerem que as diferencas na
composi¢cao quimica entre o leite caprino e bovino podem
interferir na eficiéncia do método analitico. O leite de cabra
apresentateor de gordurae proteinaligeiramente mais elevado
guando comparado com o leite de vaca, contendo um nivel
bastante reduzido de o, caseina e aproximadamente o dobro
da quantidade de B-caseina e a-lactoalbumina encontrada no
leite bovino. Devido a estas diferencas, a sedimentacéo por
centrifugagdo da caseina do leite caprino € menor do que em
leite de vaca. Além disso, diferencas na composicéao e
seqliéncias de aminoécidos, que compde estas proteinas, entre
os doistipos de leite tém sido verificadas®.

A otimizag&o do método através dautilizaco de acetato
de chumbo associado a centrifugagéo do extrato metandlico
do leite, objetivando a precipitacdo das proteinas contidas no
mesmo, resultou na obtencdo de extratos mais limpos que
permitiram uma melhor visualizagdo da toxina sob a luz
ultravioleta (Figura 3), quando comparados aos resultados
obtidos com a utilizagdo do método original (Figura 2). A
utilizacdo de acetato de chumbo para precipitacdo de proteinas
tem sido recomendada em diferentes metodologias para a
andlise de aflatoxinaem leite?®?. Entretanto, Sylos e Rodriguez-
Amaya?® relataram que o uso deste produto a 20% nao foi
eficiente naremogao de constituintesindesgjaveis em leite de
vaca, umavez que, os extratos obtidos apresentavam manchas
com caudas e interferentes, quando aplicados sobre placas de
CCD.

A reducdo das quantidades do substrato (leite) e
solventes empregados na modificago do método durante a
fase de extragdo pode também contribuir para a reducdo dos
custos da analise de AFM, em |eite de cabra

As modificagBes realizadas no método descrito por
Sabino et al.?, ainda permitiram a obtencdo de um bom
percentual de recuperacdo datoxina(89,6%), com coeficiente
de variagdo igual a zero. Estes resultados indicam que a
otimizacao do método maostrou-se adequada paraadeterminacao
de AFM, em |eite caprino, uma vez que atendem aos critérios
adotados pela CE® e Horwitz et al.*, que estabel ecem valores
de 60 a 120% como percentuais de recuperacdo aceitaveis e
25% como valor maximo de coeficiente de variacdo paraniveis
de contaminagdo entre0,01a0,5 ug/L.

Os limites de deteccdo e quantificagdo, do método
modificado para a determinagéo de AFM, em leite de cabra,
foram de 0,2 e0,5 ug/L, respectivamente. O limite de deteccdo
do método descrito por Sabino et a.?* foi de 0,5 ug/L paraa
andlise de AFM, em leite de vaca. No entanto, os autores néo
fazem referénciasobre o limite de quantificagdo, percentua de
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Al(10uL) AZ(10uL) A3 (10uL) A3(10uL)
+ PAFM, (5uL)

Amostras contaminadas com AFM,

Padrio AFM,(5uL)

Figura 2. Cromatograma obtido por CCD de amostras de leite
caprino contaminadas artificialmente com AFM, (0,5mg/L) e
analisadas pelo método descrito por Sabino et al. (1989)

Al (10pL) A1 (15ul) A1 (20uL) P(1pL) P(3uL) P (5ul) P(7ul)

Amostra contaminada cf AFM, Padrio AFM,

Figura 3. Cromatograma obtido por CCD de amostras de leite
caprino contaminadas artificialmentecomAFM (0,5mg/L) eana
lisadas pelo método descrito por Sabino et a. (1989) modificado

recuperacdo e coeficientede variagcdo. Limitesde quantificagdo
de 0,02 e 0,3 ug/L foram obtidos, respectivamente, pela
associacdo de colunas de imunoafinidade e realizacdo de
pequenas modificacdes nafase de extracdo do método de CCD
paraaandise deAFM, em leite de vaca™.

Osresultados daandlise de AFM, nas amostras de leite
de cabra avaliadas pelo método Sabino et al.?* ou pelatécnica
modificada néo revelaram a presenca desta toxina, e isto
provavelmente decorreu da utilizacdo de racBes de boa
qualidade, cujo acondicionamento erarealizado em tonéis de
plastico tampados, mantidos em depositos em bom estado de
conservacdo e arejados e por um curto periodo (8 al5dias). A
ausénciadeAFM, em todas asamostras de leite avaliadasteve
correlacdo direta com estudos paralelos, que também néo

evidenciaram aocorrénciade AFB, nasragdesingeridas pelos
animais durante o mesmo periodo experimental.

A AFM, éum produto da biotransformagéo daAFB,, a
gual é excretada no leite de animais que ingerem alimentos
contaminados por estatoxina®’. | nvestigacoes cientificas sobre
a excregdo da AFM, em leite de cabra, revelam taxas de
eliminacdo entre 0,45 a 3,67%°%2%, podendo ocorrer variagdo
destes niveis entre os animais, ordenhas e fases de lactagao®.

Em todas estas propriedades estudadas predominava o
sistema de criagdo semi-intensivo e intensivo, com regime
alimentar semelhante, constituido de volumoso, ragdo e
suplemento mineral. A ragdo era fornecida duas vezes ao dia
para os animais em lactagdo, em quantidades diarias variaveis
de 300 a 700g/animal, a depender da producdo de leite do
rebanho.

Nossos resultados revelaram que, apesar daAFM, néo
ter sido detectada no leite, nem aAFB,, avaliada em estudos
paralelos, ter sido encontrada nas ragdes destes animais,
observou-se predominanciade condi¢les climéticasfavoraveis
ao desenvolvimento fungico e conseqiiente producdo de
aflatoxinas, tais como temperatura média em torno de 25°C e
umidaderelativado ar acimade 70% (Tabela 1), condicOes estas,
correlatas com aliteratura®-.

A andlise dos fatores climéticos revel ou que ndo houve
diferenca significativa dos indices de temperatura (minima,
médiaemaxima) e umidaderelativado ar entre as microrregides
das propriedades em estudo, emboraval ores significativamente
€elevados de preci pitacdo pluviométricatenham sido observados
nas propriedades B e C (Tabelal).

Os maiores indices de temperatura minima média e
maxima ocorreram nos periodos das 22, e 32 coletas enquanto
gue os niveis de precipitacdo pluviométricae umidaderelativa
do ar foram significativamente mais altos durante a 12 e 42
coletas(Tabelal).

As variacdes dos fatores climaticos néo tiveram
influéncia sobre a presenca de AFM, nas propriedades
estudadas. Corréa et al.?® também ndo verificaram a presenca
deAFM, em amostras de | eite de vaca col etadas em diferentes
estacOes climaticas. Entretanto, diversos estudos tém
demonstrado uma tendéncia sazonal ha contaminagéo do leite
de diferentes espéciesanimais por AFM,, eamaior incidéncia,
geralmente ocorre durante o inverno, quando os animais sdo
alimentados principalmente com concentrados>©1?3, Neste
estudo, 0 manejo alimentar dos animais ndo sofreu modificactes
durante todo periodo experimental.

Estudosrealizados por Martins et al.22 em Portugal e por
Tiwari e Chauhan® na india, também n&o evidenciaram a
presenca de AFM, em amostras de leite de cabra analisadas.
Entretanto, esta ocorrénciatem sido verificada no leite destes
animais na Alemanha®, Itdlia® e Grécia®, em percentuais
varidveis de 30a53,5%, das amostras analisadas, e em niveis
de contaminagdo inferiores a 0,05ug/L, limite permitido pela
legislagéio da Comunidade Européia. A presenca de AFM, em
amostras de queijos produzidos com | eite caprino provenientes
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Tabela 1. Médias dos fatores climéticos medidos nas propriedades produtoras de leite caprino durante o periodo das coletas

FatoresClimaticos Propriedade Coletas

A B C D E 12 28 3 42
Temperaturaminima(° C) 20,52 20,62 20,62 20,12 20,12 206* 203" 218 193
Temperaturamédia(° C) 252 24,9 24, 245 245 25,14 257° 25,6° 27
Temperaturamaxima(® C) 30,22 30° 3 30 3° 30,6 3158 3L1° 26,99
Precip.pluviométrica(mm)  96,3* 106,72 106,72 28 728 129 496° 637° 128"
Umidaderelativa (%) 78,7° 79,77 79,7 77,2 77,2 " 738 754° 88°

* L etras minusculas comparam os valores nas linhas entre as propriedades e letras maiUscul as os valores nas col etas (p<0,05)

da Espanhae Itdlia, em niveis variaveis de 0,019 a 200ug/kg,
também tem sido relatadapor Barrioset a.2e Finoli e Vecchio®,
respectivamente.

No Brasil, a ocorréncia de AFM tem sido verificada

principalmente em leite bovino, evidenciando niveis de
contaminagdo superiores a 0,5ug/L1524, limite estabelecido
pelalegislacdo brasileira®, e noleite humano, emboraem baixa
concentracdo (0,024ug/L)Y. O presente estudo representa o
primeiro relato cientifico sobre o monitoramento deAFM, em
leite de cabrano pais.
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RESUMO

A sucralose é obtida a partir da sacarose em um processo que substitui 3 grupos hidroxilas por 3 atomos
de cloro, aumentando assim o poder adocante em até 600 vezes, quando comparado ao aclicar. Nos
produtos “light e “diet* o edulcorante sucralose pode ser utilizado isoladamente ou associado a outros
edul corantes. A técnicacomumente empregada paraadeterminacdo de sucral ose é acromatografialiquida
dealtaeficiéncia(CLAE) com detector deindice derefracéo. O objetivo destetrabal ho foi aplicar o método
recomendado pelo Food Chemicals Codex (FCC) e pelo JECFA (FAO/OMS) para o edul corante sucralose
puro, em amostras de refrigerante dietético e adocante de mesa. A técnicautilizadafoi aCLAE com coluna
C18, fase moével agualacetonitrila (85:15 v/v) e detector de indice de refracdo. Para a quantificacéo foi
adotado 0 método de padronizacéo externa. A curvade calibracéo obtidafoi linear a95 % de confiangcacom
R?. « = 1,00. A recuperaggo variou de 96 a 101 %. Osresultados de sucral ose encontrados variaram de 0,1
a7 g. 100g? para os adocantes e de 6,1 e 16,2 mg. 100mL* para os refrigerantes. A aplicacdo desta
metodologia mostrou ser eficiente na separacdo e quantificagdo desse composto, nas amostras testadas.
Palavras-Chave. sucral ose, edul corantes, adocante de mesa, refrigerante dietético, CLAE

ABSTRACT

Sucralose is derived from sucrose in a process that substitutes three hydroxyl groups by three chlorine
atoms, resulting in ahigh intensity sweetener, approximately 600 times sweeter than sugar. For light and
diet products the sucralose sweetener can be used either isolated or associated to other sweeteners. The
most suitable techniquefor sucral ose determination isthe high performanceliquid chromatography (HPLC)
with refractive index detection. The present study aimed to use a technique recommended by Food
Chemical Codex (FCC) and by JECFA (FAO/WHO) for analysis of pure sucralosein diet soft drinks and
table top sweeteners samples. The employed technique was HPL C on a C-18 reverse-phase column, with
amobile phase water/acetonitrile (85:15 v/v), and refractiveindex detection; the external standard method
was used for quantification. The obtained calibration curvewaslinear at 95 % confidencelevel with Rzadjug
=1.00. Therecoveriesvaried from 96 to 101 %. Sucral ose concentrationsranged from 0.1to 7 g. 100 g* for
table top sweeteners, and from 6.1 to 16.2 mg. 100 mL"* for soft drinks samples. The application of this
methodology proved to be very efficient for processing the sucral ose separation and its quantification in
analyzed samples.

K ey Words. sucralose, sweeteners, tabl e top sweetener, diet soft drink, HPLC.
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INTRODUCAO

Entre os edul corantes artificiais de uso em alimentos e
bebidas para dietas com ingestéo controlada de acUcares e
controle de peso, destaca-se a sucralose, cujo uso foi aprovado
pelalegislacdo brasileira em novembro/95t. Alguns anos ap6s
estadata houve um crescimento significativo do emprego deste
edul corante em adogantes e em varios tipos de alimentos, tais
como: refrigerantes, néctares, sucos, bebidas lacteas, iogurtes,
geléias, achocolatados, bolos, etc.

A sucral ose é obtidaapartir dasacarose em um processo
que substitui 3 grupos hidroxilas por trés &omos de cloro,
aumentando assim o poder adocante em até 600 vezes, quando
comparado ao aglcar?345,

A Figura 1 apresenta a estrutura da sucralose (4, 1°, 6 -
triclorogal actosacarose), cujaformulamolecular € C H, Cl.O,°.

Segundo a Resolucéo RDC n° 3/01 que aprova o uso de
aditivos edul corantes, asucral ose € permitidaem alimentoscom
limitesméaximosde 0,033 a0,045 g.100g?, em bebidasde 0,019 a
0,025 g. 100mL"* e em goma de mascar até 0,25 g. 100g*. Em
adicéo, para os adocantes de mesando halimite nalegislacao’.

A suaingestéo diaria aceitavel (IDA) foi estabelecida
pelo Comité Conjunto de Experts sobre Aditivos Alimenticios
(JECFA) daFAO/OM S em 0-15 mg. Kg'* de peso corporec®.

Nos produtos “light* e “diet* o edulcorante sucralose
pode ser utilizado isoladamente ou associado a outros
edul corantes. Essacombinagéo geral mente permite umamelhor
estabilidade e aceitacdo pelo consumidor do sabor doce do
produto®.

Umadas técnicas mais usadas paraaanalise de sucralose
éacromatografialiquidade altaeficiéncia (CLAE). A deteccéo
deste analito pode ser feita por ultravioleta (UV) ou por indice
derefracao (IR). A deteccéo por UV érealizadaa 190 - 200 nm;
nesta regido sdo absorvidos muitos compostos presentes nas
amostras que podem interferir naandlise. Como asucralosetem
0 mesmo comportamento que os carboidratos, o detector de
indice derefracdo € o mais comumente utilizado?#>°.

Neste trabalho o objetivo foi aplicar o método
recomendado pel o Food Chemicals Codex (FCC) e JECFA (FAO/
OMS)®%, para o edulcorante sucralose puro, em amostras de
refrigerantes “light” e “diet” e adogantes de mesa.

CH,CH
1 0 0

CH

OH CH

Figura 1. Formulaestrutural dasucralose—P.M. 397,64.

MATERIAL E METODOS

Material

Foram adquiridas no comércio trés amastras de adogantes
de mesa contendo sucralose, dois refrigerantes “light* de sabor
cola e dois refrigerantes “diet”, sabores laranja e guarang, nos
quaisfoi adicionada quantidade conhecida de sucral ose.

Méodo

Utilizou-se o0 método recomendado pelo FCC e JECFA
(FAO/OMS) que emprega a cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de indice de refragéo®°. O método
descrito utilizaumacolunaRadPak C18de10cmx 8 mm, 5ume
vazado defluxo de 1,5 mL mint, Este método prevé que podem
ser feitos ajustes nas condi¢oes cromatograficas de modo que
o tempo de retencado da sucral ose fique préximo de 9 min.

Equipamento e condic8es cromatogr aficas. cromatégrafo a
liquido (Shimadzu), bomba (LC-10AD); forno (CTO 10 A);
detector de indice derefracéo (RID-10A), temperaturade 35,5
°C; injetor Rheodyne de 20 pL; desgaseificador; coluna C18
(Lichrogpher 100), 125 mm de comprimento x 4 mm de didmetro,
com particulasde 5 pm, pré-colunade mesmafase, 4 X 4 mm,
temperatura do forno: 30 °C; vazdo de fluxo: 0,6 mL. min.?
Aquisic8o de dados: software Class LC10, versédo 1.63,
Shimadzu Corporation (1996).

Reagentesesolventes:

Padr &o de sucralose: fornecido pel o fabricante “ Johnson &
Johnson” (purezaacimade 99%).

Fase movel: agualacetonitrila (85:15 v/v), desgaseificada e
filtrada com membrana filtrante de 0,45um (Millipore, tipo
HVPVDF). O solvente utilizado para cromatografia foi grau
CLAE eaaguafai purificadaem equipamento “Milli-Q”.

Preparacdodo padrdoeamostras.

Padr &o: foi preparada uma solugdo estoque de sucralose na
concentragdo de 50 mg .100mL %, diluidanafase mével. Paraa
curva de calibracdo foram preparadas quatro solucdes de
trabalho diluidas nafase mével, nas concentragdes de sucralose
de5, 10, 15e20 mg. 100mL .

Recuper acéo: foi realizado um estudo de recuperagéo em uma
amostra de adogante (amostra sélida) e uma de refrigerante,
adicionando-se duas solucdes-padréo de sucralose nas
concentragbesde 5 e10 mg. 100mL %, injetadasem triplicata. As
amostras usadas neste teste foram: adocante 1 e refrigerante
colal.

Amosiras

Adocantes de mesa (sachets e tabletes): foram
homogeneizados e pesados em quantidades proximas as
concentragdes das solugdes do padrao, diluidos nafase moével
e filtrados. Estas concentracdes foram baseadas nas
formulactes declaradas narotulagem.
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Refrigerantes: as amostras foram previamente
desgaseificadas no ultra-som por 20 minutos. Nos refrigerantes
que continham sucral ose, aliquotasde 50 mL foram transferidas
para bal6es volumétricos de 100 mL, completados os volumes
com afasemovel efiltrados. Nosoutrosdoisrefrigerantes” diet”,
que ndo continham sucralose, sabores guarana e laranja, foi
adicionado este edulcorante nas concentragdes de 101,4 mg.
100mL 1 e100,4 mg. 100mL %, respectivamente, em seguidaforam
pipetados 10 mL para um volume de 100 mL, completados o
volume com afase movel efiltrados.

Assolugdes detrabal ho e as amostras preparadas foram
filtradas com unidadefiltrante HV, membrana Durapore, 0,45um
(Millipore) e injetadas diretamente no cromatografo, em
triplicata. Para a quantificagdo de sucralose foi utilizado o
método de padronizag&o externa.

Andliseestatistica: paragerar acurvade calibracéo foi
aplicadaumaandalise devariancia(ANOVA) que corresponde a
regressao linear simples entre as varidveis area do pico
cromatogréfico e concentracdo das solugdes do padréo no nivel
de 95% de confianca. Paratestar asignificanciados coeficientes
da calibragdo (intercepto e sensitividade do método) foram
aplicados o teste-t e intervalos de confianga e de predicéo no
nivel de 95 % de confianga. Toda a andlise estatistica foi
realizada usando o pacote estatistico Minitab for Windows, v.
13.31 (2000)*. Os limites de detecgdo (LOD) e quantificacdo
(LOQ) foram realizados através da distribuicao t-student dos
valores do intercepto e sensitividade do método obtidos na
regressao linear'2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura2ilustrao cromatogramaobtido por CLAE-IR,
de umasol ugdo padréo de sucralosea 10 mg 100mL 2. O método
oficial recomenda que o tempo de retencdo da sucralose fique
emtorno de 9 min; como foi utilizadaumacolunade 12,5 cm x
4mm, 5um, foram realizados alguns ajustes nas condicdes
cromatogréficas, tais como: reducdo davazéo defluxo para0,6
mL.min?etemperaturanacolunade 30 °C, obtendo um tempo
deretencdo variando de6,45a7,89 min

A curvadecalibracdo conformeosresultados daANOVA
foi extremamente significativa para o modelo linear (F
obe(1:13005 209028, p=0,000) ecomR?,  =1,00, o que sugereque
todaafaixaestudadade concentracéo (0 a20 mg 100mL %, medida
em triplicata) possui homogeneidade de variéncia (Figura 3). A
equacdo daretafoi y = 24110, ondey = &reaex = concentragéo
desucrdose. O limitededeteccdo (LOD) foi de 1,65 mg 100mL
eolimitede quantificagdo (L OQ) foi de4,95mg 100mL 2,

A Tabela 1 mostra os dados de recuperacéo feitos em
umaamostra de adogante e umaamostra de refrigerante.

Nas duas faixas de concentracdo estudadas houve uma
recuperacéo el evadade 96 a 101 %, mostrando que o método é
aplicavel diretamente a essas matrizes, sem a necessidade de
se fazer uma extracdo prévia daamostra. Como até o presente
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momento ndo foi relatado um método de analise para a
determinacéo de sucralose em amostras de adocantes e
refrigerantes pelos 0rgaos regulamentadores e pela literatura
nacional, este método poderia ser aplicado narotina, devido a
suasimplicidade, rapidez e precisdo.

Resposta do Detector

uuuuuu

Figura 2. Cromatogramapor CLAE-IR de umasolugéo padréo
desucralose (10 mg.100 mL ). ColunaC18 (Lichrospher 100), 5
pum, 125x4 mm, temperaturado forno: 30 °C; fase mével: agual
acetonitrila(85:15 v/v), vazéo defluxo: 0,6 mL.min'%, detector de
indice derefraco, temperaturade 35,5 °C.

500000 —7

R-Sq =1.000

400000 =

300000 —

Area

200000 —

100000 — Regressao

95% IC
T T95% IP
0 — —

T T T
0 10 20

Conc. de sucralose ( mg.100mL™)

Figura 3. Curvade calibracdo dasucral ose (mg.100 mL) obtida
por CLAE-IR. Cadaponto éamédiadetrésmedidas. IC - intervalo
de confianca e IP—intervalo de predicdo a 95 % de confianca.

Tabela 1. Dados de recuperacéo (%) de sucralose

Concentragdo de  Adocante* Refrigerante*
sucralose adicionada
(mg100mL~)
5 96,9+05 98,1+0,7
10 96,8+ 0,6 101,2+1

* Média+ desvio padrdo de triplicatas
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Foram injetadas no cromatografo, amostras de adogante
de mesaerefrigerante “light” que ndo continham sucralose e
verificou-se pel os cromatogramas que ndo houve nenhum pico
no intervalo do tempo de retencdo deste composto, tanto
para o adocante, quanto para o refrigerante, quando
comparadas com 0s mesmos tipos de amostras contendo
sucralose, conforme Figuras 4 e 5. Estes resultados estdo de
acordo com os elevados val ores obtidos na recuperacéo, ndo
havendo o efeito de matriz sobre a determinacdo deste
composto.

Os resultados encontrados dos teores de sucralose em
amostras de adocantes erefrigerantes estdo descritos naTabela 2.

No caso das amostras de adocantes, observou-se
valoresmuito diferentes de sucral ose entre as marcas analisadas.
Esses teores variaram devido a formulagéo de cada produto
bem como as formas de apresentacéo (sachet e tablete). O
adocante 1 apresentou um teor menor de sucralose por ser do

Resposta do Detector

.,

Figura 4. Cromatogramas de adocantes obtidos por CLAE-IR:
(1) adocante de mesa sem sucralose; (2) adocante de mesa
contendo sucralose. Mesmas condicbes cromatogréficas da
solucdo padrdo de sucralose.

Resposta do Detector

Figura 5. Cromatogramas de refrigerantes obtidos por CLAE-
IR: (2) refrigerante”light” sem sucral ose; (2) refrigerante*light”
contendo sucralose. Mesmas condic¢es cromatogréficas da
solugdo padrdo de sucralose.

Tabela 2. Teores médios de sucral ose encontrados nas
amostras de refrigerante e adogante de mesa

Amostras Sucralose Teor adicionado
(mg. 100g* (mg.100mL1)
ou 100 mL-%)*

Adocante 1 153+1 -
Adogante 2 1298+6 -
Adocante 3 7558+ 52 -
Refrigerantecolal 6,1+0,1 -
Refrigerantecola?2 162+0,1 -
Refrigerante guarana 108+2 1004
Refrigerantelaranja 1032 1004

* Média + desvio padréo de triplicatas

tipo “light” e conter sacarose em sua composi¢éo. O adocante
2 continha o edul corante acessulfame-K associado e o adocante
3 (tablete) continha somente a sucral ose como edul corante.

As amostras dos adocantes identificadas como 1 e 2
n&o apresentavam narotulagem qual eraaquantidade exatade
edul corante sucral ose utilizada na sua composi¢éo. Quanto a
amostra do adocante 3, o teor obtido de sucralose foi
concordante com o declarado em suaformul ag&o (teor declarado
=7800mg. 100g?).

No comércio foi encontrado somenterefrigerante de cola
contendo sucralose, devido a dificuldade de se encontrar
refrigerantes de outros sabores contendo este composto, foi
adicionada uma quantidade conhecida deste edulcorante em
refrigerantes” diet”, saboresguaranaelaranja, onde severificou
aaplicabilidade do método utilizado nestas matrizes.

Osvalores do edul corante encontrados em amostras de
refrigerantes de cola 1 e 2 foram concordantes com 0s
declarados narotulagem.

CONCLUSOES

A técnicade cromatografialiquidacom detector deindice
derefracéo recomendado pel o Food Chemicals Codex (FCC) e
JECFA (FAO/OMYS) para o edul corante sucral ose puro mostrou
ser aplicavel em amostras de adogantes de mesaerefrigerantes.

O método empregado mostrou-se muito rapido, simples
e preciso, sem necessidade de extragdo prévia nestes tipos de
amostra sendo satisfatorio para a determinagéo de sucralose
nas andlises de rotina.
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RESUMO

O objeto destapesquisafoi avaliar aqualidade quimicaefisicado leite de cabraproduzido em mini-usinas
de beneficiamento e distribuido no programa social do Governo do Estado denominado “Pacto Novo
Cariri”. As amostras foram obtidas por coletas realizadas nas cidades do Cariri Paraibano, contempladas
com o Programa. Foram analisadas amostras provenientes de 21 municipios quanto ao contetido de
proteina, extrato seco total, extrato seco desengordurado, lipidio, lactose e verificagdo de densidade,
acidez e peroxidase. Com base nosresultados, o |eite de cabradistribuido pelo programaobteve osvalores
médios: acidez 0,16 g/mL; densidade 1.030,2 g/cm?; extrato seco total 11,8 g/100mL; extrato seco
desengordurado 8,4 g/100mL ; lactose 4,4 g/100mL ; proteina3,3 g/100mL; lipidio 3,5 g/100mL e peroxidase
com 70,7% das amostras aprovadas. Os resultados foram comparados com a legislacéo federal vigente e
revelaram que a maioria dos dados atendeu aos padroes exigidos, estando & margem 0s seguintes
parametros: extrato seco desengordurado (38,1%), lactose (9,5%) elipidios (9,5%). Destaforma, osdados
mostraram que a qualidade do leite de cabra do programa apresentou-se satisfatoria, porém uma maior
adequacéo das etapas que envolvem o transporte e beneficiamento da matéria prima poderiam garantir a
qualidade final do produto.

Palavras-Chave. |eite de cabra, qualidade fisico-quimica, composi¢ao, programasocial.

ABSTRACT

The purpose of the present investigation was to evaluate the physical and chemical quality of goat milk
produced in processing mini-factories, and distributed by the state government social program called
“New Pact Cariri”. Milk samples were collected from cities of Cariri region included in the respective
Program. Samplesfrom 21 citieswere analyzed regarding to protein content, total solids contents, non-fat
solids contents, lipids, lactose, density, acidity, and peroxidase. Based on these results, the goat milk
distributed by the Milk Program showed the following mean values: acidity 0.16 g/mL; density 1,030.2 g/
cm?; total dry extract 11.8g/100mL ; non-fat solids contents 8.4 g/100mL ; lactose 4.4 g/100mL ; protein 3.3 ¢/
100mL; lipid 3.5 g/100mL and peroxidasein 70.7% of approved samples. Theresultswerein accordance
withtheinforcefederal legidlation, the majority of them werewithin required standards, and the parameters
in disagreement to the standards were non-fat solids contents (38.1%), lactose (9.5%) and lipids (9.5%).
Thus, the data showed that the quality of the goat milk distributed by the respective Program seemsto be
satisfactory. In spite of that, a better adequacy of the stages related to raw materials processing and
shipment would provide the high quality of final product.

Key Words. goat milk, physical-chemical quality, composition, social program.
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INTRODUCAO

A caprinocultura vem ganhando grande impulso nos
ultimos anos pelo potencial que representa, como um
instrumento eficaz de promoc&o de desenvolvimento da zona
semi-arida, no Nordeste brasileiro. A suaexploragéo desempenha
papel relevante como fonte de proteina e importante promotor
de desenvolvimento socioecondmico para 0s pequenos
produtores, através da utilizagéo de seus subprodutos™*

Dados da FNP-ANUALPECS calculam que 94% do
efetivo caprino brasileiro estadistribuido naregido Nordeste. A
caprinocultura leiteira brasileira, ainda que, com um rebanho
numericamente significativo, participa apenas com 1,6% da
producdo de leite mundial, portanto, com niveis reduzidos de
producéo (138,000 Mt/ano), principalmente, quando s&o
comparados com paises da Europa, a exemplo da Franca e
Espanha, que produzem respectivamente, 530 450 mil toneladas
anuais, dispondo de um efetivo caprino de 1,2 e 3,1 milhGes de
cabegas®.

O fortal ecimento da caprinoculturaleiteirano Nordeste
ainda depara-se com alguns entraves, como o fornecimento de
alimento para os animais na época de estiagem e amelhoriada
qualidade dos produtos como mecanismo impulsionador da
aceitabilidade dos mesmos. Estudos relacionados as
caracteristicas quimicas do leite caprino nas condicoes edafo-
climaticas da regido Nordeste se fazem necessérias para
desenvolver tecnologias proprias de acordo com as suas
peculiaridades.

A caprinocultura leiteira baseada no desenvolvimento
demodel osaternativos estimulaageracéo derenda, acriacéo e
o fortalecimento de microempresasrurais, ligadas a programas
de crédito, dentro de umavisdo macro do agronegécio. Parcerias
entre governo e populagdo, representadas por suas entidades
de classe, podem contribuir para uma estabilidade econémica,
bem como no mecanismo construtivo da cidadania e da
promocdo de Desenvolvimento social®®.

Segundo Silva®, o surgimento de alternativas
organizacionais na regido Nordeste, podera incrementar a
producdo da caprinocultura leiteira no Brasil em funcdo das
caracteristicas regionais que permitem a consolidacao de
atividades competitivas, podendo tornar o Nordeste um grande
exportador de leite e derivados, ndo sb para outras regioes,
como também para outros paises.

O sistemade criacdo predominante naregido Nordeste
€ 0 extensivo, e a pastagem nativatem servido de suporte para
o rebanho, que na sua maioria depende dela como Unicafonte
de alimento. No entanto, a quantidade de biomassa vem a ser
drasticamente reduzidano periodo de estiagem, que predomina
namaior parte do ano, sendo estaa principal causa dos baixos
indices produtivos e reprodutivos aportados pelos caprinos
na regido e conseqliente sazonalidade na oferta dos seus
produtos (carne, leite e pel€).

De acordo com Queiroge®, pesquisadores tem estudado
a composicdo do leite de cabra, entretanto, pouco se sabe a
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respeito da suacomposi ¢&o em regidestropicaise, menosainda,
nas suas microrregides destacando a influéncia de mltiplos
fatores como raga, mesticagem, fatores ambientais e periodos
de lactacdo sobre a qualidade do leite produzido.

A qualidadenutricional doleite de cabraestarelacionada
a sua composi¢éo quimica, sendo constituida de proteinas de
alto valor bioldgico e acidos graxos essenciais, ressaltando-se
também o seu contetido mineral”. A importanciado leite de cabra
na alimentacé@o se deve ao seu alto valor nutritivo, maior
digestibilidade, caracteristicas terapéuticas e dietéticas® . As
caracteristicas fisico-quimicas, qualidade bacterioldgica e
variacéo dacomposi¢do bioquimicado |eite podem ser alteradas
devido a alguns fatores tais como: nutricionais, ambientais,
fraudes do produto, como por exemplo, adicdo de agua, fatores
genéticos e forma de criag8o, dentre outros212,

Estudosrevelam diferencas nacomposi ¢do quimicaentre
oleitedevacaede cabra, no que serefere aosteoresde proteinas,
extrato seco total, cinzas, entre outros. Outros trabalhos sio
controversos, concluindo que, em relacdo aos aspectos fisico-
quimicos, osleites citados sdo similares e as variagdes ocorrem
devido as espécies dos animais.

O leite de cabra apresenta densidade mais elevada do
que o leite de vaca, situando-se em torno de 1032 g/l, enquanto
gue o leite de cabra pode atingir 1034 g/l. Quanto ao teor de
acidez, o leite caprino apresenta-se ligeiramente inferior mais
devido as diferencas entre os grupos carboxilicos das duas
espécies, podendo este indice ser utilizado como indicador do
seu estado de conservagéo, variando entre 0,11 € 0,18 °D?®°.

O teor de gorduraentre o leite de cabra e vaca, tanto do
ponto de vista quantitativo quanto do ponto de vista fisico,
apresenta diferencas devido a diversos fatores; entre eles os
genéticos, sendo relatados val ores entre 2,0% a8,0% de gordura
parao leite de cabra. Com relagéo ao aspecto fisico, verifica-se
gue os glébulos de gordura do leite de cabra sdo menores,
podendo explicar a sua maior digestibilidade, levando a
suposicéo de que as lipases atuam nas gorduras com maior
rapidez devido aumamaior &reade exposi cao®.

As proteinas do leite de cabra sdo formadas
principalmente pela a-lactoalbumina; (3-lactoalbumina; f3-
caseina; k-caseina, a-S caseina e a-Sy caseina, as quais se
assemelham aos homélogos do leite de vaca. Entretanto, no
leite de cabra, a3-caseinarepresenta 55% da composi¢éo destas
proteinas, enquanto a a-Sq caseina apresenta-se com maior
percentual no leite bovino'®*, Presume-se que as proteinas do
soro (a-lactoalbuming; 3-1actoalbumina) do leite de cabraede
vacaapresentam-se estruturalmente diferenciadas, e, além disso,
variam percentualmente, o que explicariaamel hor tolerdnciado
primeiro por criangas portadoras de quadros alérgicos ao leite
devaca

Inovagdo, qualidade, quantidade e competitividade
apresentam-se como condi¢des basicas e a producdo de bens
e produtos de alto valor agregado, uma premissa de
desenvolvimento. Entretanto, a precariedade da tecnologia
aplicada no Brasil e a ndo utilizagdo de padrfes de controle
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higiénico-sanitario parao leite de cabrae seus derivados, tem-
se constituido como os principais entraves a agroindustria
especializada em produtos lacteos de caprinos, estando a
expansdo deste setor vinculada a melhoria da estrutura de
comercializagdo e a aplicagdo de tecnologia adequada aos
padrdes de qualidade exigidos'>.

No ano de 2000, no Estado da Paraiba, foi criado um
programa social chamado de “Pacto Novo Cariri” com agoes
voltadas a caprinocultura, com a participacdo dos criadores de
caprinosdo local, visando o incentivo acaprinoculturaleiteira
da microrregido do Cariri e a absor¢édo da producdo para um
programade distribui¢go deleite de cabraafamilias cadastradas.
Estaacdo, financiadapelo Governo Federal e pelo Governo do
Estado, visa a melhoria do estado nutricional das criancas e
consequientemente adiminui¢do dastaxas de morbimortalidade.

O Cariri Paraibano estasubdivido em Cariri Ocidenta e
Cariri Oriental, compostos por 17 e 13 municipios,
respectivamente. A populacado total desta regido é de
aproximadamente 175.720 habitantes. Apresenta clima semi-
arido caracterizado por ser quente e seco, com chuvasde verdo,
alcancando os indices mais baixos de precipitacdo do estado,
com média anual de 500 mm. A temperaturamédia anual é de
26°C eaumidade relativado ar ndo ultrapassa os 75%"".

Neste contexto, o Programa do “Pacto Novo Cariri” se
insere envolvendo os 30 municipios do Cariri objetivando
melhorar as condic¢Bes de nutricdo das criancas desta regiéo
oferecendo-lhes um alimento de alto valor biol6gico, com
caracteristica de hipoalergenicidade, garantindo a Seguranca
Alimentar destas. A distribuicdo deste leite é feita por
funcionédrios do estado em pontos especificos em cada
municipio com repasse de aproximadamente 8072 litrosdeleite
e um valor igual de criangas beneficiadas. Estimando-se a
coberturado programae, tomando como base a populacéo total
e nimero de familias, calcula-se que, 17,04% das familias
residentes nos Cariris tém as criancas beneficiadas pelo
programat.

Considerando que o principa objetivo deumaavaliagdo
éinfluir sobre atomada de decisdes, tornam-se extremamente
necessarias informagdes que indiquem a efetividade do
Programa e as possiveis razdes para falhas no al cance de seus
objetivos. Assim, visou-se avaliar neste estudo a qualidade
fisicae quimicado leite de cabra produzido em mini-usinas de
beneficiamento e distribuido no programa social do Governo
do Estado denominado “Pacto Novo Cariri”, gerando entdo,
informagBes que propiciaréo a fabricagéo de produtos de
qualidade satisfatoria.

MATERIAL E METODOS

L ocal deexecucdo eamostragem

Foram analisadas 84 amostras de leite de cabra
pasteurizado entre os meses de Fevereiro a Junho de 2005,
provenientes das mini-usinas de beneficiamento e dos postos

dedistribuicéo localizados em 21 municipios, dos 30, do Cariri
Paraibano/PB que fazem parte do Programa “Pacto Novo
Cariri”.

As amostras foram coletadas de forma asséptica e
transportadas em caixastérmicas até o laborat6rio nacidade de
Jodo Pessoa/PB. Tanto nos postos de distribuicdo quanto nas
usinas beneficiadoras, o leite encontrava-se armazenado em
congeladores horizontais. As analises foram realizadas no
laboratdrio de Bromatologia do Centro de Ciéncias da Salde
naUniversidade Federal daParaiba.

Deter minagdesfisicasequimicas
As andlises fisicas e quimicas foram realizadas pelos
seguintes métodos:

- Proteina: pelo método Micro-Kjedahl?®®;

- Extrato seco total: procedeu-se secagem em estufa
estabilizada a 105°C, até obtencdo de peso constante®®;

- Lipidio: utilizou—se o Lacto—butirdmetro de Gerber?;

- Lactose: aandlisefoi realizada segundo o método de reducéo
de Fehling, expressando-se os resultados em lactose (g/
1oog 20;

- Densidade: foi medida mediante a leitura em
termolactodensimetro a 15 °C%;

- Acidez: realizou-se atitulagdo, sendo utilizada a acidez em
acido latico®;

- Cinzas: obtidas medianteincineragdo em temperaturaproxima
a550-570°C%;

- Peroxidase: através dasolucéo al codlicade guaiacol a 1%

- Extrato seco desengordurado: foi obtido pela subtragdo do
teor de gordura do extrato seco total?.

AvaliacBodaqualidadedoleite
Osresultados obtidos nas andlisesfisico-quimicasforam
comparados com os valores estabel ecidos pela legislagio?.

Andliseestatistica

Todos os dados foram transcritos para meio digital e o
banco de dados foi analisado com o auxilio do programa
estatistico SPSSfor Windows versdo 8.0%. Paracada pardmetro
fisico e quimico foram calculados a média e o desvio-padrao
paracadamunicipio.

Os valores inferiores ao estabelecido pela legislacéo
especificaforam categorizados em adequado ou inadequado e
cada municipio foi classificado de acordo com o nimero de
pardmetros que atenderam as recomendagOes legais. Foi
construido um mapaparaavisualizagdo espacia dos municipios
com o prograna TABWIN?,

RESULTADOS E DISCUSSAO
Osvaloresmédios (%) e desvios-padrdes dos pardmetros

fisicos e quimicos do leite de cabra distribuido no Cariri
Paraibano est&o mostrados na Tabela 1.
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Considerando-se 0s 21 municipios estudados,
constatou-se que os resultados das andli ses apresentaram com
maior frequiéncia, valoresinferiores aos minimos estabel ecidos
pelalegislacdo: extrato seco desengordurado (38,1%), lipidios
(9,5%) elactose (9,5%).

Na Tabela 2 encontra-se a freqiiéncia de amostras de
|eite pasteurizado de mini-usinas daregi&o do Cariri Paraibano
de acordo e em desacordo com os padrdes estabelecidos pela
legislacéo especifica.

Quanto as alteragbes das caracteristi cas fisico-quimicas,
pbde-se observar que as maisfrequentes foram verificadas nos
teores de extrato seco desengordurado, lipidios e lactose,
estando esses par@metros fora das preconizagdes estabel ecidas
no Brasil?, que estabel ece para extrato seco desengordurado,
lipidios e lactose valores minimos de 8,2%, 2,9% e 4,3%,
respectivamente. Verificou-se também, que além das amostras
pré-estabel ecidas, aprovade peroxidase apresentou freqliéncia
negativade 29,3% (24) das amostras analisadas, demonstrando
assim, que provavel mente o produto podeter sido submetido a
umatemperatura superior a 75°C, ou sgja, atemperaturaideal
de pasteurizagdo, por mais de 20 segundos, contribuindo para
ainativacdo da agdo da mesma®.

Do total dos 30 municipios (Figural) que compdem os
CaririsOcidental e Oriental, 21 foram analisados e observou-se
que 11 (52,4%) apresentaram val ores-médios para algum dos
parametrosfisicos e quimicos aquém dos val ores recomendados
pela literatura, constituindo-se um dado um tanto quanto
preocupante, visto ser mais da metade do universo amostral
(Figura2).

Todavia, levando-se em consideracdo o nimero de
repeticoes feitas por amostras de cada municipio, verifica-se
que do total de 530 andlises realizadas, apenas 13 (2,45%)
encontravam-se a margem dos padrfes, com pouca
representatividade quando comparado ab mesmo universo
amostral.

Cruz’, em pesquisa com leite de cabra, relata valores
meédios de densidade variando entre 1030,8 a 1032,2 g/cm?,
enguanto neste estudo foram encontrados valores médios
semel hantes que variaram entre 1027,6 a1033,4 g/cm?®. O mesmo
vale para Carvalho®, que ao analisar leite de cabra de micro-
usinas daregido da grande S&o Paulo, encontrou val ores entre
1031,9 a 1032,5 g/cm?®. Valores superiores ao valor médio
encontrado na pesquisa (1030,2 g/cm?®) foram observados por
Benedet®, Chornobai et al,* e Queiroga?®: 1032,0; 1031,7 e

Tabela 1. Valores médios (%) e desvios-padrdes dos parametros fisicos e quimicos do leite de cabra distribuido no Programa

“leite daParaiba” no Cariri Paraibano.

Cidades Proteina Lipidios Lactose ESD! EST? Densidade Acidez
(9/1009) (9/100mL) (9/200mL) (9/1009) (9/1009) (g/ent’) (@mL)
n=78 n=82 n=84 n=82 n=82 n=42 n=84
Amparo 3,3+0,08 3,3+0,09 424025 7,8+0,14 11,3+006 10314+000 0,15+0,00
Camdal 34+0,16 38+0,13 4,4+0,03 7,8+0,30 11,7+033 10320+000 0,15+0,00
Congo 3,2+0,09 35+0,05 4,3+0,05 8,7+0,13 1224009  10332+0,00 0,17+0,00
Monteiro 3,7£0,03 35+047 4,3+0,19 84+1,16 1154061  10330+000 0,14+0,01
OuroVelho 35+0,05 41+0,78 4,3+0,02 8,0+0,91 1214013  1030,3+0,00  0,16+0,00
Parari 32+0,22 4,4+0,10 45+0,05 8,2+0,15 1254015  10295+001  0,17+0,00
Prata 33+0,17 34+0,15 4,3+0,02 8,6+0,19 124029 1030,0+000  0,17+0,00
S.S.Umbuzeiro  2,6+0,07 3,3+0,15 43+0,20 8,0+0,29 1124018  10287+001  0,14+0,03
S.J. Cordeiros 38+0,14 34+017 42+0,04 9,1+0,52 1254031  10289+0,00 0,16+0,00
SerraBranca 35+0,19 3,8+0,09 4,3+0,03 9,0+0,13 1274011 103151000 0,16+0,01
Sumeé 3,3+0,02 34+0,53 43+0,08 84+0,15 1194034  10334+001  0,17+0,00
Zabelé 2,6+0,33 29+0,07 4,3+0,09 8,1+0,12 1114021  10290+0,00  0,16+0,01
Barrade Santana 3,2+ 0,07 3,3+0,23 5,0+0,03 8,3+049 1164031  10276+000  0,14+0,02
BarradeS.Miguel 3,1+0,11 35+0,18 45+0,04 8,6+0,19 1214026  10292+0,00 0,16+0,00
Boqueirdo 3,3+0,36 3,3+0,30 45+0,12 8,9+0,13 1224021  10287+001  0,16+0,00
Cabaceiras 34+0,12 4,3+0,16 4,4+0,02 81+0,31 1244013  10302+0,00 0,15+0,00
Caralbas 34+0,13 3,3+0,21 4,4+0,03 8,8+0,28 1214009  1030,1+0,00  0,17+0,00
Caturité 3,4+0,06 2,6+0,08 45+0,07 8,5+0,08 11,1+009  10302+0,00  0,15+0,00
Gurjdo 3,3+0,12 3,6+0,35 4,4+0,01 8,0+0,38 1164014  10306+0,00 0,16+0,00
Riacho S Antonio 34+0,12 351017 434013 8,0+0,74 1154061  10296+0,00  0,16+0,00
Santo André 35+0,03 2,8+0,05 4,4+0,15 84+046 1124038 103251001  0,16+0,00
Media 3,310,29 35+0,49 4,4+0,20 84+0,53 118+024 1030,2+001  0,16+0,00
1 Extrato seco desengordurado
2 Extrato seco total
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Tabela 2. Freguiéncia de amostras de | eite de cabra pasteurizado provindo de mini-usinas daregido do Cariri Paraibano em

relacdo alegislagéo especifica.

Andlisesfisico-quimicas De acordo Em desacordo
Parémetros Padréo N n % n %

Acidez %* 0,13-0,18 8 A 100 0 0
Densidade (15°C) 1028,0—1034,0 P Vvl 100 0 0
ESD%** min. 8,2 & A 90,2 8 98
L actose% min.4,3 S & 97,6 2 24
Lipidio% acima2,9 & ) %3 3 37
Peroxidase aprov./reprov. & 8 70,7 2 293
Proteina% min. 2,8 8 8 100 0 0
*acidez, em % &cido lactico
** Extrato seco desengordurado

- sk

. - [ L]

=« o . : oo

Figura 1. Mapa do Estado da Paraiba com destaque das
microrregidesdo Cariri Ocidental e Oriental.

1032 g/cm?, respectivamente. Ja Queiroga®, analisando o leite
caprino detectou valor inferior de 1028 g/cm?.

Notocante ao extrato secototal (EST), Cruz’ e Carvalho®
em suas andlises encontraram intervalos médios de 9,82 a
12,96% e 11,76 a12,68%, respectivamente. Val ores semel hantes
paraeste parametro também foram encontrados nesta pesquisa,
cujosresultadosvariaramde 11,1 a12,7 ¢/100g. Morgan et al .4
citavalor médio similar, 11,8 g/100mL, ao do estudo. Queirogé’,
Prata et al.?® e Chornobai et al.?”, em seus experimentos,
constataram valores médios superiores de 12,7, 12,4 e 12,2%,
respectivamente, ao aqui encontrado (11,8 g/100mL ). Todavia,
também foram determinados por Benedet?®, Sung et a.* e
Queiroga® valores inferiores: 10,69, 11,1 e 11,4 ¢/100mL,
respectivamente. O EST é um indicador importante devido a
exigéncia de padrées minimos no leite e pela influéncia no
rendimento dos produtos | acteos, podendo-se observar que o
pagamento do leite e seus produtos é em funcéo do contetido
extrato seco, especificamente gordura e proteina.

No que diz respeito ao extrato seco desengordurado
(7,8 29,1 g/100mL), os valores determinados mostraram-se
semel hantes aos encontrados por Cruz’ e Carvalho®: 7,2 a8,75
% e 8,87 a9,09 %. Entretanto, Benedet®, analisando | eite caprino

Figura 2. Mapa do Estado da Paraiba com destaque das
microrregides do Cariri Paraibano que se encontram em
desacordo com alegislacdo vigente.

do estado de Santa Catarina, determinou valores médios
inferiores (7,34%) ao valor médio ja constatado (8,4%) nesta
pesquisa.

Quanto as proteinas, Cruz’ verificou intervalo médio de
2,62 a 3,88 g/100g em amostras del eite caprino comercializado
no estado da Paraiba. Valores similares foram encontrados no
leite produzido no Cariri paraibano, com variacdo de2,6 a3,8 ¢/
100mL e valor médio de 3,29% por Benedet?. Queiroga®, em
suas andlises, obteve valor médio inferior (2,7 g/100mL) ao
obtido no presente estudo (3,3 g/100mL).

Cruz’ relata valores médios de &cido |4ctico variando
entre 0,17 a0,19 g/100mL . Resultados anal ogostambém foram
aqui verificados, cujointervalo médiofoi de0,14a0,17 g/100mL.
Em referéncia ao teor lipidico, Cruz” em seu experimento
observou valores com variagéo de 2,62 a 3,88 g/100mL,
resultados estes proximos aos aferidos no estudo (2,6 a4,4 g/
100mL ). Porém, Queirogef constatou valor médio de4,6 g/100mL,
constituindo-se este valor superior ao encontrado (3,5 g/
100mL). JABenedet®, Prata et al.® e Chornobai et al.?” notaram
valoresinferioresde 3,34, 3,27 e 3,34 g/100mL , respectivamente.
A acidez é normal mente utilizada como indicador do estado de
conservacdo do leite em funcdo da relacdo entre a
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disponibilidade de lactose e producéo de acido | atico por agédo
microbiana que acarretaem aumento naacidez e diminui¢do no
teor de lactose®.

O valor médio de lactose determinado de 4,4% foi
superior ao reportado por Queiroga®, 4,1 g/100mL, Queiroge’,
4,2 9g/100mL ePrataeta.,”4,3g/100mL. Todavia, Sungeta.* e
Diaset al . apresentaram val ores médios superioresde 4,6% e
4,76% aos encontrados, enquanto que Benedet?, avaliando
leite de cabrade Santa Catarinarelatou valores médiosinferiores
de 3,19%. A lactose é um dos nutrientes mais estéveis da
composi¢ao quimicado leite, estando diretamente rel acionada
com a regulagdo da pressdo osmética, de forma que maior
producéo de lactose determina maior producéo de leite com
mesmo teor de lactose®.

Com relagcdo a concentragdo de gordura no leite,
segundo Mendes® e Gonzdles et a.*, o teor de gordura do
leite caprino é susceptivel aoscilagBesdevido avariosfatores,
como: genética, turno de ordenha, periodo de lactagéo,
disponibilidade de determinados alimentos e a sazonalidade.
VariagBes na composicdo centesimal do leite podem ser
decorrentes a multiplos fatores, dentre eles as condigdes
higiénico-sanitérias, fraudes por adicdo de agua e mistura de
leites de outras espécies. Fatores como o0 manejo e
caracteristicas genéticas sdo determinantes na avaliagdo do
perfil nutricional dos produtoslacteos. No entanto, nadeteccéo
devalores discordantes dos estabel ecidos pel aregulamentacdo
técnica, deve-se haver ainvestigacao de suas possiveis causas,
com o controle desde a ordenha até adistribuicdo, preservando
a garantia de sua qualidade.

CONCLUSAO

Este estudo proporcionou a percepcdo de que 0s
valores obtidos para os parémetros estudados mostraram-se
semel hantes, em suamaioria, aosreferenciados pelaliteratura,
como também com os preconizados pelalegislagio em vigor.
Entretanto, ressalta-se que alguns parametros se
encontravam, claramente, a margem do que a legislacéo
especificarege, acitar: extrato seco desengordurado, lipidios
e lactose, podendo estar relacionado a alteragdes de ordem
biolégicaelou fisica

Assim, verifica-se a importéncia de continuar o
monitoramento da qualidade do processo de beneficiamento
do leitede cabradistribuido no programa, de modo que propicie
a oferta de um produto de qualidade. Isso refletira no
fortal ecimento do programa, visto que o produto teraumamaior
aceitabilidade, tendo como natural resposta um maior
desenvolvimento nutricional e consequentemente umareducdo
da taxa de morbi-mortalidade da populacéo beneficiada pelo
programa Pacto Novo Cariri, em especial criangas menoresde
seis anos. Além disso, promovera um desenvolvimento da
caprinocultura da microrregido do cariri, contribuindo ao
crescimento econdmico da popul agéo.
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RESUMO

A avaliacéo daqualidade fisico-quimicae microbiol 6gicade 56 amostras (oito deleite pasteurizado integral,
nove deleite pasteurizado desnatado, 31 deleite pasteurizado tipo C, de duas marcas comerciais e oito de
leite cru de dois fornecedores), de leite fluido exposto ao consumo na regido metropolitana de Belém,
estado do Parg, demonstrou que no conjunto das amostras 21,15% del eite pasteurizado tipo C, 7,87%% de
|eite pasteurizado integral, 15,05% de | eite pasteurizado desnatado e 38,37% deleite cru estavam forados
padrbes oficiais. Os padrfesfisico-quimicos e microbiol 6gicos foram extrapol ados em 18,01% e 27,80%,
8,17% e10,00%, 15,88% e 13,56%, 36,14% e 39,99%, respectivamente. Distor¢desrel ativas ao tratamento
térmico e de estabilidade fisico-quimicaforam detectadas no leite pasteurizado e as rel ativas ao aspecto,
limpeza de embal agem, volume do contelido e conservacéo na exposi¢ao para venda, foram observadas
para todos os tipos de leite. Concluiu-se que, de modo geral, a qualidade do leite exposto ao consumo
apresentou-se insatisfatoria devido os percentuais de amostras excedentes aos padroes oficiais e apesar
do aumento no fornecimento de leite pasteurizado, o leite ndo certificado ou clandestino continua sendo
€XPOSsto ao consumo.

Palavras-Chave. leite pasteurizado, leite de consumo, qualidade fisico-quimicaemicrobiolégicadoleite,
leite ndo certificado, leite cru, Belém do Para.

ABSTRACT

A survey onliquid milk on salefor consumption in the metropolitan areaof Belém, state of Parg, Brazil, was
performed. Fifty six samples (eight pasteurized integral milk, nine pasteurized skimmed milk, 31 type C
pasteurized milk ; fromtwo commercial brands, and eight raw milk from two suppliers) were evaluated by
means of the official physiochemical and microbiologic analytical methods, and the observed resultswere
compared to official s standards. On thewhole, it was observed that the samplesresults exceeded the limits
of respective standardsin 21.15% of type C pasteurized milk samples, in 7.87% of integral pasteurized milk,
in 15.05% of skimmed pasteurized milk, and in 38.37% of raw milk. On an individual analysis, the
physiochemical and microbiologic patternswereexceeded in 18.01% and 27.80%, 8.17% and 10%, 15.88%
and 13.56%, 36.14%, and 39.99%, respectively. Improprieties related to the thermal treatment and
physiochemical stability were detected in pasteurized milk; andin al typeof milk irregularitieson sensorial
characteristics, aspect, packing cleanness content volume, and storage temperature at marketswere found
out. Allinall, thequality of milk displayed for consumption showed to beinadequate. In spite of pasteurized
milk supply haslately increased, the non-certificated milkshavestill been placed on salefor consumption.
Key Words. pasteurized milk, milk exposed for consumption, quality of milk, physiochemical and
microbiologic characteristics of milk, non- certificated milk, Brazil.
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INTRODUCAO

O leite € um dos aimentos mais completos, mas sua
composi¢ao quimicae a microbiotaque o acompanhao tornam
um produto altamente perecivel, necessitando para sua
conservacdo de adequados tratamentos higiénicos e
tecnol dgicos* 2.

No Brasil, aproducéo | eiteiraaindaapresenta obstacul os
na cadeia produtiva, especialmente em relacdo as condicles
higiénico-sanitarias, que comprometem a qualidade final do
produto, mormente em regides como aA mazonia.

No estado do Para, assim como em outros estados
brasileiros, fatores de naturezahigiénica, sanitariaetecnol égica
tém marcante influéncia na qualidade do leite produzido e,
consequentemente, na qualidade do alimento exposto ao
consumao®+5,

A qualidade do leite € umasomatdriade vérios atributos,
entre os quais aestabilidade fisi co-quimicae microbiol 6gica, o
€levado nivel higiénico eainocuidade sanitaria; por isso, foram
fixadas exigéncias relativas a produgcdo, manejo, transporte e
comercializacdo, estabel ecendo-se para osprodutoresda regido
norte 0 ano de 2007 para adequagéo anova realidade do setor®.

O leite comercializado na area metropolitana de Belém
apresentairregularidades em grausvaridveis, que muitasvezes
penalizam o consumidor e a populacdo como um todo
(comunicagéo pessoal).

O objetivo do presente estudo foi analisar a qualidade
fisico-quimicae microbiol égicado | eite exposto ao consumo na
regido metropolitana de Belém-PA, em diferentes épocas dos
anosde 2002 e 2003.

MATERIAL E METODOS

Material

O total de 56 amostras deleite exposto ao consumo, em
diferentes épocas do ano, na regido metropolitana de Belém,
estado do Pard, das quais oito de leite pasteurizado integral,
nove de leite pasteurizado desnatado, 31 de |eite pasteurizado
tipo C, de duas marcas comerciais e oito de leite cru de dois
fornecedores, foram coletadas para andlise da qualidade do
produto.

Méodos

As amostras foram coletadas nos locais de venda e
transportadas sob refrigeracdo até o laboratorio de andlises.
No momento dacoletaforam verificadas as condi ¢des delimpeza
da embalagem, medida a temperatura de conservagdo e
registrados dados a respeito do local de venda.

As amostras foram submetidas a métodos fisico-
guimicos e microbiolégicos oficias e a apreciacéo de
caracteristicas sensoriais, volume etemperatura.

Foram realizadas as seguintes determinagdes fisico-
quimicas: densidade relativa a 15 °C, acidez titulavel pelo
método de Dornic, estabilidade frente ao &lcool-alizarol,
peroxidase, teor de gordura, extrato seco e extrato
desengordurado. A determinacéo de volume contido na
embalagem foi efetuada em proveta aferidaa conter, segundo
procedimento rotineiro. As andlises microbiol 6gicasincluiram
a contagem de mesofilos e de estafilococos, 0 niUmero mais
provavel (NMP) de coliformestotais e coliformesfecais ea
pesquisa de Salmonella spp., conforme procedimentos e
recomendagdes oficiais’®. A contagem de estafilococos ndo
incluiu a pesguisa de coagul ase.

Os resultados foram comparados aos padrdes oficiais,
para apreciacdo da qualidade higiénico-sanitaria do produto
exposto ao consumo®®,

RESULTADOS

Todos os tipos de leite analisados apresentaram
irregularidades em graus variaveis, cujos dados sao
apresentados nas Tabelas 1, 2 e 3.

Entre os trés tipos de leite pasteurizado, o leite tipo C
apresentou 0 maior percentual de amostrasinsatisfatorias, isto
é, em desacordo com os padres fisico-quimicos e
microbiolégicosoficiais, 21,15%, seguido do | eite pasteurizado
desnatado, 15,05% e pasteurizadointegral, 7,87% (Tabela 1). O
leite cru, em conformidade com as normas a serem implantadas
definitivamente naregi&o norte, apresentou percentual de 38,37%
de amostrasinsatisfatorias (Tabela 1).

Os percentual s de amostras que satisfizeram os padrées
oficiais estdo resumidos nas Tabelas 2 e 3, que em ordem
decrescenteforam os seguintes. parao | eite pasteurizado integral,,

Tabela 1. Distribuicao percentual de amostras deleite fluido exposto ao consumo na&rea metropolitana de Belém, estado do
Pard em desacordo com os padrbes oficiais, segundo o tipo deleite e andlises|aboratoriaisrealizadas. Belém, 2006.

Tipodeleite Percentual de amostras em desacordo
Parémetros
Fisico-quimicos Micrabiol 6gicos Total amostrasem
desacordo

Pasteurizado C 1801 2780 21,15
Pasteurizado integral 817 10,00 787
Pasteurizado desnatado 1583 1356 1505
Cru 36,14 39,9 3837
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Tabela 2. Percentual de amostras fora do padréo oficial do leite fluido exposto ao consumo na regido metropolitana de Belém,
estado do Para, segundo o tipo deleite e andlisesfisico-quimicasrealizadas. Belém, 2006.

Analises Tipo de leite

Pasteurizado C Pasteurizado integral Pasteurizado desnatado Cru
Densidade
N° de amostras 30 8 9 8
Variagdo 1,024a1,039 1,0315a1,039 1,0286a1,0347 1,0293a1,0312
Fora do padréo 6 2 5 z
% fora do padréo 20,00 28,6 55,50 z
Dentro do padréo 24 6 4 8
% dentro do padréo 80,00 714 4450 100,00
Acidez titulavel
N° de amostras 31 8 9 8
Variagao 11,03a28 1458a17,67 14a17,25 13,7a27
Fora do padréo 5 z z 8
% fora do padréo 16,13 z z 100,00
Dentro do padréo 26 8 9 z
% dentro do padréo 83,87 100,00 100,00 z
Gordura
N° de amostras 14 8 9 8
Variagéo 2,80a4 3,5a4,5 0,10a0,80 4,10a4,70
Fora do padréo 1 z 1 z
% fora do padréo 714 z 11,10 z
Dentro do padrédo 13 8 8 8
% dentro do padréo 92,86 100 88,90 100,00
Extrato seco
N° de amostras 14 14 9 8
Variagdo 10,09a14,30 12,2a14,3 8,85a9,60 12,42a13,39
Fora do padréo 1 z z z
% fora do padréo 7,14 z z z
Dentro do padrao 13 14 9 8
% dentro do padréo 92,86 100,00 100,00 100,00
Extrato desengordurado
N° de amostras 14 8 9 8
Variagdo 6,05a10,30 8,7a10,3 8,67a9,40 8,32a8,65
Fora do padréo 5 z z 2
% fora do padréo 35,72 z z 40,00
Dentro do padréo 9 8 9 6
% dentro do padréo 64,28 100,00 100,00 60,00
Estabilidade
N° de amostras 30 8 9 8
Amostras estaveis 28 8 9 5
% amostras estaveis 93,40 100 100,00 62,00
Amostras instaveis 2 z z 3
%amostras instaveis 6,60 z z 38,00
Pasteurizacdo
N° de amostras 30 7 9 8
Eficiente 20 5 5 2
% eficiente 66,67 7145 55,50 25,00
Ineficiente 10 2 4 6
% ineficiente 33,33 28,0 4454 75,00
% dentro do padréo 81,99 91,83 84,12 63,86
% fora do padréo 18,01 8,17 15,88 36,14
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91,83% e 90,00%; parao |eite pasteurizado desnatado 84,12% e
86,44%; parao leite pasteurizado tipo C, 81,99% e 72,20% e para
o leite cru, 63,86% e 60,01%, para as caracteristicas fisico-
quimicas e microbiol dgicas, respectivamente.

Todos os tipos de leite apresentaram, em graus
variaveis, alteragdes nas caracteristicas sensoriais de odor,
sabor e aspecto, neste caso com a presenca de grumos. Em

todas as amostras a embalagem apresentava-se suja
externamente, a temperatura de conservagdo situava-se na
faixa de 5 °C quando exposto em balcdes frigorificos de
supermercados; nas padarias e bares as amostras eram
mantidas em refrigeradores sem registro de temperatura. O
volume of erecido ao consumo variava muito, desde 880 até
1.010mL.

Tabela 3. Percentual de amostrasforado padréo oficia do leite fluido exposto ao consumo naregido metropolitana de Belém,
estado do Parg, segundo otipo deleite e asandlises microbiol égicas realizadas. Belém, 2006.

Anadlises Tipo de leite

Pasteurizado C Pasteurizado integral Pasteurizado desnatado Cru
Contagem de mesofilos
N° de amostras 31 7 7 7
Variagdo <1,0x10' aincontév. <1,0x10*al1,0x10* <1,0x10! aincontév. 2,5x10 aincontév.
Dentro do padrédo 18 7 5 4
% fora do padréo 58,10 100,00 71,50 57,20
Fora do padréo 13 z 2 3
% fora do padréo 41,90 z 28,50 42,80
NMP coliformestotais
N° de amostras 30 6 7 7
Variagdo 1,1a110 21,0a110 0,0a110 9,3a110
Dentro do padrao 10 3 6 1
% dentro do padréo 33,40 50,00 85,70 14,30
Fora do padréo 20 3 1 6
% fora do padréo 66,60 50,00 14,30 85,70
NMP colifor mes fecais
N° de amostras 23 6 7 7
Variagdo 0,0a110 00 00 0,0a1,90
Dentro do padrao 23 6 7 7
% dentro do padréo 100,00 100,00 100,00 100,00
Fora do padréo z z z z
% fora do padréo z z z z
Pesgquisa Salmonella
N° de amostras 30 6 5 2
Variagéo Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
Dentro do padrédo 30 6 5 2
% dentro do padréo 100,00 100,00 100,00 100,00
Fora do padréo z z z z
% fora do padréo z z z z
Contagem estafilococos
N° de amostras 23 3 4 7
Variagdo <1,0x10! aincontdv. <1,0x10! aincontdv. <1,0x10t-2,0x10* <1,0x10t-1,25x10°
Dentro do padrao 16 3 3 2
% dentro do padréo 69,50 100,00 75,00 2857
Fora do padréo 7 z 1 5
% fora do padréo 30,50 z 25,00 71,43
%Amostras dentro 72,20 90,00 86,44 60,01
do padréo
%Amostras fora padréo 27,80 10,00 13,56 39,99
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DISCUSSAO

Conforme osdadosdaTabela 1, o percentua deamostras
insatisfatoriasdeleite cru, 38,37%, foi ligeiramente superior ao
percentual determinado por Freitaset al.*°, 32,73%. O percentual
deamostrasinsatisfatdrias del eite pasteurizado tipo C, 21,15%,
superou aquele determinado por Polegato e Rudge', 14,40%,
masfoi inferior ao observado por Cardoso e Araujo?, 39,49%.

Asamostrasinsatisfatorias deleite pasteurizado integral
alcancaram o percentual de 7,87%, valor inferior ao determinado
por Garrido et al.*?, 22,30% e Cardoso e Araujo?, 40,00%. Por
outro lado, o percentual de amostras insatisfatérias do leite
pasteurizado desnatado atingiu 15,05%, mostrando-setambém
inferior ao percentual deterninado por Freitaset al.’®, 22,28%.

No que se refere apenas aos resultados das andlises
fisico-quimicas (Tabela2) asamostras do | eite pasteurizado tipo
C extrapolaram o respectivo padréo em 18,01%, valor inferior
aospercentuais de41,10% observado por Cardoso eAraujo® e
20,00% observado por Freitas et al.%, porém superior aquele
observado por Garrido et al.? e Oliveiraet al.*%, 3,00% e2,97%,
respectivamente.

Para este tipo de leite, ainstabilidade ao &l cool-alizarol
foi observada em 6,60%, a ineficiéncia da pasteurizacdo em
33,33% eaacidez e evadaem 16,13%. Em rel acdo apasteurizacéo,
aineficiénciano emprego do calor foi também observadaneste
tipo deleite por Tinoco et al.**, Oliveiraet a.® e por Freitas et
al.*®, no caso deste Ultimo estudo em 100,00% das amostras. A
elevacdo daacidez foi também observadapor Oliveiraetal.’® e
por Freitaset al.*> em 33,30% das amostras.

Segundo osdadosdaTabela 2, o percentual de amostras
de leite cru fora dos padrbes fisico-quimicos atingiu o valor
consideravel de 36,14%, com elevada participacdo da acidez
titulavel, 100,00% das amoastras e do extrato desengordurado,
40,00% das amostras, superior aosval oresobservadospor Freitas
et al.® e Sachetti et al.%¢, 24,07% e 19,67%, respectivamente.

Nestetipo deleite, ainstabilidade ao d cool-dizarol estava
presente em 38,00% das amostras, mas a pasteurizacdo foi
realizada adequadamente em 25,00% delas. Nesse mesmo tipo
deleite ainstabilidade foi observada por outros pesquisadores
em 42,50%, 25,00% e 25,00% das amostras'>18

Aindado ponto de vistafisico-quimico o percentua fora
do padréo relativo ao leite pasteurizado integral foi 8,17%,
inferior aguele determinado por Garrido et a.*?, proximo ao
observado por Freitaset a.*° erelativamenteinferior ao resultado
observado por Cardoso e Araujo®, respectivamente, 19,10%,
9,17% e 40,00%. Nestetipo deleite a€ficiénciada pasteurizacdo
foi observadaem 100,00% das amostras analisadas.

No leite pasteurizado desnatado, o percentual de
amostras forados padréesfisico-quimicosfoi 15,88% do qual o
relativo, especificamente, adensidade alcancou o €levado val or
de 55,50%; de modo semelhante, aquel e relativo especificamente
ao teor de gorduraatingiu o valor de 11,10%.

No que se refere apenas as caracteristicas
microbiolégicas (Tabela 3) o percentual das amostras de leite
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cru que extrapolaram os padrfes adotados foi 39,99%, inferior
aos percentuais observados por Sacheti et al.’, 92,80%. Os
percentuais que excederam os padrfes referentes a contagem
demestfilose NMPdecoliformestotais, 42,80% e 85,70% foram
superiores aos percentuais observados por Sacheti et al.®,
respectivamente, 28,57% e 77,8%, inferior aguel e observado por
Ponsano et a.*° paraacontagem de mesofil os, 83,33% e superior
ao NMP de coliformes totais, 38,33%, observado por esses
MEeSsmMos autores.

Ainda em relac8o a esse tipo de leite, o percentual
observado neste estudo parao NMP de coliformesfecais, 0,00%
(Tabela3) foi expressivamenteinferior ao percentual de 88,90%
observado por Sacheti et al.’, que significou a auséncia de
microrganismos desse grupo nas amostras analisadas.

Nesse mesmo tipo de leite Badini et al.?° determinaram
83,3%, 38,3% e 68,3% de amostras fora dos padres adotados
para coliformes totais, coliformes fecais e mesofilos,
respectivamente, inferior, superior e superior aos percentuais
determinados neste estudo (Tabela 3).

No leitecru, acontagem de estafilococos demonstrou o
elevado percentua de 71,43% de amostras excedentes ao padréo
oficial adotado. Por outro lado, com excecdo dos valores
referentes a pesquisa de Salmonella spp. e NMP de coliformes
fecais, 0,00% e 0,00%, as amostras de leite cru continham
elevados percentuais excedentes para coliformes totais e
estafilococos, o que confere ao produto baixa qualidade
higiénica devido, provavelmente, as péssimas condi¢des de
ordenhaemanejo do | eite einstalagdes zoatécni casinadequadas
e ainda precarias condicdes sanitarias dos rebanhos leiteiros,
pois nestas situages o leite cru apresenta elevada carga
microbiana®192,

Asamostras deleite pasteurizado tipo C extrapolaram os
respectivos padrdes microbiol6gicos em 27,80%, valor que
superou os percentuais de 10,6%, 11,3%, 20% e 15,3%
observados, respectivamente por Wendpap e Rosa? , Garrido
et a.?, Martini et al.?® e Freitas et a.°, mas inferior aos
percentuais de 37,98% e 57,1% observados por Cardoso e
Araujo® eHoffman et al ..

Ainda em relacdo ao leite pasteurizado tipo C os
percentuais de amostras fora dos padrdes microbiol 6gicos
relativos a mesdfilos e coliformes totais, respectivamente,
41,90% e 66,60%, foram superiores aqueles observados por
Nader Filho et al ., 5% e 16,25% e aos percentuais observados
por Gongalves e Franco®, 16,6% e 23,33%.

Leite Jr et al.? observaram percentuais de 65,63% e
31,25% excedentes aos padrdes para coliformes em duas
marcas desse tipo de leite; os percentuais excedentes aos
padrdes relativos a coliformes fecais observados por esses
mesmos autores, 34,35% e 6,25% foram, obviamente,
superiores aqueles observados neste estudo, 0,00%. Por
outro lado, Oliveiraet al.**observaram percentual excedente
de 47,5% para coliformes fecais nesse tipo de leite, valor
também comparativamente superior ao observado neste
estudo (Tabela 3).
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No que se refere a pesquisa de Salmonella spp e
contagem de estafilococos neste tipo de leite, Wendepap e
Rosa?? também néo observaram amostras forados padrfes para
€sses microrganismos, enquanto que Hoffman et al.2* observaram
a presenga do primeiro em 25,00% das amostras por eles
analisadas.

Do ponto de vistamicrobiol 6gico, nas amostras do leite
pasteurizado integral o percentual que extrapolou osrespectivos
padrées alcangou 10,00%, significativamente inferior aos
percentuais de 18,51%, 25,55%, 30,77%, 21,12% e 26,12%,
determinados para esse tipo de leite por outros
pesquisadores!®22229 Nader Filho et al..* observaram os
percentuais de 0,70%, 5,00% e 5,00%, quanto aos padrbes de
mesofilos, NM P de coliformestotaise NM P de coliformesfecais,
respectivamente superior, inferior e superior aos respectivos
percentuais determinados neste estudo (Tabela 3).

Entre os quatro tipos de leite expostos ao consumo na
regido metropolitana de Belém, o leite cru apresentou 0 mais
elevado percentua de amostrasinsatisfatérias, 38,37% (Tabela
1), a0 mesmo tempo em que apresentava elevados percentuais
referentes as analises fisico-quimicas e microbioldgicas,
respectivamente, 36,14% e 39,99% (Tabela 2, 3). Esses séo
valores excedentes que traduzem inadequadas condicBes
higiénico-sanitérias e, provavelmente, de manejo do produto,
isto & ausénciaou precarias condi¢desdefiltracdo eresfriamento
do leite naunidade produtora®, que contrariam asnovas normas
estabel ecidas para produtos lacteos no pais’.

Do mesmo modo, os elevados percentuais assinalados
configuram também potenciais riscos sanitarios para a sade
do consumidor, representados pel a possibilidade de ocorréncia
deintoxicactes alimentares einfeccdes de origem alimentar®2,

Dentre os trés tipos de leite pasteurizado o leite tipo C
apresentou o consideravel percentual de 21,15% de amostras
insatisfatorias, seguido do leite pasteurizado desnatado, 15,05%
epasteurizadointegral, 7,87% (Tabelal).

A baixaqualidade do | eite pasteurizado pode configurar,
do ponto de vista microbiolégico, elevada contaminagéo da
matéria-prima, contaminagdo pds-processamento, falhas na
pasteurizagdo, assim como inadequadas condigbes de
temperatura de conservacgdo pos-processamento e ou de
exposi ¢80 paraconsumo, Situagdes que podem ser identificadas
nas provas e teste de peroxidase e estabilidade frente ao &l cool-
alizarol, na apreciagdo de caracteristicas sensoriais e de
temperaturade conservacdo navenda paraconsumo. Conforme
enfatizou Luque Forero® o leite pode ser contaminado por
ignorancia, negligéncia, préticafraudulentae emprego detécnicas
deficientes na conservacgdo, transporte, industrializacéo e
comercializaco.

De modo geral, ndo foi observada uma melhora da
qualidade do | eite exposto ao consumo naregido metropolitana
de Belém para os aspectos analisados, desde as abordagens
anteriores+®15, o que parece ser um problemanacional, conforme
demonstrado pelos autores referenciados neste estudo e pela
constatagdo da venda para consumo de leite ndo certificado,

clandestino, nesta cidade.

CONCLUSOES

Amostras de leite expostas ao consumo apresentaram
varias irregularidades do ponto de vista fisico-quimico,
microbiol6gico, sensorial, aspecto e apresentagcdo, em graus
varidveis, entre as quais as seguintes; variagdo de volume do
contelido embal ado; embalagem do produto sujaexternamente;
ausénciade controle detemperatura de conservagéo noslocais
de venda; caracteristicas sensoriais de odor, sabor e aspecto
alteradas; padrfes fisico-quimicos e microbiol 6gicos
extrapolados, principalmente em relagdo ao leite pasteurizado
tipo C e leite cru; ateracdo na estabilidade fisico-quimica e
i neficiénciadetratamento térmico em leite pasteurizado; venda
deleite ndo certificado, clandestino, com flagrante desobediéncia
a legislagdo em vigor, cujo produto apresentava elevado
percentual de amostras insatisfatorias em relagéo aos padrdes
fisico-quimicos e microbiol 6gicos analisados.
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RESUMO

Foram analisadas 60 amostras de mel vendidas em feiras-livres, supermercados e casas de produtos
naturais da zona oeste do municipio de S&o Paulo, paraavaliar a atividade de agua—Aa (Aqualab 3TE -
Decagon) e a contagem de bolores e leveduras (em égar batata contendo 2 e 20% de dextrose). A Aa
apresentou valor médio de 0,578 e desvio padréo de 0,027, valor minimo de 0,489 e méximo de 0,661. A
contagem de bolores e leveduras apresentou valor minimo, mediano e maximo, respectivamente de:
<0,5x1; <0,5x1 €3,9x10? UFC/g no &gar 2% de dextrose e<0,5x1; 0,5x10 e 3,9x10? UFC/g no égar 20%. N&o
houve diferencasignificativaentre as contagens obtidas nos mei os com 2 e 20% de dextrose, porém houve
maior nimero de amostras com auséncia de crescimento no meio 2%. Concluiu-se que 59/60 amostras
(98,33%) tinham pouca probabilidade de sofrer fermentacéo por apresentarem baixas contagens (<15 UFC/
g) e/louAa(<0,61); apenas 1/60 (1,67%) amostraapresentou umacondi¢do potencial defermentagcdo, com
contagem >100 UFC/g eAa>0,61; hanecessidade de maisinformagdes sobre aimportanciadaosmolaridade
do meio de cultura na quantificac&o e identificagdo de bolores e leveduras em mel.

Palavras—Chave. mel, atividade de &gua, bolores eleveduras, qualidade.

ABSTRACT

Water activity - Aw (Aqualab 3TE - Decagon) and molds and yeasts counting were assessed in 60 honey
samples traded on open—air markets, supermarkets and natural products establishments at Western
region of S8o Paulo city. Water activity measures showed a mean value of 0.578, and 0.027 as standard
deviation, being 0.489 and 0.661 the minimum and maximum val ues, respectively. Moldsand yeasts counting
(performed on culture containing 2 and 20% dextrose potato agar) presented the minimum, median and
maximum values of <0.5x1; <0.5x1 e 3.9x10? CFU/g respectively on 2% dextrose agar, and <0.5x1; 0.5x10e
3.9x10? CFU/qg, respectively on 20% dextrose agar. No significant difference in mold/yeast counting on 2
and 20% dextrose agar was evidenced; although high rate of absence of mold and yeast growing was
observed onto 2% dextrose agar. In conclusion, 59/60 (98.33%) samples presented low probability for
fermenting process, as these honey specimens showed low counts of most and yeast (<15 CFU/g) and/or
Aw (<0.61). Of 60 samples, only one (1.67%) showed a potential fermenting condition owing to the
counting value of >100 CFU/g and Aw >0.61. Further studies should be carried out to investigate the
culture medium osmolarity for quantifying and identifying molds and yeasts

Key Words. honey, water activity, moulds and yeasts, quality.
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INTRODUCAO

O Regulamento Técnico de |dentidade e Qualidade do
Mel?, que estabel ece requisitos de qualidade, determina20% o
valor méximo permitido paraumidade e, emboranao estabel eca
limite méximo toleravel parabolores e leveduras, define que o
produto ndo pode ter indicios de fermentagéo.

A Teoriados Obstéculos de Leistner explicaainteragcdo
dos fatores que modulam a dindmica de multiplicacdo/
sobrevivénciademicrorganismosno alimento, permitindo avaliar
a estabilidade e seguranga microbiol dgica do produto®

A importancia dessa perspectiva de avaliacdo esta
registradano trabal ho de Schweitzer® que associou o percentual
de umidade e apresencadeleveduraaocorrénciadafermentacéo
no mel; quando a umidade é inferior a 17,1% o produto ndo
fermenta, independentemente do nimero deleveduras, poiselas
ndo conseguem se multiplicar, mas quanto mais ataaumidade,
menor aquantidade deleveduras necesséariaparaafermentacéo
do produto. Entre 17,1 e 18,0% n&o havera fermentagéo se o
numero delevedurasfor inferior a1000 por gramade mel, masse
acontaminacdo for maior, haverafermentacao; entre 18,1e19,0%
nado haverafermentacéo se o nimero delevedurasfor inferior a
10 por grama; se entre 19,1 e 20,0% elando ocorre se 0 nimero
forinferior a1l por grama. No entanto, se acimade 20%, sempre
haverarisco de fermentacéo.

Emboraaumidade sejao pardmetro oficial adotado para
estabel ecer aqualidade do mel e hgjainformagdes técnicas que
correlacioneaumidade com o potencia fermentativo do produto,
a atividade de &gua (Aa) é, segundo Franco e Landgraf 2, o
parametro que determina a agua disponivel no alimento parao
metabolismo microbiano; adgualigadaas macromol éculas, por
forgas fisicas, ndo esta livre para agir como solvente ou para
participar de reagbes quimicas e, portanto, ndo pode ser
aproveitada pel os microrgani smos.

Quando se fala em quantidade de dgua no mel, a alta
higroscopicidade do produto € uma caracteristica que deve ser
considerada. Um ambiente com alta umidade relativa induz a
trocas em suacomposi¢ao®, alterando aAae, conseqlientemente,
favorecendo a deterioragéo.

Segundo Franco e Landgraf ?, os valores limitrofes de
atividade de &gua para multiplicagdo de bactérias halofilicas,
bolores xerofilicos eleveduras osmofilicas sio, respectivamente,
0,75; 0,65e0,61, eomel variaentre0,54 e0,75.

Salamancaet al.* relatam valoresentre 0,574 € 0,590 que
assegura condic¢do inospita para atividade microbiana.
Montville® afirma que em produtos com Aa menor que 0,60 as
principais espécies de leveduras séo Torulopsis famata e
Saccharomyces rouxii e de bolores so Aspergillus echinulatus
e Xeromyces bisporus.

Hé poucos dados disponiveis na literatura, mas eles
mostram que ha diferentes niveis de contaminagéo por
bolores eleveduras em méis, desde auséncia de crescimento
até 5,0x10°® UFC/g em Recife, onde Aspergillus spp e
Penicillium spp foram os géneros mais frequentemente
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isolados® e de 0,5 a 1,4x10? UFC/g ” em Sé&o José do Rio
Preto.

Talvez por ser um alimento de baixo risco, caracteristica
conferida por sua baixa atividade de agua/umidade e baixo
pH, que determinam um ambiente indspito para
mi crorgani smos, especialmente 0s patogénicos, associado a
ainda baixa taxa de consumo, o mel ndo tem sido estudado
com entusiasmo no Brasil. No entanto, com a crescente
procura por produtos naturais percebe-se uma tendéncia no
aumento do consumo do mel e dos produtos que contenham
mel ao invés de aglicar e, assim, estudos sobre a estabilidade,
ocorréncia de fraudes e adulteracdes desse alimento séo
necessarios.

Esta pesquisa visou determinar a atividade de agua e a
contagem de boloreselevedurasem mésadquiridosem diversos
pontos de venda no municipio de Sao Paulo-SP.

MATERIAL E METODOS

Entreabril ejulho de 2003, foram adquiridasno municipio
de S&o Paulo 60 amostras de mel provenientes de feiras-livres,
supermercados e casas de produtos naturais, para andlise no
Laboratério de Higiene Alimentar da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecniada Universidade de Sdo Paulo.
Bolores e leveduras: uma aliquota de 25 gramas foi
homogenei zada em 225ml de &gua peptonada 0,1% e foram
realizadas dilui¢des seriadas e sucessivas até 10°5; semeadura
em agar batata dextrose 2% e agar batata dextrose 20%
(obtido pela adicédo de glicose anidra até concentracéo final
de 20%), segundo recomendac8es do manual “M étodos de
Andlise Microbiol 6gicaparaAlimentos’ ¢ eincubagéo a25°C/
5dias.

Atividadedeagua: utilizou-seoAndisador deAtividadede Agua
Aqualab Serie 3TE- Decagon, seguindo os procedimentos
indicados pelo fabricante.

Analise estatistica: foram realizados testes de normalidade
dos dados (Kolmogorov-Smirnov), pelo pacote estatistico
SPSS. Dados com distribuicdo normal tiveram analise descritiva
(média e desvio padréo) e para dados ndo-normais, foram
calculadas a mediana e valores minimo e maximo, também
utilizando o SPSS. Os resultados das contagens nos meios
agar batata dextrose 2 e 20% foram submetidas ao Wilcoxon
Matched-Pairs Signed-Rank Test, usando o SPSS. Parafinsde
andlise estatistica, representou-se com o nimero 0 (zero) os
resultados que estavam abaixo do limite de detecgéo datécnica
(<0,5x10* UFC/g).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os va ores minimo, da mediana e maximo de bolores e
levedurasforam respectivamente: <0,5x1, <0,5x1, e3,9x10? UFC/g
no &gar batatadextrose 2% e<0,5x1, 0,5x10"e3,9x10° UFC/gno
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agar batata dextrose 20%. Nao houve diferenca estatisticamente
significante (p>0,05) entre os valores encontrados nos meios
contendo 2% e 20% de dextrose. Na Tabela 1 pode-se notar, no
entanto, que o meio dextrose 20% revel ou melhor desempenho
na deteccdo de amostras com baixa contagem de bolores e
leveduras, o que pode ser constatado pela menor frequiénciade
amostras abaixo do limite de deteccfo. Esse fato poderia ser
decorrente da presenca de células melhor adaptadas a alta
osmolaridade do mel. Sugere-se outros estudos para avaliar o
significado dessa observacdo, especialmente porque a nova
metodologiado Ministério daAgricultura, aprovadaem agosto
de 2003°, ndo mais determina o emprego dos dois meios para
quantificar boloreselevedurasem mel.

Nota-se, ainda na Tabela 1, que a contaminagdo por
boloreselevedurasfoi >100 UFC/g em quatro amostrasdo meio
2% dextrose (e em cinco no meio 20% dextrose); esse grau de
contaminagdo podelevar afermentagdo do produto seaumidade
for superior a 18%, segundo Schwelitzer®. Destaca-se que trés
dessas amostras excederam 100 UFC/g em ambos 0s meios
empregados.

A maxima contaminag&o encontrada no presente estudo
foi de3,9x10? UFC/g, registradanos dois meios. Essesresultados
concordam com aqueles obtidos por Garcia-Cruz et al.”, que
obtiveram valor maximo de 1,4x10? UFC/g, sendo que 45% das
amostras estavam com contagem inferior a10 UFC/g, masBarros
et . registraram valor méximo maisalto, 5,0x10° UFC/g.

A atividade de &guaapresentou distribui¢do normal, com
os seguintesresultados: médiade 0,578 + 0,027, valor minimo de
0,489 eméximo de0,661; ressalta-seque 5 amostras apresentaram
Aaacimade 0,61 que €, segundo Franco e Landgraf 2, o limite
minimo paraamultiplicag8o dos agentes maisresistentes aalta
pressdo osmdtica (leveduras osmofilicas). Os resultados se
assemelham aos de Salamancaet a .4, quetiveram médiade 0,567
+0,028, comminimo de 0,512 eméximo de 0,613.

A Tabela 2 mostra os resultados de contagem obtidos
nas cinco amostras que apresentaram Aa > 0,61. Nota-se que
em apenas em umaamostra houve concomitanciade Aasuperior
a0,61 (0,613) e contagem de bolores e leveduras >100 UFC/g
(140 e 160 UFC/g nos meios com 2 e 20% dextrose,
respectivamente).

Em 98,33 % das amostras (59/60), aAaestavaabaixo de
0,61 e/ou o grau de contaminacdo foi <15 UFC/g apresentando
baixo risco de fermentacdo, se mantidas as condi¢fes de
armazenamento em lugar fresco e seco.

Sugere-se estudar arelacdo daAae umidade com a
quantificagcdo e identificacdo de bolores e leveduras no
mel.

CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, pode-se depreender que
98,33% das amostras analisadas (59/60) tinham pouca
probabilidade de sofrer fermentacdo, se mantidas as condicdes
de armazenamento em ambiente seco e fresco, por apresentarem
contagens de bolores e leveduras <15 UFC/g e/ou Aa <0,61.

Apenas 1,67% das amostras apresentaram umacondicéo
potencial defermentacéo, poisacontagem deboloreseleveduras
era>100 UFC/geaAa>0,61.

Hanecessidade de mai sinformagtes sobreaimportancia
daosmolaridade do meio de culturanaquantificagéo de bolores
elevedurasem mel, bem como aidentificacdo damicrobiota.
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Tabela 1. Distribuicdo das amostras por intervalo de contagem de bolores e leveduras, segundo o meio empregado. Séo Paulo,

abril —julho de 2003.

<5UFClg 5 |—| 10UFC/g 10—| 100UFC/g >100UFC/g
Meio com 2% dextrose 35 (58,33%) 11(18,33%) 10(16,66%) 7(6,66%)
Meio com 20% dextrose 27 (45%) 17 (28,33%) 11(18,33%) 5(8,33%)

Tabela 2. Resultado das contagens de bolores e leveduras nas amostras de mel que apresentaram atividade de dgua (Aa)

acimade 0,60. S&o Paulo, abril —julho de 2003.

Aa Boloreseleveduras (meio com 2% dextrose) Boloreseleveduras (meio com 20% dextrose)
0611 <5UFClg 15UFC/g
0613 140 UFClg 160 UFC/g
0614 <5UFC/g <5UFC/g
0642 10UFC/g <5UFC/g
0,661 5UFC/g 5UFC/g
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RESUMO

As fibras de colageno do tecido conjuntivo sdo um dos principais componentes dos tecidos musculares
animais e apresentam uma reduzida quantidade de aminoacidos essenciais na sua composicao. Por
conseguinte, os produtos carneos em que essas fibras de colégeno estiverem presentes em quantidade
acima do normal sdo deficitarios quanto ao valor nutricional. O objetivo do presente trabalho foi de
caracterizar sensorialmente a aparéncia, odor e estabelecer valores fisico-quimicos de composicéo
centesimal, pH, colageno (COL) e relacéo percentual de colégeno pela proteina total (COL rel.) de 20
amostras de carne bovinamoidacrua, que deram entradano laboratorio paraanalise derotina, cujos dados
foram comparados aos resultados fisico-quimicos de carnes moidas obtidas de nove diferentes cortes
carneos de traseiro de bovino adquiridos no varejo. As amostras de carne moida de exame de rotina
|aboratorial mostraram extensas variagfes nos teores de umidade (61,0%-81,8%), gordura(1,2%-21,9%),
proteina(8,1%—21,1%), cinzas (0,5%-1,1,%), COL (1,0%—4,9%), COL rel. (5%—31%) e pH (5,34-6,55),
enguanto as carnes moidas preparadas com os cortes adquiridos no vargjo tiveram intervalos menores
paraosteores de umidade (64,1%—74,5%), gordura(2,8%—16,3%), proteina (19,3%-21,8%), cinzas (0,8%—
1,1%), COL (1,0%—3,7%), COL rel. (5%—17%) e pH (5,52-5,80). As amostras de carne moida darotina
revelaram, em geral, odor e cor aceitavels; contudo 14 unidades (70%) foram consideradas alteradas na
aparéncia pela elevada proporcéo de fibras de tecido conjuntivo ou aponevrose.

Palavras-Chave. carne bovinamoida, colégeno, composi¢éo centesimal, pH, legislago.

ABSTRACT

Collagenfibersof connectivetissue are one of the main components of animal muscletissue, and reduced
contents of essential amino-acids are presented in their composition. Thus, the meat products containing
collagen fibers amount above the normal rate are regarded as of low nutritional value. The present study
aimed to characterize sensory aspects|ike appearance and odor, and to estimate the proximate composition
values, pH, collagenrate (COL), percentage amount of collagen per total protein (rel COL) from 20 raw beef
minced meat samplesreceived for routine laboratorial analysis. The data observed from 20 sampleswere
compared to the physi cal-chemical resultsfrom minced meat prepared from ninedistinct beef hind-quarters
meat cuttings bought at butcher shop. Beef minced meat samples analyzed for routine laboratorial
procedures revealed awide range of moisture content (61.0%—81.8%), fat (1.2%-21.9%), protein (8.1%—
21.1%), ash (0.5%-1.1,%), COL (1.0%—4.9%), rel COL (5%—31%), and pH (5.34-6.55). On the other hand,
minced meat samples prepared from meat bought at butcher shop showed smaller ranges of moisture
content (64.1%—74.5%), fat (2.8%—16.3%), protein (19.3%—21.8%), ash (0.8%—1.1%), COL (1.0%-3.7%),
rel. COL (5%—17%), and pH (5.52-5.80). Beef minced meat samplesassayed for routinelaboratorial analysis
in general revealed acceptable odor and color, although 14 samples (70%) showed sensory appearance
alteration due to variable amounts of connective tissue or aponevrosis, present in the meats.

K ey Wor ds. beef minced meat, collagen, proximate composition, pH, legidlation
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INTRODUCAO

O colégeno é aproteina mais abundante do corpo e esta
presente principal mente nos 0ssos, pele e tendes. No muscul o,
presente naformade rede defibrasdo tecido conjuntivo, perfaz
de 1 a 9% da matéria seca desengordurada. Trés estruturas
colagenosas podem ser morfologicamente distinguidas —
endomisio, envolvendo cada fibra muscular, perimisio,
recobrindo feixes destas fibras, e epimisio, circundando o
musculo inteiro. A forcade contracdo é transmitidaaos tendbes
através dos feixes de tecido conjuntivo intramusculares que
envolvem asfibras muscularesindividualmente'.

Asfibras colagenas quando fervidas em &gua por longo
tempo formam gelatina e, no estado fresco sdo brancas,
conferindo essa cor aos tecidos nos quais predominam. Os
tendGes, estruturas cilindri cas al ongadas que ligam os miscul os
esquel éticos aos 0ssos, devido a sua riqueza em fibras
colagenas, séo brancos e inextensivei s,

Osaminoé&cidos glicina (percentua molar 33,0%), prolina
(12,2%0), hidroxiprolina(9,4%) ea anina(10,7%), perfazem 65% dos
aminoacidos do colégeno. O colageno é uma proteina totalmente
carente de cisteina e triptofano. Sua unidade molecular é o
tropocolageno, o fio protéico mais longo que se conhece (PM
300.000) com 15 A dediametroe2.800 A decomprimento, ondetrés
hélicesesquerdas seentrelacam formando umasuper-hélicedireited.

A cor amareladaé caracteristicadafibrael&stica, variedade
de tecido conjuntivo que devido a sua cor, sdo chamadas fibras
amarelas do conjuntivo, em comparacao com as col agenas, que
sdo asfibrasbrancas. Asfibras el asticas cedem facilmente mesmo
as tragdes minimas, porém retomam sua formainicial tdo logo
cessem asforgas deformantes. O componente principa dasfibras
elasticaséaproteinaelastina. O tecido €l astico é pouco fregliente,
sendo encontrado, por exemplo, nosligamentosamarel osdacoluna
vertebral e na parede de alguns vasos sangliineos de grosso
caibre?. A elastinaéumaproteinamuito préximado colageno, em
constituicdo e atuacdo, apresentando ainda muito maior
€lasticidade eresisténciaadeformagéo devido ainterligactes de
lisinonorleucinae desmosing®.

Ostecidos musculares animais, genericamente chamados
de carne, sdo uma importante fonte de proteinas na dieta
provendo um 6timo balango de aminoécidos essenciais para o
homem. Verificaram-se correlagBes negativas de 0,99 e 0,98 entre
os valores de colageno na carne e o contedido de aminoéacidos
essenciais de uma proteina, e também entre o conteido de
colégeno e os valores de PER (Protein Efficiency Ratio)*. A
proporcéo de aminodcidos essenciais em diferentes cortes de
vitela, bovino e suino decresceu linearmente quando o logaritmo
do teor de hidroxiprolina aumentou®. Um aumento na taxa
especifica de colageno em carnes e produtos carneos reduziu o
nimero absoluto de aminoécidos essenciais e desequilibrou
seu balanco, diminuindo a qualidade do sistema protéico® "8,
Estesresultadosindicam que adeterminagéo quimicado teor de
colégeno pode ser utilizadaparaprover umaestimativarapidae
de baixo custo da qualidade protéica’.
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Pode-se esperar umareducdo naqualidade sensorial com
0 aumento do teor de coldgeno®. Musculos inteiros contendo
€elevadosteores de col&geno podem ser inaceitavel mente duros®®,
sendo que, acarne com elevada proporcao de tecido conjuntivo
€ considerada de baixaqualidade devido areducdo dasuamaciez
evalor nutricional 1%,

Nos Estados Unidos, Cross €t al.*? observaram que, a
presenca de tecido conjuntivo foi o maior problema associado
com a aceitagdo da carne bovina moida. A carne da categoria
“U.S. Utility” ou de menor qualidade, ou de cortes inferiores,
produziu um produto moido que erainaceitavel mente elevado
em tecido conjuntivo.

No Brasi|*® resultados sobre os efeitosdamisturade 0-50%
detecido aponevratico bovino [63% umidade; 15% gordura; 22%
proteing; 0,8% cinzas; 1% hidroxiproling; 8% colégeno e 37%
relacdo colageno pela proteinatotal] obtido dalimpeza mecanica
(Skyner —Towsend 7600) superficia decortescarneosdetrasairos
debovinos, nas propriedades sensoriaisefisico-quimicasdecarne
moidaehamburguer, apontaram nacarne moidaaumento (p<0,05)
dos teores de gordura (2%-8%), hidroxiprolina (0,1%-0,5%),
colageno (0,6%-4,2%) erelacao col&geno pelaproteinatotal (3%-
20%), reducdo daumidade (76%—70%), cinzas (1,0%-0,9%) e pH
(5,8-5,6), semdteracdo significativadaproteinatotal (20-21%). A
adicdo de20% desse material em hambUrguer reduziu aintensidade
da cor vermelha, aumentou a quantidade de aponevrose aparente,
devandoafirmezanamastigacéo. Oteor deadicdo de 30% aumentou
amastigabilidade (nimero de mordidas), a quantidade de tecido
conjuntivo residual na boca e reduziu o sabor caracteristico. No
teste de consumidor, com 57 participantes, a adicdo de 10% de
tecido aponevrdtico revelou uma carne moida aceitavel na
aparéncia, enquanto que, 20% resultou umamenor aceitagao.

A presenca da hidroxiprolinano colédgeno € um aspecto
Unico porque este aminoécido ocorre somente em poucas
proteinas, a saber, elastina (1,6%), e em menor extensdo na
proteinado complemento do soro (C1q), eem algumas proteinas
vegetais*. A hidroxiprolina é usada para indicar o teor de
colégeno porque a mesma, comumente, Ndo esta presente em
proteinas ndo colégenas. O método espectrofotométrico é o
mais utilizado na quantificagdo do aminoacido hidroxiprolina
pelos laboratdrios de andlise de rotina devido a sua precisao,
simplicidade, baixo custo e rapidez®.

A legislagdo da Unido Européia®®, Directiva 2000/13
estabel eceu o contetido maximo de gorduraparaosingredientes
designados pelo termo “carne ... (nome daespécie animal)” ndo
devendo exceder 15% paraacarne de aves e coelhos, 30% para
carne de suinos e 25% para carne de outros mamiferos. O
contetido de tecido conjuntivo, que é calculado com base na
relacdo percentual de colégeno pela proteina total, ndo deve
exceder 10% para as carnes de aves e coelhos e 25% para a
carne suina e outros mamiferos.

Segundo o Servico de Inspecdo e SegurancaAlimentar
Americano (Food Safety and Inspection Service'® - USDA) a
grande diferenca entre carne moida e hamburguer € que a
gordura somente pode ser adicionada ao segundo, sendo aceito



Della Torre, JCM; Beraquet, NJ. Composicéo centesimal e teor de colageno em carne bovina moida. Rev Inst Adolfo Lutz,

64(2):223-231, 2005

um teor maximo de 30% de gordura para ambos. Os produtos
podem conter condimentos, mas ndo devem ser acrescidos de
agua, fosfatos, aglutinantes, substancias ligadoras ou
extensoras. O teor de carne de bochecha na carne moida deve
ser limitado a 25% do total, quando em excesso, a presenca
deve ser declarada no rétulo, nalista de ingredientes.

Segundo a legislagdo de carne e produtos carneos da
Austrdia” acarne moidapode conter quantidades significativas
degordura. N&o é necessériaadeclaracéo do teor de gordurada
carne moidaembal ada ou ndo embal ada, se ndo for feitaalguma
alegaco ao teor de gordura. No entanto, o uso daterminologia
“magra’ ou“limpa’ traduz a necessi dade da declaracdo do teor
de gordura.

No Brasil, as Normas Técnicas Especiais Relativas a
Alimentos e Bebidas (S&o Paulo, 1978)* estabel eceram paraa
carne bovinamoida, segundo aNTA 3, ausénciade cartilagens,
de 0ss0s e 0s teores méximos de 3% de aponevrose e 10% de
gordura.

Segundo a Instrugdo Normativa n°83 de 21/11/03%, que
tratado Regulamento Técnico de | dentidade e Quaidade de Carne
Moida de Bovino, entende-se por carne moida o produto obtido
apartir damoagem de massas muscul ares de carcagas de bovinos
(aplica-setambém ao produto obtido dacarne debdfal os), seguido
deimediato resfriamento ou congelamento, com teor maximo de
15% degordura. A matéria-primaaser utilizadadeve estar isenta
de tecidos inferiores como 0ssos, cartilagens, gordura parcial,
aponevroses, tenddes, codgulos, nodos linfaticos etc. A égua no
teor méximo de 3% constacomo ingrediente opcional . Permite-se
autilizacdo de carneindustrial de matanca, desde que asmesmas
segjam previamente lavadas, escorridas, e submetidas a processo
de resfriamento ou congelamento.

A indUstria da carne para satisfazer o mercado e atingir
publicos de diversas camadas sociai s, tem produzido alimentos
com caracteristicas variadas. Com a elevacdo dos custos dos
cortes carneos, tradi cional mente utilizados naproducado de carne
bovina moida, algumas indUstrias tém passado a incorporar
fraudulentamente tecidos inferiores ou matérias-primas carneas
debaixo valor comercial, normalmentericasem fibrasdetecido
conjuntivo, com a finalidade de reduc&o de custos.

A influéncia do tecido conjuntivo colagenoso na
qualidade sensoria (aparéncia, odor, texturae sabor), nutricional
eprego, pareceter sido abase paraaintroducdo de regulamentos
técnicos em alguns paises, estabel ecendo limites minimos para
proteina carnea ndo colégena e limites maximos para proteinas
colagenas do tecido conjuntivo em produtos carneos®™.

O objetivo destetrabalho foi caracterizar sensorialmente
a aparéncia, e estabelecer valores de composicéo centesimal,
pH e colageno de amostras comerciais de carne bovina moida
cruaque deram entradano laboratério do I nstituto Adolfo Lutz
(S&o Paulo) para andlise, em comparacdo aos resultados de
andlise da carne bovina moida de cortes carneos adquiridos no
varejo. Como resultado espera-se ainclusdo desses pardmetros
fisico-quimicos no Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade de Carne MoidaBovina®.

MATERIAL E METODOS

Material

Cortes carneos comerciais de bovino (pegainteira) das
categorias patinho (quadriceps femoris), coxao mole
(semimembranosus), coxao duro (biceps femoris), contrafiléde
lombo (longissimus dorsi), musculo traseiro (gastrocnemius),
lagarto (semitendinosus), picanha (biceps femoris), coragéo da
alcatra (gluteus medius) e maminha da alcatra (tensor fasciae
latae) foram adquiridos no varejo, na cidade de Sdo Paulo. No
periodo de 2000 a2003 foram avaliadas 20 amostrascomerciais
de carne bovina moida crua que deram entrada para analise
junto ao laboratério central do Instituto Adolfo Lutz (IAL),
sendo 14 delas procedentes de Vigilancias Sanitarias de
Prefeituras Municipais do Estado de S&o Paul o, em atendimento
as demandas de Departamentos de Nutri¢ao de penitenciarias,
hospitais e escolas publicas (merendaescol ar), paraverificagdo
de alteracdes nas caracteristicas sensoriais das amostras
adquiridas por licitagdes publicas.

Méodos

As andlises fisico-quimicas foram iniciadas|ogo apos a
entrada das amostras de carne moida no laborat6rio, evitando-
se 0 congelamento das mesmas, ou no mesmo dia da aquisicdo
dos cortes carneos no mercado vargjista. Os cortes carneos
foram repicados com a aponevrose (tecido conjuntivo) e a
gordura de cobertura (no houve limpeza interna ou externa),
adotando condic6es industriais de processo, e moidos duas
vezes em moedor (CAF 8) utilizando disco de 5mm. Apds a
incorporacdo de possiveis exsudatos, as amostras foram
homogeneizadas em multi processador doméstico (marcaArno).
Asandlisesforam realizadas em duplicata, seguindo os métodos
preconizados pelo Instituto Adolfo Lutz®. A andlise das
substancias volateis (umidade) foi realizada em estufa a 102-
105°C, até peso constante; proteinas segundo o método de
Kjeldahl utilizando sistemaautomatido (Gehardt), gorduraspela
extracdo com éter etilico em extrator tipo Soxhlet, cinzas apos
incineragdo em muflaa550°C e pH pelainsercdo namassacarnea
deum eletrodo de punc&o acoplado aum potenciémetro (Hanna
Instruments—microprocessador digital HI9321). A determinagéo
do contetido de col&geno (hidroxiprolinax 8) foi redlizadaatravés
da quantificagdo do aminoécido hidroxiprolina. As amostras
foram hidrolisadas com &cido cloridrico 6M a110°C por 8h, sob
refluxo. A hidroxiprolinaoxidadaa pirrol pelacloraminaT em
tampéo citrato-acetato pH 6,0, converteu-se em um complexo
avermel hado (absor¢do a559 nm) pelareacdo com o reagente de
Ehrlich (p-dimetilaminobenzaldeido em é&cido perclorico/2-
propanal). O teor de colégeno relativo foi obtido da relacéo
percentual do tecido conjuntivo pela proteinatotal.

As amostras de carne bovina moida crua da rotina de
analise, foram caracterizadas por consenso no Laboratorio de
Andlise Sensorial quanto aos atributos de aparénciae odor, por
umaequipe de 3 a7 julgadores com discriminagéo paraodores
basicos, acuidade normal ou superior para cores e experientes
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na avaliacdo de carnes. Na descricdo visual da aparéncia,
avaliou-se a cor e teores relativos de aponevrose (fibras de
tecido conjuntivo) sendo classificadas quanto a propor¢éo em
pequena (P), moderada (M) e elevada (E). O odor foi avaliado
como caracteristico de carne crua e sem detecgdo de odores
estranhos (C) ou alterado (A), procurando-se descrever as
sensacOes percebidas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados das avaliagBes fisico-
quimicas relativas a composicao centesimal, teor de colageno
(COL), relagéo percentual de colégeno pelaproteinatotal (COL
rel.) e vaores de pH, de carnes de cortes do traseiro bovino,
moidas com a gordura e tecido conjuntivo intramuscular e de
cobertura. Os resultados revelaram diferencas (p<0,05) entre os
cortes carneos para todos os parametros fisico-quimicos
avaliados. A carne moida de patinho néo diferiu da carne moida
delagarto e apresentou 0 maior teor de umidade (74,5%), enquanto

acarnemoidade contrafilé apresentou o menor valor (64,1%). O
teor de gordurafoi menor para o patinho (2,8%) que ndo diferiu
do cox&o duro, eo maior valor ficou parao contrafil€ (16,3%), que
apresentava moderada propor¢do de gordura de cobertura. Na
quantificacdo do teor de proteina, o maior valor foi paraacarne
moidade cox&o duro (21,8%) quenao diferiu do misculo, lagarto,
e dcatra, ficando o menor teor para o contrafilé (19,3%). A
porcentagem de cinzasfoi maior parao patinho (1,1%) quediferiu
somente dacarnede contrafilé (0,8%) e este Gltimo nado diferindo
daalcatra, picanhae misculo. Asvariaces nosteoresde COL e
COL rel. foram amplas, sendo os menores valores paraa carne
moida de patinho (1,0% e 5%) que nao diferiu do coxao mole,
lagarto, picanha e maminha, ficando o misculo com os maiores
teores(3,7% e 17%). A dcatrarevelou o maior valor depH (5,84)
diferindo dasdemais categorias de cortes carneos e 0 coxao duro
apresentou 0 menor valor (5,52), ndo diferindo do lagarto.

A Tabela?2 apresenta osresultados dos parémetrosfisico-
quimicos e sensoriais de 20 amostras de carne moida recebidas
paraanalise no laboratério (N1-N20), de 13 marcas diferentes,
designadas pelas letras do alfabeto (A-M). Os intervalos de

Tabela 1. Composi¢éo aproximada, coldgeno e pH de cortes carneos comerciais de bovino*.

Cortes Composi¢do Coléageno Valor
carneos Umidade Gordura Proteina Cinzas COL COLrd. depH
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Patinho 74,57 2,8° 21,1° 1,12 1,0 5 5,56°
02 01 00 0,02 (0,01) (0,01)
Coxdomole 72,1° 5,5° 21,0° 1,00 1,0 5 5,56¢
03 01 02 (0,01) 01 (0,02
Coxdoduro 73,3 3,34e 21,8° 1,00 1,8° 8 5,52
((ONN] 03 03 (0,01) (003 (0,01
Contr afilé 64,1¢ 16,32 19,3¢ 0,8 1,8° 9 5,66¢
(0,06) 009 01 01 (0,03 (0,01
M Usculo 72,9° 5,2° 21,32b 0,920 3,72 17 5,78
01 01 02 01 02 (0,01)
Lagarto 74,13 3,8¢ 21,32b 1,00 1,2 6 5,548
((ONN] 04 021 0,03 (O] (0,01
Picanha 71,9° 6,3 20,5¢ 1,000 1,3¢d 6 5,80°
04 (0,01) 021 0,02 03 (0,01)
Alcatra 72,1° 5,4° 21,43b 1,000 2,7 13 5,847
0,02 0,02 01 0,03 (0NN (0,01)
Maminha 72,0° 5,6° 21,1° 1,00 1,3 6 5,74°
(0NN 009 (0,03 0,01) (0NN (0,01
Vaor min. 64,1 28 193 08 10 5 552
Vaor max. 745 163 218 11 37 17 584
Mediana 72,1 54 21,1 1,0 1,3 6 5,66
Média 719 6,0 210 10 18 8 567
DP 31 40 07 01 09 4 013
o/ 43 66,9 34 81 51,2 49 222

*Cortes carneos de bovino adquiridos no varejo na cidade de S&o Paulo.

COL =colageno. COL rel.=(COL / proteinatotal) x 100.

Medidasde variabilidade: ( ) DP = desvio padréo. CV = coeficiente de variacdo (%).
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Tabela 2. Parametros fisico-quimicos e sensoriais de carne bovinamoida comercial.

Carne Par ametr os fisico-quimicos Para@metros sensoriais
bovina
moida Marca Umidade Gordura Proteina Cinzas COL COL Valor Numero Aponev. Cor? Odor*
(%) (%) (%) (%) (%) rel. (%) M julgad.! visual?
3

N1* A 72,8 6,7 19,4 1,1 2,2 11 5,86 M V C
0,1 0,2 0,3 (0,1) (0,1) (0,01)

N2* A 69,5 13,6 14,6 0,7 4.5 31 5,34 3 E \Y C
0,1 0,2 0,1 (0,01) (0,1) (0,02)

N3* AS** 81,8 7,1 8,1 0,5 2,1 26 6,10 3 E VE C
(0,03) (0,01) 0,2 (0,01) (0,3) (0,02)

N4* A 73,7 8,1 17,3 0,7 2,5 14 5,53 4 E R C
0,1 (0,5) (0,5 (0,00) (0,2 (0,02)

N5* A 75,2 6,4 17,5 0,7 3,3 19 5,84 4 E RA C
0,2 (0,3 0,9 (0,05) (0,2 (0,00)

N6* B 74,0 7.4 17,1 0,8 3,0 18 5,92 3 E VPeV C
0,1 0,2 0,2 (0,04) (0,1) (0,01)

N7* Cr*x 76,8 7,0 14,6 0,8 2,7 19 6,55 3 E V A
0,1 (0,1) 1,0 (0,01) (0,5) (0,03)

N8* D 70,6 7.8 20,6 0,9 4,9 24 5,98 3 E VPeV C
(0,6 0,2 (0,6 (0,1) (0,01) (0,01)

N9* E 61,0 21,9 16,6 0,7 4,9 30 6,10 3 E RA e MA C
0,2 0,7 (0,6 (0,03) (0,05) (0,02)

N10 Fé 71,6 7,5 19,5 1,0 3,0 15 5,79 5 E \Y C
(0,6 (0,8 0,7 (0,01) (0,03) (0,00)

N11 F 71,6 6,3 21,1 1,1 2,6 12 5,64 4 M \Y C
0,2 (0,8 1,1 (0,02) (0,1) (0,01)

N12 G 76,2 1,2 20,9 1,1 1,6 8 5,50 3 P \Y C
0,1 (0,1) (0,03) (0,04) (0,03) (0,02)

N13 H 73,1 6,8 19,2 0,9 2,5 13 5,74 4 M \Y C
0,2 (0,1) 0,2 (0,02) (0,1) (0,02)

N14 I 72,2 13,8 13,0 1,1 3,3 25 5,82 3 E V C
1,6 (0,8 0,9 (0,01) (0,01) (0,02)

N15* J 70,3 13,6 15,9 0,7 4,3 27 5,80 3 E V C
(0,5 1,2 0,3 (0,01) (0,7) (0,01)

N16 K5 74,5 2,8 21,1 1,0 1,0 5 5,59 5 P \Y C
0,2 (0,1) (0,0 (0,01) (0,01) (0,00)

N17* L 74,7 6,2 17,9 0,9 3,4 19 5,96 3 E V C
0,1 (0,6) (0,6 (0,05) (0,3) (0,03)

N18* L8 72,2 8,2 18,2 1,1 1,6 9 5,80 3 M V e MA C
0,2 (0,1) (0,03) 0,1 (0,2 (0,01)

N19* L 71,7 11,0 16,8 0,7 2,8 17 6,03 7 E VPeMA C
(0,5 (0,4 0,3 (0,05) (0,2 (0,01) MA

N20* M 70,5 12,0 14,8 0,8 3,2 22 6,15 4 E RA C
(0,6 (0,1) 0,9 (0,1) (0,1) (0,01)

Valor min. 61,0 1,2 8,1 0,5 1,0 5 534

Valor max. 81,8 21,9 21,1 11 49 31 6,55

Mediana 72,5 7.4 17,4 0,9 2,9 18 5.83

Média 72,7 8,8 17,2 0,9 3,0 18 5,85

D.P 3,9 45 3,2 0,2 11 7 0,27

CV. 54 51,6 18,5 20,7 36,1 4 4,62

N1 a N20: codificagbes das amostras que deram entrada para analise junto ao laboratério central do Instituto Adolfo Lutz *Amostras
enviadas por Vigilancias Sanitérias de Prefeituras Municipais do Estado de Sdo Paulo com reclamagOes referente alteragdes nas
caracteristicas sensoriais **Pelo exame microscopico revelou cascas de banana ***Revelou 404 ppm de SO2 COL = colageno COL
rel. = (COL / proteina total) x 100  *NUmero de julgadores 2Proporcdo visual de aponevrose: P = pequena; M = moderada; E = elevada
8Cor: V = vermelha ; VE=vermelha com pontos escuros R= résea RA = réseo-avermelhada VP= vermelho-pardacenta; MA = marrom-
avermelhada “Odor: C = caracteristico de carne crua, ndo sendo detectado odores estranhos; A= alterado °®Patinho ®Mdusculo ’Recorte
de alcatra (aranha) 8Cox&o mole Medidas de variabilidade: ( ) ou DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de variacdo (%)
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variagdo na composic¢do centesimal foram muito amplos,
revelando as seguintesfaixas de valores; umidade 61,0%-81,8%;
gordura1,2%-21,9%; proteina8,1%-21,1%; cinzas 0,5%-1,1%;
COL 1,0%-4,9% e COL rel. 5%-31%. Os valores de pH se
apresentaram no interval o de 5,34-6,55. Os extremos superiores
apresentaram-se elevados para os teores de umidade (81,8%),
gordura (21,9%), COL (4,9%) e COL rel. (31%), e os limites
inferiores de proteina(8,1%) e cinzas (0,5%) revelaram-se muito
reduzidos, em comparacgdo aos valores correspondentes as
medianas de carne moida adquirida no varejo (Tabela 1),
respectivamente, umidade (72,1%), gordura (5,4%), proteina
(21,1%), cinzas (1,0%), COL (1,3%) e COL rel. (6%0). Verificou-se
que o produto N3 (marca A), mesmo apresentando elevados
teoresde umidade (81,8%), COL rel. (26%), pH (6,1) ebaixoteor
de proteina(8,1%), foi classificado pelo fabricante como carne

moida de patinho (Figura 1). Neste mesmo produto (N3), pela
analise microscopica constatou-se a fraude pela presenca de
cascas de banana

O teor de gordura acimado limite estabel ecido de 10%
segundo as Normas Técnicas Especiais RelativasaAlimentose
Bebidas (NTA 3)* foi observado em 6 amostras. Somente uma
amostraapresentou teor de gorduraacimade 15%, limitemaximo
estabel ecido pelalnstrugéo Normativan°83/03%. Verificou-sea
frequiénciade 8 amostras de carne bovinamoida, no total de 20,
com valores de pH acima de 5,9 (vaor limite maximo para
exportacao paraaUnido Européia, segundo Circular n° 192/98/
DCI/DIPOA).

Segundo a Tabela 2, a caracterizag8o sensorial da
aparéncia da carne moida revelou elevada (E) propor¢ao de
aponevrose para 14 amostras, moderada (M) para4 e pequena

N9

N14

Figura 1. Amostrasde carne bovinamoida (N3 e N5 marcaA; N9, marcaE; N14, marcal).
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(P) a 2 unidades. A cor variou de résea (principalmente nas
amostras com elevada propor¢do de aponevrose) a marrom-
avermelhada. O odor se apresentou nas amostras caracteristico
a carne crua, ndo sendo detectados odores estranhos, exceto
para N7 que apresentou odor alterado, embora ainda revel asse
cor vermel hapelaadicéo fraudulentade didxido deenxofre (SO2).
A Figura 1 apresenta ilustragdo de amostras de carne moida
bovina (N3 e N5 marcaA; N9, marca E; N14, marcal) que na
caracterizacéo sensorial revelaram elevada proporcéo de
aponevrose ou tecidos inferiores.

Nacomparacdo dos val ores correspondentes as medianas
das amostras de carne bovina moida obtida de cortes carneos
dotraseiro adquiridosno varejo (Tabela 1) eamostrasque deram
entrada para andlise no laboratorio (Tabela 2), nos parémetros

fisico-quimicos de umidade (72,1% e 72,5%), gordura (5,4% e
7,4%), proteina(21,1%e17,4%), cinzas(1,0%€0,9%), COL (1,3%
€2,9%), COL rd. (6% e 18%) epH (5,66 €5,83), ficam estabel ecidas
as diferencas percentuais, onde foram superiores os teores
principal mente de gordura (37%), COL (123%), COL relativo
(200%) evalor depH (3%), revelando-seinferiores osteoresde
proteina (18%) e cinzas (10%), sem alterag&o nos valores de
umidade.

Na Figura 2 tem-se, respectivamente, a distribuic¢éo
de freqliéncia dos teores de COL e COL rel., podendo-se
observar elevacéo dos valores percentuais de colageno nas
amostras que deram entrada no laboratorio paraandlise (N1 a
N20) em comparag&o com a carne moida de cortes carneos de
traseiro bovino adquiridos no varejo, podendo-se estabel ecer

Freqiiencia de distribuicao do teor de colageno em amostras de carne moida

(a)
6
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Freqiiencia de distribuicao do teor de colageno relativo em amostras de carne moida
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Figura 2. (a) Distribui¢des de freqiiéncias dos teores de coldgeno (COL) e (b) relagdo percentual de colégeno pela proteinatotal
(COL rel.) de amostras de carne bovina moida adquiridano varej o (patinho, cox&o mole, lagarto, maminha, picanha, coxdo duro,
contrafilé, alcatrae musculo) e darotinade analise laboratorial (N1 aNZ20).
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neste trabalho, a existéncia de uma relacéo direta entre os
valores analiticos de colageno e a presenca de aponevrose
como percebida pela equipe de julgadores na caracterizagdo
sensorial.

No Brasil, desconhecem-se rel atos completosreferentes
a analise quantitativa de composicao centesimal e teor de
colageno de carne moida dos diferentes cortes comerciais de
traseiro bovino. Os resultados deste trabal ho revelaram teores
de9; 5e6%de COL rel., respectivamente paraas carnes moidas
de contrafilé, coxdo mole elagarto, enquanto que os resultados
de Nguyen e Zarkadas® mostraram valores moderadamente
inferioresde 3,4% parao contrafilédetouro, 3,04% e 3,31% para
0 coxdo mole e lagarto de vaca de 8 anos, através daandlise do
aminoécido hidroxilisina. O resultado de col ageno absoluto para
acarne moidadelagarto (4,6% base seca) estéd de acordo com o
resultado (4,75% base seca) encontrado por Bailey e Light®,
contudo o teor de colageno para a carne de contrafilé (2,76%
base seca)® mostrou-se inferior ao obtido nesta pesquisa (5,0%
base seca). Estes resultados superiores de col 4geno comparado
a literatura podem em parte ser explicados, pela adogéo da
condigdo de ndo remover o tecido conjuntivo de cobertura e
entremeado aos cortes carneos.

Narotinade analise, apropor¢ao maximade aponevrose
de 3% estabel ecidapelaNormaTécnicadeAlimentos e Bebidas
(NTA 3)%, somente podera ser avaliada, se houver um valor
analitico legalmente estabelecido para o teor correspondente
de proteinas do colageno. Della Torre et al.®® substituiram na
carne moida categoria patinho 0 - 50% de tecido aponevrético
obtido da limpeza superficial mecanica de cortes carneos de
traseiro de bovinos, e obtiveram para o teor de substituicdo de
3%; 5%; 10%; 15% e 20% resultados anal iticos de 0,8%; 1,1%;
1,4%, 1,7% e 2,6% de colageno e 4%; 5%; 7%; 9% e 13% de
colégeno relativo a proteinatotal.

Osva ores méaximos estabel ecidos pelaUnido Européiat®
paracarne bovina, de 25% de gordura e 25% de COL rel, e nos
Estados Unidos'® de 30% de gordura para a carne moida, ndo
traduzem os resultados normal mente obtidos narotinade andlise
paraacarne bovinamoida. Umavez que apresencade elevados
teores defibrasdetecido conjuntivo (aponevrose), cor vermelha
clarae aparénciaexsudativa sdo os principaisfatores associados
amenor aceitagdo da carne moida bovina, este trabalho sugere
ainclusao de teor minimo de proteinatotal, teores maximos de
umidade, colégeno, colageno relativo a proteina total e valor
méximo de pH, junto ao Regulamento Técnico de |dentidade e
Qualidade de Carne MoidaBovina®.

CONCLUSOES

Quarenta por cento das amostras de carne bovinamoida
comercial encaminhadas ao laboratorio para analise
apresentavam pH maior que 5,9, enquanto todas asamostrasde
carne moida preparadas a partir de cortes obtidos em agougue
apresentaram pH abaixo desse valor.
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A avaliagdo sensorial indicando que 70% das amostras
de carne bovina moida comercial apresentavam alteracéo da
aparéncia pelo excesso de aponevrose e fibras do tecido
conjuntivo colagenoso foi confirmada pelo maior teor de
col dgeno dessas carnes que variaram entre 5 e 31% da proteina
total, enquanto os valores das carnes preparadas de cortes
adquiridos em acougue ficou entre 5 e 17%. O teor de gordura
correspondente a mediana apresentou-se superior em 37% e,
conseqiientemente, o nivel de proteinaficou reduzido em 18%,
como resultado daalteragéo dacomposicao original caracteristica
dacarne bovinamuscular. O valor de colégeno relativo de 25%
preconizado pelaUni&o Européiaseriademasiado alto em fungéo
dos resultados desse estudo.

Os resultados de composicao centesimal e colageno
obtidos podem auxiliar o estabel ecimento de parametrosfisico-
quimicasdeidentidade e qualidade, referentesaosteores minimos
de proteina total e maximos de umidade e colégeno, junto ao
regulamento técnico especifico, contribuindo para o efetivo
controle laboratorial de rotina na verificacdo de fraudes,
assegurando em parte o valor nutritivo e sensorial da carne
bovina moida of erecida aos consumidores.
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RESUMO

Foi avaliada ainfluéncia do cubiu sobre a concentracdo sérica de glicose em ratos diabéticos. Os frutos
procedentes da Estacéo experimental do Arial do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia foram
despol pados, secos e analisados quanto a composicédo centesimal, fibra alimentar, elementos minerais e
utilizados em ratos diabéti cos induzidos artificialmente com estreptozotocina na dose de 40 mg/kg. Apds
0 periodo de 15 dias, os animais foram selecionados de acordo com a concentracdo de glicose (valores
superioresa300 mg/dL) edistribuidos em blocosinteiramente casuai s de dois grupos com dez ratos cada,
tendo como base aracéo de caseina- AIN, 93M, variando apenas afonte defibraalimentar. Osresultados
demonstraram que o cubiu apresentou baixo teor energético (24 kcal/100g) e presenca de fibra alimentar
(3,6%). Osratos que receberam afibra oriunda do cubiu apresentaram umareducao de glicose no sangue
aofinal da42semana (224,4+85,5 mg/dL ) quando comparado com o grupo controle (351,4 + 139,0 mg/dL).
Tais constatacfes sdo sugestivas dainfluéncia do fruto de cubiu na reducéo da concentracdo de glicose
emratos.

Palavras-Chave. cubiu, fibraaimentar, diabetes, ratos.

ABSTRACT

Theinfluence of cubiu onthe glucose concentration in diabetic rats blood was evaluated. Diabetes was
experimentally induced by injecting streptozotocin (40 mg/kg) into rat tail vein after a24 hoursfast. After
15 days, animalswere sel ected according to their blood glucose concentration (val ues above 300 mg/dL ),
and distributed into completely randomized blocks of two groups composed of 10 mice each; the mice
were fed with acasein - based diet (AIN, 93M), using two sources of alimentary fiber. The experimental
study was donefor 28 days, and blood sampleswere weekly collected from mice for performing glucose
dosages. Micethat received the cubiu fiber presented reduced blood glucose val ue at the end of 4th week
(224.4+85.5 mg/dL ) when compared with control group (351.4+139.0 mg/dL ). Such datasuggest theinfluence
of cubiu in reducing the glucose concentration in mice blood.

Key Words. cubiu, alimentary fiber, diabetes, mice
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INTRODUCAO

A regido amazonica, apesar de ser amaior detentorade
recursos naturais, apresenta muitas das espécies, como o cubiu
(Solanum sessiliflorum Dunal), sem a sua contribui¢éo
nutricional totalmente elucidada. De sabor e aromaagradaveis,
o cubiu é um fruto exdtico de diferentes tamanhos, formatos e
de sabor inigualavel, normalmente consumido in natura como
petisco ou na forma de sucos, doces, geléias e no preparo de
pratos abase de carnes e peixest. Como medicamento é utilizado
popularmente no controle de prurido da pele e reducéo dos
niveis elevados de colesterol, glicose e acido Urico?,
necessitando ainda de comprovagéo cientifica.

Estudos epidemiol dgicos tém revelado a existéncia de
umaforte correlagdo entre aincidénciade diabetese o consumo
de alimentos refinados, o que permitiu o estabelecimento de
uma associagdo entre asfibras alimentares e o0 metabolismo de
carboidratos®*#5. A ingestdo média de fibra alimentar pela
populagéo brasileira na década de 70 era de 19,3g/dia, caindo
para16,0g/dianadécadade 80 e chegando a12,4 g/dianadécada
de 90. Essesresultadosrefletem umasignificativa quedaglobal
na ingestdo de fibra alimentar durante os Ultimos trinta anos,
possivelmente decorrentes da mudanca de habitos alimentares
dapopulacdo, aliadosamudancas no estilo devida e alteragbes
no perfil sdcio-econdmico do pais®.

Considerando que no Brasil o diabetes atinge
aproximadamente cinco milh8es de pessoas, em torno de 8% da
populacdo, no estagio de vida entre 30 a 69 anos’ e, sendo a
doenca cardiovascular a principal responsavel pelareducéo da
sobrevida desses pacientes diabéticos?, a busca por fontes
naturais objetivando a prevencdo dessas doencas sdo
estratégias que devem ser intensificadas. Neste contexto,
avaliou-se ainfluénciado cubiu sobre a concentracdo séricade
glicose em ratos diabéticosinduzidos artificialmente.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados frutos de cubiu (Solanum sessiliflorum
Dunal) oriundos da Estagéo Experimental do Ariau, do Instituto
Naciona de Pesquisa da Amazdnia-INPA. Os frutos de uma
mesmavariedadeforam col etados em estédio de amadurecimento
comercial, selecionados, lavados, retirados os peddncul os,
cortados em peguenas porgdes e secos em estufacom circulacgo
dear forgado a60° C até peso constante paraadeterminagéo da
umidade. Em seguida, foram pulverizados, homogeneizados e
acondicionados em sacos plésticos devidamente lacrados e
armazenados em freezer até 0 momento dautilizago naformade
racdo. Considerando que muitas vezes os frutos de cubiu séo
utilizados pelas populagdes tradicionais em substituicdo ao
tomate, o presente estudo avaliou o fruto inteiro (incluindo
casca, semente e polpa). Paraadeterminagéo dafibraalimentar
do cubiu seguiu-se a metodologia de Asp et. al.® e os demais
componentes (umidade, proteina, lipidios e cinzas) daAOACY.

O carboidrato “disponivel” foi calculado a partir da diferenca
dasfragcdes anteriores. Paraadeterminagéo de energiautilizou-
se os fatores de conversdo: 4, 4 e 9 para proteina, glicidios e
lipidios respectivamente.

Paraacomposi¢do do delineamento experimental foram
utilizados ratos machos da linhagem Wistar (Rattus
norvergicus, var. albinus. Rodentia: Mammalia), pesando
em média 250g, procedentes do Biotério do INPA. A indugéo
do diabetes foi viabilizada por meio da utilizagdo da
estreptozotocina dissolvida em solucdo tamp&o de citrato de
sodio 0,01 M, pH 4,5 naconcentragéo de 32,5 mg/mL einjetada
naveiada cauda dos ratos mantidos previamente em jejum de
24 horas na dose de 40 mg/kg. Em seguida, os mesmos foram
mantidosem gaiolasindividuais e alimentados por 15 diascom
racdo comercial. Apds esta etapa, 0s ratos, que apresentaram
concentracdo sérica de glicose superior a 300mg/dL foram
utilizados paracompor o delineamento experimental em blocos
inteiramente casualizados de dois grupos com dez repeticoes
cada, variando apenas a fonte de fibra alimentar. As ragctes
foram preparadas segundo as recomendagdes de Reeves et
al.!* (Tabela 1). O periodo experimental foi de 28 dias, sendo
controlado diariamente o0 consumo e semanamente o peso e
coleta de sangue (cauda) para a determinacdo da glicose de
acordo com a técnica descrita por Trinder'?. A avaliacéo
histopatoldgica foi viabilizada de acordo com o método de
Michelani®. Utilizou-se aandlise de varianciae paraefeito de
comparacgdo entre as médias dos grupos, o teste de Tukey,
com 5% de probabilidade 4.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com as andlises da composi¢do quimica do
cubiu, verificou-se ato teor de umidade e presenca de fibra

Tabela 1. Composicao percentual basicadas ragdes of erecidas
aos ratos dos diferentes grupos.

Ingredientes Grupol Grupo2
Caseina 14,0% 14,0%
L —cistina 0,18% 0,18%
Oleo soja 4.0% 4.0%
Fibra(celulose microcristaling) 10,0% -
Fibrado cubiu - 10,0%
Sacarose 10,0% 10,0%
Mistura salina 35% 35%
Misturavitaminica 1,0% 1,0%
Bitartarato de colina 0,25% 0,25%
Amido demilho (gsp 100%) 57,07% 36,77%

*De acordo com as recomendacOes de Reeveset al, 1993,
Grupo 1: ratos diabeéti cos que receberam 10% defibra
sintética; Grupo 2: ratos diabéticos que receberam 10% de
fibraoriunda do cubiu.
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alimentar, sendo afragéo predominante ainsolUvel, com 79% e
a soltvel com 21% da fibra total (3,59g/100g) (Tabela 2).
Considerando que foram aproveitadas todas as partes do fruto
(casca, semente e polpa), os valores de fibra alimentar,
particularmente a insollvel, foram superiores aos reportados
por Macedo®, provavelmente pelo fato do aproveitamento do
fruto em sua plenitude, envolvendo casca, polpa e semente.
Quando comparado com outras Solanéceas constata-se que 0
fruto de cubiu apresentou concentragdes superiores ao do jild
(S. gilo Raddi) (1,4%) eaberinjela(S. melogena) com 1,2%. As
variagdes do contelido da fibra dos frutos podem ser inerentes
adiversos fatores, como: parte do fruto utilizado (fruto inteiro
ou polpa), métodos analisados, representatividade da amostra,
condicBes de cultivo e grau de maturagdo. Contudo, salienta-se
queo cubiufoi colhido em estadio de amadurecimento comercial,
forma em que normalmente € consumido. O cubiu pode ser
considerado como um fruto com baixo teor de energia e
concentracado de fibraalimentar compativel com as solanéceas.

Considerando uma possivel ateracdo no segmento do
intestino delgado de cada animal em func¢&o do consumo de
fibra acima do recomendado, procedeu-se a analise
histopatol 6gica, do intestino delgado, cuja descricéo
microscépica demonstrou que ndo houve alteractes
morfol égicas em suas estruturas. Dessaforma, aquantidade de
fibraalimentar utilizadan&o induziu o aparecimento de qual quer
tipo de lesdes no intestino delgado.

Ao final de 15 dias de inducdo do diabetes verificou-se
gue a concentracao sérica de glicose dos ratos foi
significativamente maior (p<0,05) quando comparado com o
grupo- controle (Tabela 3), demonstrando aagéo diabetogénica
da droga. Ressalta-se que, com a concentrac@o de glicose

superior a300 mg/dL, arecomendacdo de 5% defibraalimentar
néo foi suficiente para manter a sobrevivéncia dos animais por
28 dias, motivo pelo qual permaneceram apenas 0s grupos que
receberam 10% defibraaimentar.

Apesar de ndo ter havido diferenca em relagdo ao
consumo de racdo entre os dois grupos (Tabela 4), a evolugdo
ponderal dos ratos (Tabela 5), demonstrou uma perda
significativa de peso (p<0,05) entre os ratos diabéticos dos
grupos caseina e cubiu. A perda de peso pode ser decorrente da
descompensacdo metabdlica aguda, ocasionada pelo processo
catabdlico acelerado de carboidratos, proteinas e lipidios,
aumento dalipdlise e desidrataco.

Deacordo com aconcentragao séricade glicose (Tabela
6), constatou-se diferencasignificativa (p < 0,05) entre osratos
do grupo controle e os que receberam cubiu ao final da quarta
semana (T4). Os mecanismos pelos quais as fibras alimentares
influenciam no metabolismo dos glicidios envolvem alteraces
notransitointestinal e morfologia, resultando em menor absorgéo
de carboidratos e outros nutrientes'®. Dentre as indmeras
alteracOes, uma delas é que as fibras alimentares atuam como
barreirafisicae aceleram os movimentosintestinais ocasionando
uma reducdo na absorcéo da glicose!’. Cita-se ainda que as
fibras sol Gveis causam umararefacdo das vil osidades damucosa
intestinal, diminuindo asuperficie de absorgao, com conseqiiente
aumento da producdo de mucina, que auxilia na formagéo de
uma barreira a passagem dos glicidios'®. Uma outra teoriaem
relagdo a formagdo de uma matriz gelatinosa esta centrada no
maior indice de hidratagéo dasfibras alimentares sol iveis como
pectinas, mucilagens e hemicelulose, resultando no aumento da
viscosidade do contelido intestinal e conseqliente retardo na
digestdo e absorcdo de nutrientes, dentre eles glicose'®?. Parte

Tabela 2. Composi¢éo quimicado “pool” de cubiu em 100g da parte comestivel.

Composi¢ao quimicapercentual

Fruto Umidade Proteina Lipidios Cinza Fibra* Glicidios Energia
(inteiro) ©) ©) © (©) ©) ©) (kedl)
Cubiu 90,6+1,0 0,700 0,7+0,0 0,7+0,01 3,6+0,02 2,8+0,02 240

*Fibratotal= 3,59+0,02 g (100%), sendo fibrasol tvel=0,76+0,00g (21%), fibrainsol Gvel = 2,83+0,02 (79%).

Tabela 3. Concentragdo sérica de glicose dos animais
submetidos ao teste piloto apds inducdo com
estreptozotocina.

Grupos Concentracdo de glicose (mg/dL)
Experimental 311,80 = 34,039
Controle 80,87 + 20,259

Asmesmas letras no sentido vertical ndo diferem em nivel de
5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Tabela 4. Consumo de ragéo pel os ratos dos diferentes grupos
aofinal do experimento.

Grupos Consumo de rag&o (g)
1 377,94+58,5°
2 418,20+ 92,9

As mesmas letras no sentido vertical ndo diferem em nivel de
5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Grupo 1: ratos
diabéticos que receberam 10% defibrasintética; Grupo 2: ratos
diabéticos que receberam 10% de fibra oriunda do cubiu.



Yuyama, L K O et al. Estudo dainfluénciado cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) sobre a concentracgéo séricade glicose. Rev I nst Adolfo

Lutz, 64(2):232-236, 2005

Tabela 5. Peso médio e desvio padréo (DP) dos animais dos diferentes grupos no tempo zero e ao final de cada semana do

experimento (28 dias).

Grupos Peso médio (g)
Tempo zero 1°semana 2° semana 3%semana 4° semana
1 260,7+28 5% 171,3+11,07 154,6+11,72 139,8+ 12,17 129,9+ 14,72
2 268,3+27,0° 185,5+11,6% 170,7+21,9° 158,6+24,07 152,3+ 25,4%

Asmesmasletras no sentido vertical nao diferem em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Grupo 1: ratos diabéticos
que receberam 10% de fibrasintética; Grupo 2: ratos diabéticos que receberam 10% de fibraoriundado cubiu.

Tabela 6. Concentracdo média de glicose sérica dos animais dos diferentes grupos no tempo inicial e ao final de cada semana

do experimento (28 dias).

Grupos Concentragdo de glicose (mg/dL)
Tempo zero 1°semana 2° semana 3%semana 4° semana
1 383,2£27,5° 363,0+109, 7 383,5£62,2 3464+ 2127 351,4+13%
2 379,5+28,3 365,6+117,22 366,7+133,8 277568, 2244+ 855

Asmesmasletras no sentido vertical ndo diferem em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Grupo 1: ratos diabéticos
que receberam 10% de fibra sintética; Grupo 2: ratos diabéticos que receberam 10% de fibraoriundado cubiu.

daglicose pode ainda ser excretada com afibra?. A razdo de se
estimular o consumo de alimentos com altos teores em fibra
alimentar particularmenteasolGvel estdnaevidénciadamelhora
dahiperglicemiapods-prandial??, aumento do controle glicémico,
reducdo da hiperinsulinemia®?* e redugdo dos riscos de
desenvolvimento dasindrome metabdlica?®. Em ratos diabéticos,
a pectina presente em alimentos e o guar gum tém sido os
responsaveis pelo efeito hipoglicémico®2"%, Enquanto que o
mecanismo de acdo das fibras insolUveis esta no tempo de
transito intestinal e naformacéo do bolo fecal, mas com pouco
impacto nosniveisde glicose, insulinae colesterol plasmético?®.
No presente estudo a constatacdo da reducéo da concentracéo
sérica de glicose em ratos diabéti cos induzidos artificialmente
por meio da utilizagdo do cubiu norteiam novos estudos
objetivando a elucidacdo da acéo hipoglicémica do cubiu para
verificar se é devida a presenca de fibra alimentar soltvel ou
outros constituintes presentes na casca

CONCLUSAO
Nas condi¢des em que o presente estudo foi viabilizado
conclui-se que o ratos diabéticos que receberam cubiu

apresentaram redugdo da concentraggo séricadeglicoseaofinal
do estudo.
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RESUMO

Considerando aimportanciadaqualidade dosaimentos, estetrabal ho teve como objetivo verificar ascondicdes
higiénico-sanitarias dosfarinaceos comerciaizados no municipio de Ribeirdo Preto-SP, Brasil. Foram avdiados
0s nivels de contaminagdo por matérias estranhas e microrganismos, os quais foram comparados segundo os
tipos de estabel ecimento e de acondi cionamento e as estagbes do ano. Foram anali sadas 320 amostras, colhidas
de fevereiro de 2001 a janeiro de 2002. Nas andlises microscépicas e microbioldgicas, 4,4% das amostras
estavam em desacordo, respectivamente, com as ResolugBes RDC 175/2003 e RDC 12/2001. Os farinéceos
embal ados com maior nimero de amostras em desacordo com alegidacdo nas andlises microscopicas foram
farinhade mandiocae polvilho (10%); nasandlises microbiol 6gicasforam farinhasde mandiocaagrand (12,5%)
efubasembalados(7,5%). O farinaceo agranel com maior nlimero deamostras contendo matérias estranhasfoi
0 polvilho, porém ndo foi possivel concluir se estavam em desacordo com a legislacdo, umavez que ndo ha
aindaqual quer resol ucéo especificaquanto aos parametros microscopi cos paraesta classe de produtos. Quanto
as estagdes do ano, considerando aRDC 175/2003, houve diferenca estatisticamente significante, sendo que o
maior percentua de amostras emba adas em desacordo foi observado no verdo (15%). Esses dados poderéo
servir também como subsidios para discussies e agdes relacionadas as mudancas nas legidacles.
Palavras-Chave. qualidade dos alimentos, farinaceos, matérias estranhas, microrganismos, condicdes
hi giénico-sanitérias, legislacéo.

ABSTRACT

Considering the relevance of food quality, the objective of the present paper was to study the sanitary-
hygienic conditions of flourson salein marketsin Ribeirdo Preto, SP, Brazil. Levels of contamination with
extraneous materials and by microorganisms were analyzed and compared among different types of sde
sites, storage conditions and during different seasons of the year. Three hundred and twenty samples were
examined, which were collected from February 2001 to January 2002. On microscopy and microbiology
analyses, 4.4% of samples were not in accordance to RDC 175/2003 and RDC 12/2001 resolutions. On
microscopic analysis, raw manioc flour and fermented manioc flour (10%) were the most contaminated
samplesamong the packaged products. On microbiological analysis, theraw manioc flour in bulk (12.5%) and
the packaged corn meal (7.5%) were the most contaminated. Among flour in bulk samples, the fermented
manioc flour wasthose with the highest number of samples presenting extraneous materials, though nofinal
conclusion could be estimated in regard to whether it was in accordance or not to legislation asthe lack of
any specific resol ution on microscopi ¢ parametersfor this product class. Concerning the seasons of year and
considering the RDC 175/2003 resolution, a meaningful statistical difference was denoted. The highest
amount of contaminated packaged sampleswas observed at summertime (15%). These datacould be used as
the basic subsidies for supporting the discussion and actions to introduce some changes in the legidation.
K ey Wor ds. food quality, flour, extraneous material s, microorganisms, sanitary-hygienic conditions, legidation.
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INTRODUCAO

Asfarinhas de diferentes origens e os gréos de cereais
sdo constituidos basicamente de carboidratos e representam
as principais fontes de energia para a maioria da populagdo
mundial, sendo considerados alimentos acessiveis e de facil
digestéo.

No Brasil, amandiocae o milho, juntamente com 0s seus
subprodutos, como as farinhas, fazem parte do hébito alimentar
de grande parte da populac&o. Segundo a Pesquisa de
Orcamentos Familiares (POF)/2002—2003, redizadapelo (IBGE)?,
0 consumo médio nacional de farinhas, féculas e massas € de
23 kg per capita/ano. Asmaiores aguisi¢des ocorrem nasregites
Norte (44kg) e Nordeste (31kg), principal mente pelafarinhade
mandioca (34 e 15kg, respectivamente), enquanto no Sul, Sudeste
e Centro-Oeste, o consumo chega a 28, 14 e 11kg,
respectivamente.

Entretanto, os farinaceos sdo produtos altamente
susceptiveis a contaminagédo por acaros, roedores e,
principal mente, insetos’; 0s &caros einsetostambém agem como
veiculos de disseminacao de fungos, virus, bactérias,
protozoarios e helmintos®. Além destas, outras matérias estranhas
podem ser incorporadas em diversos pontos da cadeia de
producéo e distribuicéo de alimentos.

De acordo com Scott, a infestagdo por pragas leva a
uma perdanutricional dos graos, devido a alteragdes quimicas,
bal anco hidrico e aguecimento, além do prejuizo econdmico pela
nao aceitabilidade dos produtos. Kvenberg® relata que insetos
adultos do género Tribolium secretam quinonae que, ao infestar
farinhas, as contaminam causando forte odor, reduzindo a
qualidade do produto e tornando-o impréprio para o consumo.

Quanto aos acaros, nos grandes depdsitos de graos,
farinhas e outros produtos, o meio ambiente criado
(principalmente com relag8io atemperaturae umidade) favorece
0 desenvolvimento de varias espécies, tanto provenientes do
solo e da matéria organica de éreas adjacentes como carreados
por roedores, aves e insetos’.

Segundo Olsen’, o0s acaros das espécies
Dermatophagoides farinae, Suidasia sp, Thyreophagus
entomorphos e Tyrophagus putrescentiae foram identificados
como causadores de reacdes alergénicas e anafilaxia em
individuos que consumiram alimentos contaminados. Franzolin®
demonstrou que esporos de fungos Aspergillus flavus quando
aderidos ao corpo ou presentes no aparel ho intestinal de acaros
da espécie Tyrophagus putrescentiae (Acariforme: Acaridag),
contribuem paraamultiplicacéo dos mesmos, tornando-se uma
simbiosefacilitadoradadisseminacdo de esporosviaveisatravés
de gréos armazenados em condicdes inadequadas.

A estocagem de graos e farinhas em armazéns seguros
contra o ataque roedores € deficiente, segundo Puzzi®. Além de
serem animais extremamente destruidores, causando enormes
prej uizos econdmicos e de contaminarem os alimentos com suas
fezes, urina e pélos, também propagam diversas doencas.

Além desses, a contaminagao dos farinaceos por
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microrganismos, como bactérias, fungos e viruspodem levar a
alteragBes em suacomposi cao quimica, propriedades sensoriais
ou ainda em sua estrutura, processo conhecido como
deterioracdo'. Bolores e leveduras, quando presentes em
ndmero elevado, podem provocar adeterioracdo do alimento ou
areducdo de suavida-de-pratel eira, pelaacéo de suas enzimas.
Alguns géneros de bolores ao se multiplicarem podem produzir
metabdlitos téxicos (micotoxinas), com importante significado
em salide publica, pelos danos que provocam a salide animal e
humana e também por prejuizos econdmicos™. Variostraba hos
evidenciam a importancia da pesquisa de fungos em gréos e
seus subprodutos.

Quanto a legislacdo referente aos parametros
microscopicos, os farinaceos embal ados seguem a Resolucéo
RDC ANVISA/MS n° 175/2003 (Regulamento Técnico de
Avaliacdo de Matérias Macroscopicas e Microscopicas
Prejudiciais a Saide Humana em Alimentos Embal ados)®?,
enquanto para os produtos a granel ndo ha, atualmente,
legislacao especifica umavez que aRDC 175/2003 revogou a
Resolucdo CNNPA n° 12/1978 (ausénciade sujidades, parasitos
elarvas)®eaPortariaDINAL n°1/1986 (limite de 30 fragmentos
deinsetos/100g de amostra)™.

Com relagao aos padrdes microbiol 6gicos, estaem vigor
aResolucdo RDCANVISA/M Sn° 12/2001%, que ndo contempla
adeterminagéo de bolores e leveduras.

Assim, pelos poucos estudos publicados sobre a
qualidade higiénica dos farinaceos, desenvolveu-se o presente
trabalho, cujos objetivos foram ndo somente verificar as
condi¢Bes higiéni co-sanitérias de farinhade milho, fubé, farinha
demandiocacruae polvilho azedo comerciaizadosem Ribeirdo
Preto-SP, avaliando ainfluénciado acondicionamento, local de
comercializacado e estacGes do ano nos nivei s de contaminagao,
como também comparar e discutir os resultados obtidos nos
ensaios de microscopiaparaosfarinaceos embal ados, aplicando-
sealegislacdo revogadaeavigente, tendo em vistaasdiferengas
significativas entre as mesmas.

MATERIAL E METODOS

Material

Foram analisadas 320 amostras de quatro diferentestipos
defarinaceos comercializados no municipio de Ribeirdo Preto,
sendo 160 vendidos a granel em feiras-livres e no Mercado
Municipal e 160 embalados vendidos em supermercados e
mercearias, totalizando 80 produtos para cada local de coleta,
sendo 20 de farinha de milho, 20 de fuba, 20 de farinha de
mandiocacruae 20 de polvilho azedo. O periodo de coletafoi de
fevereiro de 2001 ajaneiro de 2002.

As amostras foram adquiridas mensalmente e a escolha
doslocaisde comercializagéo realizadaatravés de sorteio, tendo
por base umalistagem dasfeiras-livres e dos estabel ecimentos
cadastrados na Prefeitura Municipal de Ribeirdo Preto. As
amostras foram analisadas em duplicata, quanto aos pardmetros
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microscopicos e microbiol 6gicos, de acordo com as normas e
técnicas exigidas pela legislagdo em vigor. Todos 0s
procedimentos analiticos foram realizados nos Setores de
Microscopia e de Micrabiologia de Alimentos da Secdo de
Bromatologia e Quimica do Instituto Adolfo Lutz de Ribeiréo
Preto- SP.

Mé&odos
Analisesmicr oscopicas

A pesquisade matérias estranhas nas amostras defarinha
demilho, farinhade mandiocaefubade milho foram realizadas
segundo o método 16.5.15/965.39B daA.0.A.C.(2000)%, com as
seguintes modificagdes: lavagem do percolador com & cool
etilico ou absoluto e dguafiltrada, alternadamente; filtracdo em
funil de Buchner; lavagem interna do béquer apds filtracdo do
[iquido extrator, com & cool etilico ou absoluto e aguafiltrada,
alternadamente efiltrac&o no papel defiltro.

As amostras de polvilho foram analisadas segundo o
método 16.5.18/972.35%.

Para as amostras que apresentaram, no papel de filtro,
guantidade de vegetais que interferiria no reconhecimento das
matérias estranhas, foi adotado o procedimento de clareamento
das estruturas vegetais com solugdo de hipoclorito de sodio
2%, conforme o método 16.2.01/965.38B(d) daA.O.A.C(2000)%,
podendo ser aplicado a varios produtos, pois 0s vegetais
apresentam 0 mesmo comportamento quando em solucdo de
hipoclorito de sodio.

Aposafiltragdo do liquido extrator, asmatérias estranhas
presentes no papel defiltro foram identificadas e quantificadas
a0 microscopio estereoscopico com aumento de 30x e, quando
necessario, a0 microscopio éptico com aumento de 250x.

Analisesmicrobioldgicas

Nas analises microbioldgicas foram empregadas as
seguintes metodologias preconizadas pela American Public
Health Association'”: determinacdo do NUmero Mais Provéavel
(NMP) de bactérias do grupo coliforme a 45°C; pesquisa de
Bacillus cereus e de Salmonella spp, de acordo com os
parametros estabelecidos pela legislagdo em vigor®®. Para a
pesquisade Salmonella spp foram feitas adaptacdes referentes
a substituicdo do caldo de pré-enriquecimento por agua
peptonada 1% tamponadae do meio deidentificag8o presuntiva
IAL (Rugai modificado)®®, além da introducéo do caldo de
enriquecimento sel etivo Rappaport Vassiliadis e deisolamento
agar verde brilhante.

Realizou-se também aenumeragdo de boloreseleveduras
paraverificar as condi¢des higiénicas dos produtos, apesar de
ndo ser contemplada pelalegislacdo atual.

AndliseEstatistica

Utilizando-se o software Stata, aplicou-se o teste de
Fisher®, para inferir sobre diferencas populacionais nas
proporcoes de produtos em desacordo. O nivel designificancia
adotado foi de a. =0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tendo em vista a alteracdo, em 2003, da legislacdo
referente aos parametros microscopicos para alimentos
embalados (a Resolugdo RDC 175/2003 revogou a Portaria 1/
1986 e o item caracteristicas microscopicas da Resolugéo 12/
1978) e, apesar das andlises desta pesquisaterem sido realizadas
em dataanterior, os resultados apresentados nas tabel as seguem
a Resolucdo vigente. Apesar de ndo haver, atualmente,
legislacdo especifica para os farinaceos a granel, sao
apresentadas as matérias estranhas identificadas (Tabela 3)
independentemente do nimero e tipo.

Compararam-se, ainda, para os produtos embalados, as
porcentagens de amostras que estariam em desacordo com a
legislagdo atual e arevogada, além de verificar quais matérias
estranhas presentes tornaram os farinaceos aprovados pela
Resolugéo 175/2003.

Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados obtidos
nas andlises das 160 amostras de farinaceos embal ados, quanto
a0 exame mi croscopico e das 320 para os microbiol 6gicos, ndo
considerando as estratificaces (tipos de estabel ecimentos e
de acondicionamento e estacdes do ano). Observa-se que a
fregUénciatotal de amostrasem desacordo com alegislacio em
vigor foi de 4,4% para as anélises microscopicas e
microbiol bgicas.

Comparando-se o0s resultados das analises
microscopicas das 160 amostras de farinaceos embalados
(Tabela 2) aplicando-se aResolucdo RDC 175/2003 (atual) ea
Resolucédo 12/1978 com a Portaria 1/1986 (revogadas), o
percentual de amostras em desacordo aumentariade 4,4% para
29,4%, principalmente para as amostras de polvilho (de 7,5%
para57,5%). Asamostras embal adas que estavam em desacordo
com aRDC 175/2003 foram condenadas, exclusivamente, pela
presenca de pélos de roedor.

A diferencanas porcentagens ocorreu porque passaram
a serem consideradas como matérias estranhas prejudiciais a
salde humana somente os insetos e outros animais
reconhecidos, pela legislagdo, como vetores mecénicos, 0s
parasitos, excrementos de insetos ou de outros animais e
objetosrigidos, pontiagudos €/ou cortantes. Dessaforma, foram
excluidos os insetos considerados como pragas de
armazenamento e 0s &caros, apesar destes poderem veicular
bactérias, leveduras e fungos toxigénicos capazes de causar
intoxicages no homem e animais.

Pela Tabela 3 nota-se que os insetos e seus fragmentos,
assim como 0sovos, larvas e pupas deinsetosforam as matérias
estranhas que apareceram em maior nimero em todos o0s
farinaceos. Os insetos isolados pertenciam, na sua maioria, as
ordens Coleoptera, Lepidoptera, Psocoptera, Trichoptera e
Thysanoptera. Essas contaminagdes sugerem ma qualidade da
matériaprima, condicoes higiénicas precérias e/ou ausénciade
boas préticas de processamento.

Acaros pertencentes as ordens Parasitiforme:
MesostigmataeA cariforme: Oribatidae foram encontrados nas

239



Prado, SPT et a. Contaminag&o por matérias estranhas e microrgani smos em farinaceos comercializados em Ribeirdo Preto, SP. Rev I nst

Adolfo Lutz, 64(2):237-244, 2005

amostras de farinhas de milho e de mandioca e no polvilho
(Tabela3).

Pélo de roedor foi identificado em todos os tipos de
farinéceos, sendo o polvilho e a farinha de mandioca os mais
contaminados. O fato da extragdo da fécula de mandioca ser
uma atividade predominantemente artesanal, sendo amaior parte

realizadanas chamadas “ casas de farinha’, favorece 0 acesso e
a presenca de roedores nos locais de fabricacdo e,
consequientemente, o aparecimento de pélos, ou até mesmo urina
efezes, no produto fina .

Outras matérias estranhas como pélos de animais
diversos, particulas carbonizadas e metdlicas, fios de cabelo,

Tabela 1. Distribuicdo de freqliéncias das amostras de farinaceos, para as andlises microscopicas e microbiol dgicas, segundo a

legislacdo emvigor.
Produtos Condic¢oes Andlises
higiénico- Microscopicas (*) Microbioldgicas
sanitéarias n % n %
Farinha de A 40 1000 0 1000
milho D 0 00 0 00
Fuba A KC®) 975 4 R25
D 1 25 6 75
Farinhade A 37 25 4 R25
mandioca D 3 75 6 75
Polvilho A 37 R5 78 975
D 3 75 2 25
Total A 153 978 06 %56
D 7 44 14 44

A ="deacordo” e D ="em desacordo” com alegislacéo.
(*) paraos produtos embal ados (RDC 175/2003).

Tabela 2. Distribuicdo de freqliéncias das 160 amostras de farindceos embal ados das andli ses mi croscopicas, segundo a

legislacdo atual e arevogada.

Produtos Condic¢oes Andlises Microscopicas
higiénico- RDC175/2003 Resolucao 12/1978 e
sanitarias Portaria1/1986
n % n %
Farinhade A 40 100,0 k7 80,0
milho D 0 00 8 200
Fuba A 0 975 3 825
D 1 25 7 175
Farinhade A 37 25 3 775
mandioca D 3 75 9 25
Polvilho A 37 25 17 425
D 3 75 23 575
Total A 153 978 113 70,6
D 7 44 47 294

A =“deacordo” eD ="em desacordo” com alegislacdo citada natabela.
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fibras plésticas, teias de larvas e areia foram detectadas, em
menor nimero de amostras, nos quatro tipos de farinaceos,
entretanto, atual mente todos esses farinéceos estariam de acordo
com aRDC 175/2003 caso contivessem essas matérias estranhas,
por ndo representarem um risco potencial.

Ascomparacdes realizadas sob aaplicacdo daatual e da
antiga legislagdo mostram o impacto dos novos pardmetros na
aprovagao dos farinéceos.

Atualmente, a politica para alimentos da ANVISA
sustenta-se nos seguintes pilares: - “A acdo deve ser no
processo produtivo e ndo no produto final; - O produto final
deve ser o term6metro para a adocdo de medidas de
intervencao; - O setor produtivo é o responsavel pela garantia
sanitaria dos alimentos que fabricam”2,

Portanto, a qualidade total do alimento deve ser
assegurada pelo setor produtivo, porém acredita-se que nem
todostém acompanhado as mudancas que vem ocorrendo, assim

como implantado as “ferramentas’ de garantia da qualidade, a
fim deatender tal politicaegarantir produtosisentos de qual quer
matéria macroscopica ou microscopica, sejaelaprejudicia ou
nao.

Quanto aos parametros microbiol 6gicos, naTabelal sdo
apresentados os resultados obtidos nas andlises das 320
amostras de farinaceos ndo considerando as estratificaces
(tipos de estabelecimentos e de acondicionamento e estagles
do ano). Observa-se que a freqiéncia total de amostras em
desacordo com alegislacgo em vigor foi de 4,4%.

Observa-se naTabela4 que, coliformesa45'C acimado
limite tolerado pelalegislagdo em vigor (NMP > 10%g) foram
encontrados somente nas amostras de fuba. A presenca dessas
bactériasrevelaumapossivel contaminagéo fecal do aimentoe,
conseqguentemente, risco da introducdo de microrganismos
patogéni cos, que tém notrato intestinal de animaiso seu habitat
exclusivo ou preferencia 2.

Tabela 3. Nimero de amostras e tipos de matérias estranhas i sol adas dos farinéceos.

N° de amostras
Matérias estranhas Farinhade milho Fubademilho Farinhade mandioca Polvilho
Inseto 0 74 7 73 53]
1-15 6 7 7 2
>15 0 2 0 1
Ovo e pupa 0 8 ) ) 77
de inseto 15 2 1 1 3
Fragmento 0 50 (624 A 45
de inseto 1-15 K] 17 2% A
>15 0 1 0 1
Larva 0 ) 78 2
1-15 5 7 2 6
>15 0 5 0 2
Acaro 0 78 D 78 7
15 2 0 2 1
Pélo de roedor 0 77 7 ) 74
15 3 3 5 6
Outros:
Péoanima 1 2 3 4
Particulacarbonizada 1 0 2 3
Fio de cabelo 1 0 1 1
Fragmento demadeira 0 0 0 2
Fibraplasticalareia 0 0 1 2
Teiadelarva 0 2 0 0
Particulametdlica 1 0 0 0
Barbulas de pena 0 0 0 1
Total de amostras I<9) I<9) & &
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Quanto a contaminacdo por Bacillus cereus (maximo
tolerado de 3x10° UFC/g), verifica-se que foram isolados
principal mente em amostras de farinhade mandioca. O controle
dessa bactéria visa prevenir o seu desenvolvimento, uma vez
que é dificil impedir a sua presenca nas matérias-primas, em
funco da sua grande disseminagdo no meio ambiente, sendo o
solo 0 seu reservatério natural e principal habitat.

Com relacdo a Salmonella spp, constatou-se auséncia
em 100% das amostras, indicando que os farindceos ndo sdo
propicios ao seu desenvolvimento.

Apesar daresolugdo RDC 12/2001 ndo possuir limites
detolerénciaparaboloreseleveduras em farinéceos, aredizacio
das contagens desses microrganismos forneceu informagdes
sobre a qualidade desses produtos, uma vez que as mesmas
indicam as condi ¢Bes higi éni castanto das matérias-primas como
do processamento e armazenamento.

Dasamostrasagranel, 7,5% dosfubas e 5% dasfarinhas
de milho e polvilhos apresentaram bol ores em nimero igual ou
superior ao limite de 10* UFC/g, enquanto nos produtos
embalados estavam ausentes. L evedurasforamisoladasem 2,5%

Tabela 4. Distribuicdo defrequiéncias das amostras de farindceos em desacordo (d) com os parémetros mi crobi ol 6gi cos estabel ecidos

nalegislacdo emvigor.

Produtos Tipos de Microrganismos
acondicionamento Coliformesa45C Bacillus cereus Salmonella spp
NMP/g UFC/g em25g
n d % d %
Farinhade agranel 40 0 0 0 0 Ausente
milho embalado 40 0 0 0 0 Ausente
Fuba agranel 40 1 25 1 25 Ausente
embalado 40 3 75 1 25 Ausente
Farinhade agranel 40 0 0 5 125 Ausente
mandioca embalado 40 0 0 1 25 Ausente
Polvilho agranel 40 0 0 0 0 Ausente
embalado 40 0 0 2 50 Ausente

Tabela 5. Distribui¢éo de freqliéncias das amostras de farinadceos em desacordo com alegislacéo em vigor para os parametros
microscopicos (*) e microbiol dgicos, segundo o local de comercializago etipo de acondicionamento.

Produtos Tipos de Feiralivre Merc. Mun. Mercearia Supermercado
n=20 analises (agrand) (agranel) (embalado) (embalado)

n % n % n % n %

Farinhade  Microscopia - - - - 0 00 0 00

milho Microbiologia 0 00 0 00 0 00 0 00

Fuba Microscopia - - - - 0 00 1 50

Microbiologia 2 100 1 50 3 150 0 00

Farinhade  Microscopia - - - - 2 100 1 50

mandioca  Micraobiologia 2 100 3 150 1 50 0 00

Polvilho Microscopia - - - - 2 100 1 50

Microbiologia 0 00 0 00 0 00 2 100

Total Microscopia - - - - 4 50 3 375

Microbiologia 4 50 4 50 4 50 2 25

(*) Paraos produtos embalados (RDC 175/2003).
(-) Produtos sem legislacéo especifica.
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das amostras de farinha de mandioca embal adas e com valores
acima de 10* UFC/g (limite estabelecido pela Portaria n® 451
utilizadaaté 12 dejaneiro de 2001)%,

Atui e colaboradores', em estudo de monitoramento de
fungos em milho, grits e fubd encontraram 96,3% das amostras
de fuba contendo Penicillium spp, 95,1% Aspergillus spp e
79% Fusarium spp, fato preocupante em virtude do grande
potencial toxicogénico dos mesmos.

Quanto ao local de comercializacdo e tipo de
acondicionamento, adistribui¢do das porcentagens de amostras
dos farinaceos em desacordo esta apresentada na Tabela 5.

Considerando osfarinaceos comercializados embal ados,
as maiores porcentagens de amostras em desacordo com a
legislag@o em vigor ocorreram para o polvilho e a farinha de
mandioca(10,0%) comercializados nas mercearias.

A alta porcentagem de amostras de polvilho em
desacordo na analise microscopica justifica-se pelo processo
rudimentar e empirico da fermentacéo da fécula que, segundo
Albuquerque apud Nakamura?* pode ser feita em qualquer
recipiente, desde o cocho de madeira a tanques de alvenaria,
revestidos ou ndo de azul€jos, em recintos abertos, muitasvezes
deficiente para a protecéo contra intempéries ou material
estranho.

Quanto ao parametro estaces do ano, para as andlises
microscopicas e considerando aRDC 175/2003, houvediferenca
estatisticamente significante (p<0,01), sendo que o maior
percentual de amostras embal adas em desacordo foi observado
no verdo (15,0%).

Para os produtos a granel foi observada maior
contaminacdo nas amostras colhidas no inverno (41,7%), e o
menor na primavera (22,5%), ndo havendo diferenga
estati sticamente significante naproporgéo de contaminagdo nas
estacBes do ano (p=0,31).

Os resultados das andlises microbiol égicas mostraram
diferenca estatisticamente significante somente paraasamostras
de fub& que apresentou 22,2% das amostras colhidas no ver&o
fora dos padrfes estabel ecidos pelalegislagdo, contra 9,5% no
inverno e nenhuma na primavera e outono.

Segundo Roitman e colaboradores?, a temperatura
€, provavelmente, o mais importante fator ambiental que
afeta o crescimento microbiano, juntamente com a umidade
relativa do ambiente que possui estreita relacdo com a
atividade de agua do alimento. Em funcéo desses dois
fatores apresentarem valores mais elevados na época do
verdo, justifica-se amaior porcentagem no total de produtos
em desacordo nas analises microbiol dgicas nessa estacdo
do ano.

Quanto ao total, a maior porcentagem de amostras
em desacordo ocorreu no verdo (6,9%), enquanto a estacéo
com menor nimero de amostras em desacordo com a
legislacdo em vigor foi aprimavera(1,2%), sendo afarinha
de mandioca o Unico produto que apresentou amostras em
condicdes higiénico-sanitarias insatisfatorias nesse
periodo.

CONCLUSOES

- A farinha de mandioca e o polvilho foram os farinaceos
embalados que apresentaram as maiores porcentagens de
amostras em desacordo com alegislagdo em vigor, naandlise
microscopica, pela presenca de pélos de roedor.

- Nasandlises microbiol 6gicas foram encontrados coliformes
em fuba e Bacillus cereus em fuba, farinha de mandioca e
polvilho.

- Os farindceos a granel apresentaram matérias estranhas,
principalmente insetos e seus fragmentos, larvas e pélos de
roedor, o que evidencia a necessidade de legislacdo que
contempl e os parametros microscopicos para essa classe de
produtos.

- Em relacdo as estagbes do ano, houve diferenca
estati sticamente significante para as amostras coletadas no
verdo, referentes as andlises microscopicas dos farinaceos
embalados e nas andlises microbioldgicas, apenas para as
amostras de fuba.

- Quanto as andlises microscopicas dos produtos embal ados,
25% das amostras que estavam em desacordo com a
legislacdo revogada, passaram aser consideradas aprovadas
pela RDC 175/2003, apesar de conterem insetos, &caros e
outramatérias estranhas néo reconhecidas atual mente como
prejudiciais a salide humana.

A fim deacompanhar aevolugéo dacontaminagdo eavdiar
amédio elongo prazo oimpacto daRDC n° 175/2003 naaprovacdo
dos inimeros produtos alimenticios, torna-se necessario que
sejam empreendidas pesquisas relacionadas aos aspectos
sanitérios desses alimentos e que sgam fornecidos subsidios
para posteriores discussies e agdes ligadas ao tema.

Com relacdo aos aspectos microbiologicos, a
determinacdo de fungos em farinaceos é importante,
principalmente porque al gumas espécies tém grande potencial
toxicogénico e aexposi ¢ao humanaa estas micotoxinas, através
de alimentos contaminados, € questéo de salide publica, o que
reforcaanecessidade daANVISA rever alegislacdo atual (RDC
n° 12/2001).
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RESUMO

Cercade 7% da popul agéo bacteriana do solo esté representado por bactérias Gram-negativas aerdbias/
anaerodbias facultativas. Muitas espécies s@o patogénicas e estdo envolvidas em casos de infeccOes
hospitalares. O potencial de patogenicidade dessas bactérias pode ser avaliado através da investigacéo
dasuaresisténciaaantimicrobianos. Além deste propésito, o objetivo do trabalho foi também identificar
bacilos gram-negativos (BGN) isolados do solo. Paraisso, 18 amostras de solo foram semeadas em caldo
de Hajna. A obtenc&o de col6nias isoladas seguiu-se em Mc Conkey égar e Mueller Hinton &gar com 5%
de sangue de carneiro. Foram repicadas 283 col 6nias com diferentes caracteristicas morfol gicas, em meio
de IAL. Natriagem, obteve-se BGN fermentadores e ndo fermentadores, cuja identificago se fez pela
metodol ogiaconvencional. | dentificou-se 94,35% de enterobactérias e 5,65% BGN nao fermentadores. A
resisténcia bacterianafoi mais expressiva aos antibi6ticos ampicilina, cefalotina, cefoxitina, amoxicilina
com &cido clavul@nico etetraciclina, variando entre 49,82% a87,28%. Todos osisolados bacterianosforam
resistentes a pelo menos um antibiético, o que demonstra consideravel potencial patogénico por
constituirem um reservatério de resisténcia. A associagéo entre solo e resisténcia antimicrobiana precisa
ser mais estudada. Observagdes e experimentos adicionais possibilitaréo conhecer melhor essarelagéo e
0S processos que possam contribuir para a emergéncia de bactérias resistentes.

Palavras-Chave. bacil os gram-negativos, solo, resisténciaaantimicrobianos.

ABSTRACT

Gram-negative aerobic bacteriaarefoundin nearly 7% of soil resident-bacteriapopulation. Many bacteria
speciesare pathogenic, and they areresponsiblefor nosocomial infections. Antimicrobial drugsresistance
isrelevant for assessing the potential pathogenic features of circulating bacteria strains. The aim of the
present study wasto identify Gram-negative bacilli (GNB) isolated from soil, and to test the antimicrobial
resistance. Eighteen soil samples were inoculated into Hajna's broth for enrichment. Bacterial isolation
was done on Mc Conkey agar and MUeller Hinton blood agar. Isolated bacteria colonies (283) were
inoculated onto modified Rugal medium for screening the fermentative GNB and non-fermentative GNB,
and followed by identification by means of conventional methodology. Most of them (94.35%) belonged
to Enterobacteriaceae, and 5.65% were non-fermentative GNB. High rates of bacterial resistance were
evidenced to ampicillin, cefalotin, cefoxitin, amoxicillin+clavulanic acid, and tetracycline, varying from
49.82% to 87.28%. All of theisolated bacteria showed resistance to at |east one antibiotic. These results
provide remarkable data on pathogenic potential asaconstituent of aresistance reservoir. Further studies
on the relationship between soil and antimicrobial resistance needs to be performed. Then the advanced
experiments and observationswill provide best understanding on the mechanism and the process associated
with the emergence of environmental drug-resistant bacteria.

Key Wor ds. Gram-negativebacilli , soil, antimicrobial resistance.
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INTRODUCAO

A populacéo de bactérias aerdbias e anaerébias
facultativas do solo é formada na sua maioria por bactérias
heterotréficas, pertencentes a ordem Eubacteriales!. Cerca de
93% é representada pel as bactérias Gram-positivas e o restante
pelas Gram-negativas® que sdo classificadas como bacilos e
cocos Gram-negativos, aerébios/microaerofilos, nao
fermentadores e bacilos Gram-negativos anaerébios
facultativos, fermentadores.

Com relagdo a morfologia e fisiologia, as bactérias
Gram-negativas encontradas no solo sdo muito heterogéneas.
Séo reconhecidos como bacilos Gram-negativos ndo
fermentadores os géneros Acetobacter; Acidovorax;
Achromobacter; Acinetobacter; Agrobacterium;
Alcaligenes; Brevundimonas; Azotobacter; Beijerinckia;
Burkholderia; Chryseomonas; Comamonas; Cupriavidus;
Derxia; Ensifer; Flavimonas; Flavobacterium;
Janthylobacterium; Methylobacterium; Methylovorus;
Paracoccus; Pedobacter; Pseudomonas; Ralstonia;
Rhizobacter; Sphingobacterium; Sphingomonas e
Stenotrophomonas,®*5¢ enquanto que, entre os bacilos Gram-
negativos fermentadores sdo consideradas, principal mente,
as espécies da familia Enterobacteriaceae.

Estas bactérias estao largamente dispersas na
natureza, ocupando varios nichos ecol 6gicos distribuidos
pelo solo, agua, frutas, vegetais, graos, plantas, flores e
trato intestinal dos animais e dos seres humanos. Muitas
espécies estdo associadas com abscessos, pneumonia,
meningite, septicemia, feridas, infecgdes urinérias e
intestinais, além de estarem envolvidas em casos de
infeccBes hospitalares*®.

A ocorréncia de bactérias Gram-negativas no solo é
pouco estudada e geralmente, sdo investigadas quanto a sua
habilidade em realizar alteragdes quimicas especificas como a
decomposi¢ao da celulose, proteinas e herbicidas, assimilacdo
do nitrogénio e resisténcia a antimicrobianos’.

O estudo da resisténcia de bactérias isoladas do meio
ambiente é de fundamental importanciaem sadde pablica, para
avaliar as cepas circulantes quanto ao potencial de
patogenicidade, devido a pressdo seletivaexercida pelo uso de
antibidticos.

A utilizagdo de maneira indiscriminada dos agentes
antimicrobianos nas préticas médicas, veterinériase agricolas é
um dos fatores que leva a emergéncia de bactérias
multirresistentes que sdo selecionadas e langadas no meio
ambiente'!. Este fato, associado a transferéncia genética de
fatores de resisténciaentre microrganismos representaum grande
problemano tratamento de doengasinfecci osas, especialmente,
em pacientes hospitalizados'.

O objetivo deste trabalho foi identificar bactérias
Gram-negativas aerdbias e anaerdbias facultativas
isoladas de solo e investigar sua resisténcia a
antimicrobianos.
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MATERIAL E METODOS

Obtencao e preparo dasamostrasde solo: asamostrasforam
obtidas de solo do tipo cerrado, naregido de Barretos, Séo
Paulo, Brasil. O solo encontrava-se arado, adubado,
adicionado de cal e cultivado com leguminosas e gramineas.
Foram col hidas 18 amostras da camada superior do solo em
uma profundidade de até 20cm, que levadas ao laboratério
foram peneiradas e acondicionadas em sacos plasticos sem
uso, selados e estocados a —20° C, até o momento dos
procedimentos laboratoriais. Para enriquecimento de
bactérias Gram-negativas semeou-se 10g de cada amostra
em 90mL de caldo de Hajna®. Essas amostras assim
preparadas foram incubadas a 35 - 37<C por até 48 horas
paraaseguir serem inocul adas em mei os solidos, obedecendo
atécnica de semeadura quantitativa®.

I solamento bacteriano: partiu-se de dilui¢des seriadas do
caldo de Hajna? (10'a 10°%) em solucdo tamp&do. Tendo
identificado a diluicéo ideal como sendo 10, utilizou-se o
volume de 10 ulL, com al¢a bacterioldgica calibrada, para
inoculagdo em placas de agar Mc Conkey e agar Muller
Hinton (Difco), este tltimo foi adicionado de 5% de sangue
desfibrinado de carneiro. As placas inoculadas foram
incubadas a 35 - 372 C por até 48 horas®. Foram selecionadas
varias col6nias de diferentes tipos morfol 6gicos e inocul adas
no meio de Rugai modificado por Pessoae Silva(lAL). Ap6s
incubagdo a35—37°C, por até 24 horasidentificou-se bacilos
Gram-negativos fermentadores e ndo fermentadores, no total
de 283 amostras. Cada isolado foi conservado em Agar
Nutriente inclinado, para os demais procedimentos.

| dentificac8o dosisoladosbacterianos: foi realizada por testes
bi oquimicos padronizados e adotados pelo Instituto Adolfo
Lutz, com a utilizacdo de esquemas de classificacdo
bacteriana descritos em manuais de sistematica e
microbiologia clinica*3°. A identificagdo dos bacilos Gram-
negativos com caracteristicas de serem fermentadores da
glicosefoi direcionada como paraenterobactérias’ e aqueles
com caracteristicas de ndo fermentadores foram submetidos
a testes reconhecidos para a sua identificagéo®456814,

Analisenumérica compar ativa: criou-se um banco de dados
reunindo em uma tabela as caracteristicas fenotipicas das
bactérias, cujos resultados das reacGes foram registrados
como positivo (P) ou negativo (N). Uma outratabelacom as
caracteristicas fenotipicas, definidas para cada provavel
suspeito, também foi elaborada, de acordo com Sneath
(1984)%. A andlise dos dados foi realizada através de
comparagOes entre as tabel as, estabel ecendo a similaridade
entre as caracteristicas fenotipicas apresentadas pelas
bactérias estudadas com as das bactérias determinadas na
literatura. Determinou-se a espécie bacteriana quando a
similaridade entre os registros das tabelas foi = 90%.
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Testesdesensibilidade a antimicrobianos

Foram utilizados grupos de drogas antimicrobianas
sugeridas para bactérias Gram-negativas, fermentadoras e ndo
fermentadoras, com os respectivos limites de sensibilidade
estabelecidos pelo National Committeefor Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) parao teste de disco-difusao’®’. O inéculo
bacteriano foi preparado em solucéo fisiologica esterilizada
equivalente a concentracdo de 0,5 da escala de Mac Farland
(IX10® UFC/mL), apartir de um crescimento de 18 horasem placa
de agar Mac Conkey. Com auxilio de um “swab”, fez-se a
inoculacdo da amostra bacteriana em placa de agar Mueller
Hinton, onde posteriormente foram colocados os discos dos
antibiéticos; amicacina (AMI), amoxicilinat+écido clavulanico
(AMC), ampicilina(AP), &cido nalidixico (AN), cefalotina(CF),
cefoxitina (CFO), cefotaxima (CTX), ciprofloxacina (CIP),
cloranfenicol (CO), gentamicina (GN), imipenem (IPM),
levofloxacina (LVX), polimixina B (PLB), sulfametoxazol+
trimetoprim (SUT), tetraciclina(TT), ticarcilina+écido clavulanico
(TIM) etobramicina(TB)*. A leiturado antibiogramafoi redlizada
apos 24 horas de incubagdo a 37°C. Os hal os de inibi¢do foram
medidos e os resultados avaliados de acordo com NCCLS.
Foram utilizadas as cepas padrbes de Staphylococcus aureus

ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e
Escherichia coli ATCC 25922 para o controle de qualidade'®!.

RESULTADOS

Na tabela 1 estdo listadas as 283 bactérias
convencionalmente identificadas, sendo a grande maioria
(94,35%) formadapor membrosdafamiliaEnterobacteriaceae,
pertencentes principal mente ao género Enterobacter (62,19%).
Os restantes dos isolados (5,65%) foram classificados como
bacilos Gram-negativos ndo fermentadores.

Na figura 1 é demonstrada a freqiiéncia da resisténcia
aos 17 agentes antimicrobianos testados, podendo-se observar
a ocorréncia de niveis de resisténcia bacteriana acima de 40%
para ampicilina, cefalotina, cefoxitina, amoxicilinat+éacido
clavulanico etetraciclina.

Na Tabela 2 séo apresentadas as diferentes espécies
bacterianas isoladas e as porcentagens individuais das
resisténcias aos antimicrobianos testados. Observou-se entre
as 28 espécies de bactérias identificadas, que 24 (85,71%)
apresentaram multirresisténcia (resi sténciaaquatro antibioticos

Tabela 1. Porcentagens das diferentes espécies de bacilos Gram-negativos isolados de solo.

BACILOSGRAM-NEGATIVOSISOLADOSDE SOLO

Fermentadores | solados Nao Fermentador es | solados
NP % N° %

Citrobacter amalonaticus 6 212 Acinetobacter sp. 3 1,06
Citrobacter braakii 2 0,71 Achromobacter sp. 5 177
Citrobacter freundii 2 0,71 Ralstonia pickettii 6 212
Citrobacter intermedius 3 1,06 Stenotrophomonas maltophilia 2 0,71
Citrobacter koseri 3 1,06

Citrobacter sedlakii 8 283

Citrobacter youngae 2 0,71

Enterobacter aerogenes 2 742

Enterobacter amnigenus 1 035

Enterobacter cancerogenus 3 106

Enterobacter cloacae A B2

Enterobacter gergoviae 6 212

Enterobacter intermedius 2 0,71

Enterobacter sp. 49 1731

Erwinia rhapontici 1 035

Escherichia coli 10 353

Hafnia alvei 3 1,06

Klebsiella pneumoniae 12 424

Klebsiella sp. 1 035

Raoultella terrigena 3 1,06

Serratia liquefaciens 7 247

Serratia marcescens 18 6,36

Serratia odorifera 9 318

Serratia rubidae 1 035

TOTAL 27 935 TOTAL 16 565
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ou mais), principalmente nos géneros Enterobacter, Serratia e
em bacilos gram-negativos ndo fermentadores.

Enterobacter cloacae foi a enterobactéria que
apresentou maior porcentagem de resisténcia aos
antimicrobianos, principal mente aamicacina, amoxicilinacom
acido clavulanico, ampicilina, cefal otinae cefoxitina, enquanto
a maioria das enterobactérias foi totalmente sensivel a
ciprofloxacina, gentamicina, imipenem, levofloxacina, com
excecdo da Serratia marcescens que demonstrou 5,6% de
resisténciaagentamicinaelevofloxacina

Citrobacter koseri, Enterobacter amnigenus, Klebsiella
sp e Serratia rubidae foram sensiveis a cefoxitina, sendo que
0s outros isolados apresentaram resisténcia a este agente
variando de 16,7% a 100%.

A resisténciaaosaminoglicosideosfoi menos prevalente
entre os isolados, enquanto que aos betalactédmicos foi a que
mais prevaleceu. Todas as espécies de Enterobacteriaceae
i dentificadas apresentaram resisténciano minimo atrésdos cinco
betalactdmicos testados, exceto E. amnigenus, Klebsiella sp,
Raoutella terrigena e Serratia rubidae. A maioria das cepas
apresentou resisténcia as cefalosporinas de primeira (CF) e
segunda geracdo (CFO) e sensibilidade a cefalosporina de
terceirageracéo (CTX).

Foram utilizados os antimicrobianos amoxicilina e
ticarcilina com acido clavulanico como associacdes de
betalactémicos e inibidores de betalactamases. Dezenove
espéciesde BGN fermentadores no total foram resistentes para

amoxicilina+acido clavulanico, ja com ticarcilinat+éacido
clavulanico houve resisténcia em oito espécies de
enterobactérias.

Osisolados de bacilos Gram-negativos ndo fermentadores
apresentaram um ato indice de resisténcia aos betalactémicos
testados, mesmo com associ acdo deinibidores. Podemos observar
que Achromobacter sp e Stenotrophomonas maltophilia foram
100% resistentes a ticarcilinat+éacido clavulanico e
amoxicilinat+acido clavulanico. Aindaneste grupo bacteriano nota-
se que levofloxacina foi a quinolona mais ativa, seguida por
ciprofloxacinae&cido naidixico. Resisténciaaosaminoglicosideos
s0 ndo foi observadaem Acinetobacter sp, que mostrou 100% de
sensibilidade a estes antibi 6ticos, enquanto que aresisténcia foi
de 100% ao sulfametoxazol-+trimetoprim.

Stenotrophomonas maltophilia exibiu seu padréo de
resisténcia tipica, incluindo susceptibilidade as quinolonas,
sulfametoxazol +trimetoprim e alto indice de resisténcia ao
imipenem, sendo o Uni co bacilo Gram negativo nédo fermentador
gue apresentou 100% de sensibilidade ao cloranfenicol. Todos
os isolados de nédo fermentadores apresentaram resisténcia a
ampicilina, cefaloting, cefoxitina, cefotaximaepolimixinaB.

DISCUSSAO

O uso extensivo de antibiéticos é considerado um
importante fator na emergéncia de bactérias resistentes aos

Figura 1. Porcentual daresisténcia aos agentes antimicrobianos testados, encontrada entre as 283 amostras de bacilos Gram-

negativos isolados do solo.
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antimicrobianos, principalmente para as enterobactérias, que
fazem parte de diferentes nichos ecoldgicos, conduzindo a
expansdo de grupos de genes de resisténcia na naturezat®%,

Todos os bacilos Gram-negativos investigados
apresentaram resisténcia a um ou mais dos 17 agentes
antimicrobianostestados. Existe escassez de dados naliteratura
sobre o assunto, dificultando a comparacdo de nossos
resultados. No entanto, as porcentagens de resisténcia
encontradas podem ser comparadas com aquel asrel atadas para
bacilos Gram-negativos isolados de ambientes aquaticos,
esgotost'?, vegetais??, microbiota intestinal de animais® e
humana?* e de pacientes hospitalizados®.

Demodo geral observou-se boa sensibilidade das cepas
ao imipenem. Os isolados de Enterobacter sp foram mais
resistentes a cefotaxima do que qualquer outra enterobactéria,
coincidindo com dados encontrados em cepas isoladas de
pacientes hospitalizados® %,

Outrosautoresrelataram aresisténciaantimicrobianade
bactérias de diversasfontes ambientais, principal mente, aquelas
que recebem dejetos humanos ou de animais?®%. Os estudos
mostram que as bactérias encontradas nas fezes humanas podem
ser isoladas do ambiente aquético**?2"28 | |ixos de instal agdes
hospitalares e farmacéuticas?, sol0'°, ragdes e outros produtos
paraanimais®, fezes de aves®® e mamiferos” 2,

Comparando isolados de Escherichia coli do solo,
avaliados neste estudo, com isolados de amostras fecais de
aves?®, observamos maior sensibilidade a cefotaxima,
ciprofloxacina e levofloxacina do que naqueles isolados
hospitalares'®#, o que ocorreu também paraSerratia marcescens
frente a ciprofloxacina®. Esse fato pode estar relacionado a
pressao seletiva do uso de antibiéticos no ambiente hospitalar.

A resisténcia das enterobactérias ao &cido ndidixico variou
de 8,2 a33,4% e atetraciclinade 28,6 a 100%. Resisténciaaestas
drogas assim como aos betalactamicosforam observadas também
em isolados de &gua doce de afluente urbano' e de amostras de
vegetas, ondeEnterobacter sotambémfoi oisolado maisfreqiente,
gpresentando menor resisténcia aos antimicrobianos testados™.

Muitas espécies de bacilos Gram-negativos podem
produzir betalactamases. Para restabelecer a atividade dos
betal actémicos, foram introduzidos compostos que inibem
a gumas destas enzimas. Desde meados dos anos 1980 tém sido
usados acido clavulanico, sulbactam e tazobactam em
combinagdo comamoxicilinaeticarciling, ampicilinaepiperaciling,
respectivamente. No entanto, semelhante a outros relatos da
literatura?®* encontramos espécies de Enterobacter, Citrobacter,
Acinetobacter, Serratia e E. coli resistentesaamoxicilina/acido
clavulanico, sugerindo a presenca de betal actamasesinduzidas.

A resisténciaintrinsicaadeterminados antibi 6ticos como
cefalotina, polimixina, ampicilinaetetraciclinaéumapropriedade
genética de algumas espécies de bacilos Gram-negativos,
especialmente, enterobactérias. Este tipo de resisténcia foi
também observado entre osisol ados bacterianos, corroborando
com osresultados encontrados por Tinko e Kmeé?, em trabalho
realizado com fezesdeaves.
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Os padrdes de resi sténciade bacil os gram-negativos ndo
fermentadores sdo diferentes daguel es dos membros dafamilia
Enterobacteriaceae. Estes apresentaram maiores niveis de
resisténcia para certos antibioticos, como amicacina, acido
nalidixico e cefotaxima. Emborao método de disco difusdo ndo
seja recomendado para bacilos gram-negativos né&o
fermentadores, foram aplicados os padrdesinterpretativos para
P. aeruginosa. No entanto, o NCCLS aconselha que seja
reportado para Stenothrophomonas maltophilia, somente
levofloxacina, sulfametoxazol +trimetoprim e ciprofl oxacina=L.,

Os bacilos Gram-negativos ndo fermentadores
apresentaram resisténcia no minimo a 58,82% dos
antimicrobianos testados. L evando-se em conta o potencia de
patogenicidade destas bactérias, elas representam uma
preocupacdo na area de salde, pois assim como as
enterobactérias, os géneros Acinetobacter, Achromobacter,
Ralstonia e Stenotrophomonas est&o dispersos ho meio
ambiente. Sao reconheci dos como fitopatdgenos, com habilidade
para sobreviver em superficies secas ou Umidas, podendo estar
presentes na pele de pessoas sadias. Devido aisto, eles podem
tornar-se importantes agentes de infec¢des hospitalares,
principalmente em pacientes imunocomprometidos ou
debilitados, que se submetem a procedimentos invasivos®2%,

CONCLUSOES

A populag&o bacteriana estudada apresenta consideravel
potencial patogénico por constituir um reservatério de
resisténcia antimicrobiana, que poderia ser transmitido para
outras bactérias, inclusive aguelas de ambiente hospitalar.

A importancia deste estudo reside no fato de que pouco
se conhece a respeito da conexdo entre solo e resisténcia
antimicrobiana. Somente através de experimentos e observages
estaremos hébeis para entender a relagdo e 0s processos que
contribuem paraaemergénciadeste problema.

Existem varias questBes com relacao a origem,
disseminacéo e controle daresisténcia bacteriana. Paraas duas
primeirasjase detém razodvel conhecimento, mas com relacéo
ao controle é que se encontram as maiores dificuldades,
dependendo, sobretudo, de a¢des educativas e politicas.

E preciso investir naconscientizagio das classesmédica,
veterindria, farmacéuti ca e autoridades sanitarias, paraque haja
a colaboracdo da comunidade em geral contra o uso abusivo
dos antimicrobianos, pois observa- se a preocupagdo cadavez
maior com a falta de opg¢do terapéutica para o tratamento das
infeccBes hospitalares.
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ABSTRACT

Severa investigations have been done on resistant starch (RS) due to its beneficial effects, such as
reduction of dietary energy, increased fecal production and growth of beneficial microorganismsinintestinal
tract, among others. The present study aimed at eval uating theinfluence of RS on some biological response
parameters. Male Wistar rats (97.1+5.3g) werefed diets supplemented with 0, 3, 9 and 18% of RS. Animals
were submitted to an adaptation period of five days. During the experimental period (15 days), dataand
samples were obtained to assess the following parameters: feed intake, body weight gain, apparent dry
matter digestibility, apparent starch digestibility, wet and dry fecal production, fecal water content, pH and
nitrogen. Addition of RS to the diets did not influence the feed intake, but it significantly reduced the
animalsbody weight. Wet and dry fecal productionswere significantly higher at adding 9 and 18% of RS.
The consumption of RS also significantly increased thewater content and nitrogen excretion in feces, and
decreased the fecal pH. The effects observed in the present study might essentially resulted from reduced
apparent starch digestibility, and from itsfermentation by intestinal microflora, demonstrating the beneficial
effects of RS on health maintenance.

Key Words. starch, undigestible carbohydrates, dietary fiber, intestinal function, fecal production, nitrogen
excretion.

RESUMO

O amido resistente (AR) vem sendo intensamente pesquisado nos Ultimos anos em fungdo de seus efeitos
benéficos, como reducéo da energia da dieta, aumento da producédo de fezes e desenvolvimento de
microrganismos benéficosno trato intestinal, entre outros. O objetivo destetrabalhofoi avaiar ainfluéncia
do AR da dieta sobre alguns parémetros de resposta bioldgica. Foram utilizados ratos machos Wistar
(97,1+5,3g) dimentados com ragdes experimentais suplementadas com 0, 3, 9 e 18% de AR. Osanimais
foram submetidos aum periodo de adaptacdo de 5 dias e, durante o periodo experimental (15 dias), foram
obtidos dados e amostras para a determinacé@o do consumo, ganho de peso, digestibilidade aparente da
matéria secae do amido, producéo de fezes imidas e secas, umidade, pH e nitrogénio nasfezes. A adicéo
de AR as ragdes ndo influenciou o consumo, mas diminuiu significativamente o peso dos animais. A
producéo defezes Umidas e secasfoi significativamente maior em niveisde 9 e 18% deAR. O consumo de
AR também aumentou significativamente o teor de umidade e de nitrogénio nasfezes, bem como diminuiu
0 pH fecal. Os efeitos observados neste trabalho podem ser essencialmente atribuidos a menor
digestibilidade aparente do amido e a sua fermentacéo pela microflora intestinal, o que demonstra seu
efeito benéfico no auxilio a manutencdo da salide.

Palavras-Chave. amido, carboidratosindigestiveis, fibradietética, funcdo intestinal, producéo de fezes,
excrecdo denitrogénio.
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INTRODUCTION

Several modern diseasesresult from inadequate feeding,
and some may be related to insufficient fiber intake. Although
thisfraction exertsimportant biological effectson health balance,
its consumption is restricted, especially due to its sensorial
properties, since the addition of traditional fiber sources causes
pronounced organoleptic alterations (e.g. bread enriched with
wheat bran)?.

In this context, there is the option of using another
indigestible carbohydrate, resistant starch (RS), defined as the
sum of starch and products of starch degradation not absorbed
in the small intestine of healthy individuals®. It has properties
similar tofiber, but with less pronounced organol eptic aterations.

RS, not being digested by the enzymes in the human
gastrointestinal tract, isconsidered areductor of dietary energy,
and may have significant effects on body weight®. It also
increases fecal mass, helps prevent constipation and
hemorrhoids, and dilutes toxic compounds!. This fraction has
also been associated with reduced post-prandia glycemic and
insulinemic responses, which may have beneficial implications
for the management of diabetes*; and reduced blood levels of
both cholesterol and triacylglycerols®S.

Behaving as a substrate for growth of beneficial
microorganisms, RS may act as a potential prebiotic agent”.
Besides, the products of starch fermentation reduce ceca and
fecal pH®9, and help in the prevention of inflammatory intestinal
diseases and certain types of cancer’.

Considering this, the present research aimed at eval uating
RS effects on feed intake, body weight gain, apparent dry matter
digestibility, apparent starch digestibility, wet and dry fecal

Table 1. Composition (g/kg) of the experimental diets (AIN 93G).

excretion, fecal water content, fecal pH and fecal nitrogen
excretioninrats.

MATERIALS AND METHODS

Dietsand treatments

Four diets (AIN 93G) were formulated (Table 1),
according to the recommendations of the American Institute of
Nutrition (AIN)*, all of them containing equivalent contents of
protein, fat, vitamins, minerals and total carbohydrates, but
differing in RS content. The starch source was cornstarch
containing less than 0.1% of RS. The RS source was a high
amylose corn starch (Novel ose 260%), containing 53.5% of RS
type 2, obtained from National Starch & Chemical Industrial
Ltda (Sao Paulo, Brazil). These dietsformed the treatments:

- Control: diet not supplemented with RS;

- 3% RS: diet where Novel ose 260° substituted for part of the
cornstarch in order to obtain 3% of RS in the total
composition;

- 9% RS: diet where Novelose 260° substituted for part of the
corngtarchin order to obtain 9% of RSinthetotal composition;

- 18% RS: diet where Novelose 260° substituted for part of
the cornstarch in order to obtain 18% of RS in the total
composition.

Animalsand experiment

Thirty-two male rats (Rattus norvegicus, Wistar albino
F1, Biotério Central/Universidade Federal de SantaMaria, age
30 days, initial body weight 97.1+5.3g) were randomly

Control 3%RS 9%RS 18%RS
Cornstarch 620.692 564.622 452472 284.242
Casain 140 140 140 140
Sucrose 100 100 100 100
Soybean oil 40 40 40 40
Purified cellulose 0 0 0 0
Novel ose 260° 0 56.07 16822 336.45
Minera and vitamin mix @ 20 20 20 20
Sodium chloride 260 260 260 260
Bicalcium phosphate 15 15 15 15
Calcium carbonate 6 6 6 6
L-Cystine 18 18 18 18
Cholinebitartrate 25 25 25 25
TBHQ®@ 8 8 8 8

@ Mineral and vitamin mix (g or mg/kg mix): K 102.86g; S8.57g; Mg 14.48g; Fe 1.00g; Zn 0.86g; Si 0.14g; Mn 0.30g; Cu0.17g; Cr
0.028g; B 14.26mg; F 28.73mg; Ni 14.31mg; Li 2.85mg; Se4.28mg; | 5.93mg; M04.32mg; V 2.87mg; nicotinic acid 3.00g; Capantothenate
1.60g; pyridoxine-HCI 0.70g; thiamin-HCI 0.60g; riboflavin 0.60g; folic acid 0.20g; biotin 0.02g; vitamin B12 2.50g; vitamin E 15.00g;

vitaminA 0.80g; vitamin D3 0.25g; vitamin K1 0.075g.
@ TBHQ: tert-butylhydroquinone.
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distributed among the treatments (8 animal s/treatment), and
individually housed in metabolic cages, with free accessto diet
and water. The period of adaptation was 5 days, during which
the animal swere consuming the experimental diets. After that,
the experimental period (15 days) began, when the
determination of feed intake and the collection of the feces
were made daily. The body weight of the animalswas obtained
every three days.

During adaptation and experimental period, temperature
was maintained at 21+2°C, and lighting was controlled by
alternating periods of 12 hours of light and dark.

Analytical M ethods

The determination of fecal water content (105°C/12h)
and fecal nitrogen (Micro-Kjeldahl) were carried out according
to methods mentioned in AOAC*2. Fecal pH was obtained from
a solution of 1g of partly dried feces (50°C/48h) in 10ml of
distilled water (method devel oped by the Nicleo Integrado de
Desenvolvimento em Analises Laboratoriais, by orientation of
Dr. LeilaPicolli daSilva).

Starch content of the starch and RS sources and feces
was determined by the AOAC* method 996.11, modified by
Walter®®. The samples (300mg) were incubated with
thermostable a-amylase (100ul) in phosphate buffer pH 6.8 (3ml)
at 95°C for 5 minutes, protease (100ul) at 60°C for 30 minutes,
and amyloglucosidase (100ul) in acetate buffer 200mM pH 4.5
(4ml) at 50°C for 30 minutes. After centrifugation, the
supernatants were used to the quantification of digestible starch
(DS). Theresiduesweretreated with dimethylsulfoxide (DM SO)
(2ml) at 95°C for 5 minutes, and then incubated with a-amylase
(200ul) in phosphate buffer pH 6.8 (3ml) at 95°C for 5 minutes,
and amyloglucosidase (100ul) in acetate buffer 200mM pH 4.5
(4ml) at 50°C for 30 minutes. After centrifugation, the
supernatants were used to the quantification of RS. Glucose
from DS and RS degradation was quantified by reaction with
glucose oxidase-peroxidase reagent.

Apparent dry matter digestibility (ADMD) was
calculated as the proportion of ingested dry matter that was

not later recovered in the feces*. Apparent starch digestibility
(ASD) was calcul ated as the proportion of starch ingested that
was not later recovered in the feces'.

Experimental design and statistical analysis

The experiment was carried out in acompletely random
design. The results obtained were submitted to analysis of
variance, with the means compared by Duncan’s test at 5% of
significance. The results were also submitted to correlation
analysis at 5% of significance. Statistical analysis was
performed using SPSSfor Windows 8.0 (1997).

RESULTS AND DISCUSSION

Feed intake, body weight gain, appar ent dry matter digestibility
and appar ent star ch digestibility

The addition of RS to the experimental diets did not
influencefeed intake, but reflected significantly on body weight
(Table 2). Some researches have demonstrated that increases
in diluting compounds, even though they reduce digestible
energy inthediet, do not cause significant effect on feed intake
and, many times, on body weight gain of the animals'®. Schulz
et al.®®and Youneset a ., using 24% of RSinthediet of young
rats, also did not observe significant effects on feed intake and
body weight of the animals. In studies with humans, the
inclusion of 30g of RS per day in the diet did not affect the
body weight, although the subjectsreported increased satiety*.
These results may be explained by the fact that, although the
energy value of starch that was excreted intact in the fecesis
zero, fermented starch has a positive energy value, although
significantly lower than that of starch which had been digested
and absorbed in the form of glucose™.

The addition of 18% of RSinthediet did not affect feed
intake, but significantly reduced the body weight gain of the
animals (Table 2). This was also observed in the results by
Morand et al .3, using the same level of RSin the diet of adult
rats, demonstrating that this effect is independent of the

Table 2. Effect of increasing levels of resistant starch (RS) on animals' performance.

Control 3%RS RS 18%RS
Feed intake (g) @ 104.06£11.15° 101.91+10.272 10391+3.31° 99.95:0.18°
Body weight gain (g) @ 1.34+4.89° 1.01+2.932 -0.75+2.232 -6.76+4.22"
ADMD (%) © 91.91+0,532 91.35:0.612 88.95+0.99° 86.83+1.27°
ASD (%) @ 99.29+0.112 98.82+0.37" 98.26+0.35° 97.86+0.31¢

@ Feed consumed during the experimental period.

@ Body weight gained during the experimental period.
©® Apparent dry matter digestibility.

@ Apparent starch digestibility.

Results expressed as mean value + standard deviation.

Mean values followed by the same letter on the same line are not significantly different (Duncan’s test at a level of 5% of

significance).
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development stage of the animal. Researches show that diets
rich in RS reduce epididymal fat pads®®, probably due to the
reduction of dietary energy caused by the substitution of DS
by RS. Thus, it may reduce body fat and, consequently, body
weight, just like the results obtained in the present research.
The dilution effect of RS is evidenced by the lower
values of apparent dry matter digestibility (ADMD) in the
present study, ascribed essentially to the lower apparent starch
digestibility (ASD) (Table 2). However, it was expected amore
pronounced reduction in the ASD, in accordance with the RS
levels of the experimental diets. This fact was not observed,
because part of the RS that escapes digestion in the small
intestine is fermented by the colonic bacteria, reducing the
amount of starch excreted in the feces. Andrieux e Sacquet?
reported ASD values of 98% for conventional rats, compared
to only 68% in germ free rats, demonstrating the effect of the
microfloraon RSfermentation. Thisincreased bacterial activity
may reflect significantly on quantitative and qualitative fecal
characteristics, such as production and water content.

Wet and dry fecal production, and fecal water content

Wet and dry fecal production, although not affected by
the addition of 3% of RSto the diet, was significantly increased
with 9 and 18% of RS (Table 3). Fecal water content was
significantly increased by RS addition, regardless of the level
used (Table 3).

De Schirjver et a.%, including 6% of RS to the diet of
rats and pigs, aso reported a significant increase in fecal
production. Similarly, Faulks et a.®, De Deckere et a.® and
Verbeek et al.2* observed increased wet and dry fecal production
adding 10, 14 and 14% of RSto thediet of rats, respectively. In
studies with humans, the consumption of 30 to 399 of RS per
day, besides increasing fecal production, also facilitated
defecation, but caused increased flatulence'®®.

Other studies with humans also demonstrated that
higher consumption of RSincreasesfecal production. Shetty e
Kurpad®, providing 100g per day of cornstarch rich in RS,
reported an increase of 30% in fecal mass, without modifying
thetransit time. Scheppach et al ., by inhibiting starch digestion
in the small intestine with acarbose, observed an increase of
68% in thisparameter.

Thisincrease of fecal production cannot be attributed
only to the resistance of starch to digestion, sinceits apparent
digestibility was higher than expected (Table 3), but also to
its effects on bacteria present in the ceccum and large
intestine, and on water retention. Eastwood?® and Wenk?®
reported that the increased bacterial activity in the
gastrointestinal tract, promoted by the higher content of
indigestible carbohydrates, increases the excretion of bacterial
constituents, which may represent a significant part of the
fecal mass.

Regarding the higher fecal water content, De Schrijver
et .2 and Geeet a .*° reported results similar to those obtained
in the present study, adding, respectively, 6 and 10% of RSto
the diet of rats.

Stephen e Cummings® and Jeraci e Horvath® explain
that theincreasein fecal water content of animalsfed dietsrich
in indigestible compounds may not be related only to its
hydration capacity, but also to a higher production and
excretion of bacterial mass (demonstrated by theincreased fecal
nitrogen excretion and the reduced fecal pH —Table 4), which
also has a high water-holding capacity.

Theincreased fecal production isimportant to prevent
constipation and hemorrhoids, aswell asto provide a substrate
for increased bacterial growth, which increases production and
concentration of potentially protective by-products while
diluting production and concentration of potentially toxic
compounds®.

Fecal pH and nitrogen excretion

The increase of RS levels in the experimental diets
significantly influenced fecal pH (r=-0.90; p<0.01) and fecal
nitrogen excretion (r = 0.84; p<0.01) (Figure 1, Table 4).

The decreased pH with RS consumption as well as the
increased fecal concentration of short chain fatty acids was
also observed in studies with humans®®. Similarly, Hillman et
al.* reported areduction in fecal pH with increasing levels of
cellulosein dietsfor humans. This effect may be explained by
the increase of indigestible carbohydrates available for
fermentation, which, reaching the colon, are fermented by the
microflora, resulting in the production of organic acids. Part of
these acidsis used by the organism, and part is excreted in the

Table 3. Effect of increasing levels of resistant starch (RS) on fecal production and water content.

Control 3%RS 9% RS 18%RS
WFP (g) @ 10.68+1.07°¢ 11.97+2.50°¢ 15.64+1.18° 18.72+2.85%
DFP(g) @ 8.70+0.83°¢ 8.82+1.10¢ 11.48+1.00° 12.70+1.62°
Fecal water content (%) 1847+1.22° 25.21+6.332 26.42+6.27° 30.06+7.862

@ Wet fecal production during the experimental period.
@ Dry fecal production during the experimental period.
Results expressed as mean value + standard deviation.

Mean values followed by the same letter on the same line are not significantly different (Duncan’s test at a level of 5% of

significance).
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feces, resulting in lower pH, which is desirable for the
maintenance of ahealthy intestinal microflora.

The increase in fecal nitrogen excretion is also an
indication of increased fermentative activity in the cecocolic
region of animals submitted to diets with higher levels of RS
(Table4). De Schrijver et a.?2 and Younes et al.* reported that
the addition of 6 and 25% of RSto the diet of rats, respectively,
significantly increased fecal nitrogen excretion. Likewise, the
consumption of dietsrichin fiber also increasesfecal nitrogen
excretion, which is normally associated with considerable
devel opment of ceccum microflora®.

Probably, the results obtained in these studies, as those
obtained in the present study, are dueto the accel erated growth
of cecocolic microorganisms, since the breakdown of high
amounts of carbohydrates increases nitrogen incorporation in
bacterial proteins®?’.

The nitrogen required for optimal bacterial growth is
provided by proteins escaping small intestine breakdown,
endogenous proteins (pancreatic and intestinal secretions,
sloughed epithelial cells), or blood ureadiffusing into digestive
contents'”. Therefore, the increase in fecal nitrogen excretion
could correspond to an increased fecal excretion of bacterial
proteins and to a shift of nitrogen excretion from urine to the
feces®.

Several sources of nitrogen used for rapid bacterial
growth aremetabolitesof protein (phenol, cresol, indoles, amines
and ammonia) that may have deleterious effects on the

pH
(=}
- L
A
} }
) (9%}
Nitrogen (%)

RS in the diet (%)

‘ 4 fecal pH m fecal nitrogen ‘

Figure 1. Effect of different levelsof resistant starch (RS) inthe
diet on fecal pH and nitrogen excretionin rats.

organism, such as development of skin, bladder and bowel
cancer. So the presence of fermentable carbohydrates in the
colon, neutralizing these metabolites, reducestherisk of certain
kinds of cancer’®. Besides, the shift of nitrogen excretion from
urine to feces may help the management of chronic renal
disease"’.

Through the results obtained in the present study, we
may concludethat, except for feed intake, RStype 2 significantly
affected all other evaluated parameters. These effects are
essentialy attributed to the lower apparent starch digestibility
and its fermentation by the intestinal microflora, which
demonstrate its beneficial effect on health maintenance.
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RESUMO

Durante o periodo de fevereiro a agosto de 2002, a pesquisa de M. tuberculosis foi realizada entre 74
internosde um Hospital Psiquiéatrico nointerior do Estado de Goias- Brasil. Micobactériasforam isoladas
de cinco (6,8 %) dos pacientes analisados, sendo identificados quatro Mycobacterium tuberculosis e um
Mycobacterium chelonae. A baciloscopia foi positiva apenas para a amostra de escarro contendo M.
chelonae. O cultivo possibilitou o isolamento de M. tuberculosis apartir de espécimes clinicos de quatro
pacientes com baciloscopia negativa. As micobactérias foram identificadas por meio de metodologia
classica, andlise de &cidos micdlicos e biologia molecular (PCR). A técnicade PCR, por tratar-se de um
método mais sensivel e especifico, detectou M. tuberculosis em uma culturaem que apenas M. chelonae
foi identificado por meio detécnicas convencionais. Os quatroisoladosde M. tuberculosis foram sensiveis
aisoniazidae rifampicinano método das proporcdes de sensibilidade as drogas, empregado neste trabal ho.
Palavras-Chave. hospital psiquiétrico, reacdo da polimerase em cadeia, Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium chelonae, acidos micdlicos, sensibilidade a drogas.

ABSTRACT

From February to August of 2002, the search for M. tuberculosis was performed among 74 inpatientsfrom
the Psychiatric Hospital of Goiés- Brazil. Mycobacteriawereisolated from five (6.8%) patients, being four
M. tuberculosis isolates and one M. chelonae. M. chelonae positive result on baciloscopy was observed
in a sputum sample only. M. tuberculosis was isolated culture of clinical specimens from four smear-
negative patients. Mycobacteria species were identified by means of conventional methods, mycolic
acidsanalysis, and PCR technique. The most specific and sensitive method - PCR detected M. tuberculosis
on aculture and M. chelonae was only identified by means of conventional methods. According to drug
susceptibility profiles, al of four M. tuberculosis isolates were susceptible to isoniazid and riphampicin.
Key Words. psychiatric hospital, polymerase chain reaction technique, Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium chelonae, mycolic acids, drug sensibility.
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INTRODUCAO

A tubercul ose € acausamais comum de morteinfecciosa
em adultosno mundo®. No Brasil sfo registrados cercade 129.000
casos novos e aproximadamente 7.000 6bitos por anc?. O ato
indice detuberculose no Brasil decorre dasdeficiénciasdarede
de salde publica, das dificuldades para diagnosticar a doenga
ou até mesmo de identificar os enfermos que ndo procuram ou
estéo impossibilitados de procurar os postos de salde. Dentre
estes Ultimos, de acordo com Voahangy et al .3, aprevalénciada
tuberculose em pacientes enclausurados é 16 vezes maior do
gue napopulacdo em geral, sugerindo que ataxade transmissdo
éaltanessesambientes. Lourenco et a.* verificaram altataxade
resisténcia a drogas (17,2 %) entre 58 amostras de M.
tuberculosis isolados do Sanatorio Penal Masculino do Rio de
Janeiro.

A confirmagdo do diagndstico da tuberculose faz-se
através da visualizagdo do bacilo alcool-acido resistente na
baciloscopia e do cultivo do microrganismo em meios sel etivos
a partir de materiais biolégicos. A técnica de cultura € uma
metodologia mais sensivel do que a baciloscopia, fornecendo
resultados positivos com apenas 10 a 100 bacilos por mL de
escarro. Parao cultivo através do método de Petrof S, inicia mente
é feita a descontaminacdo do escarro empregando solugéo de
hidroxido de sodio a4% e o material descontaminado é cultivado
em meio Lowestein-Jensen (L J). Kudoh e Kudoh® propuseram
uma técnica simplificada que permite a descontaminagéo da
amostrade escarro em swab de algod&o apenas com suaimersao
em solucdo de hidréxido de sodio a 4%, seguido de semeadura
emmeio de culturade Ogawa.

A identificacdo das espécies de micobactérias é entéo
realizadaatravés daverificacao dacapacidade do microrganismo
em crescer no meio LJ contendo inibidores como o &cido p-
nitrobenzdico (PNB) e tiocemicarbazona (THC) e através de
provas bioguimicas como a produgdo das enzimas catalase,
nitrato redutase e niacing®. A identificacao classicaé demorada,
levando cerca de duas semanas, uma vez que varios destes
testes requerem a visuaizacdo do aparecimento de colbnias,
sendo também fastidiosa, exigindo a preparacdo de meios
complexos’. Com o abjetivo de agilizar a identificacdo das
micobactérias, diversos métodos alternativos para detecgéo do
bacilo da tuberculose ou parte de seus componentes tém sido
propostos, tais como: métodos quimicos e de biologiamol ecular.

Dentre os métodos quimicos, a andlise de acidos
micolicos usando atécnicade cromatografiaem camadadelgada
tem sido empregada com bastante sucesso naidentificagdo das
micobactérias’. A cromatografia em camada delgada e outros
sistemas para cromatografia de lipideos da parede celular sdo
técnicasrapidas deidentificacdo das espécies de micobactérias.
Leite et al.” recomendam a sua utilizacdo principalmente na
identificagdo de culturas mistas.

Como método de biologia molecular, atécnicade PCR
tem sido amplamente utilizada para identificacdo de
micobactérias®. Esta técnica amplifica seqiiéncias especificas

do DNA cromossdmico denominadas de seqiiéncia alvo. As
sequiéncias repetitivas, denominadas de segmentos de inser¢céo
(1S), tém sido pesquisadas e 0 segmento 1S6110 é uma das
sequéncias mais exploradas para o diagnéstico de doencas
causadas por M. tuberculosis®.

Em relacdo ao tratamento da tubercul ose, desde o final
da década de 70, o arsenal terapéutico disponivel passou a ser
constituido por cinco drogas principais: estreptomicina (S),
isoniazida(l), rifampicina(R), etambutol (E) e pirazinamida(P)*.
Para se determinar o perfil de sensibilidade do M. tuberculosis
frente a estas drogas, 0 método das proporgoes é considerado
0 método de eleicdo em toda a América Latina. Este método
consiste em se estabel ecer a propor¢do de mutantes resistentes
as diferentes drogas em uma cepa de M. tuberculosis®.

Em vista do exposto, este trabalho teve como objetivo
diagnosticar entre os pacientes internos de um hospital
psiquidtrico casos de tuberculose e de outras micobacterioses
através de métodos cléssicos, analise de cidos micdlicos e
técnicade PCR.

MATERIAL E METODOS

Material analisado

Durante o periodo de fevereiro a agosto de 2002, trés
amostras de escarro matinais obtidos espontaneamente foram
coletadas de cada um dos 74 pacientes internos (39 mulheres e
35 homens), totalizando 222 amostras. O estudo foi acompanhado
por um corpo clinico especializado em clinicageral, sendo todos
0s pacientes submetidos a exames clinicos e radiol 6gicos.

Quanto ao aspecto ético, o estudo teve aprovacdo do
Comité de Eticado referido hospital no ano de 2002.

Baciloscopiaecultivo

Paraabaciloscopia, foram col etados por¢oes purulentas
de escarro e preparado dois esfregacos corados pela técnica
de Ziehl-Neelsen®.

O volumerestante dos materiaisfoi destinado ao cultivo
pela técnica de Kudoh e Kudoh®. Para tal, com o auxilio de
swabs, retirou-se parte da por¢do mais densa ou purulenta do
material, que foi mergulhadaem um tubo contendo soluc&o de
hidréxido de sadio a4% e deixado em contato por 2 a3 minutos.
Em seguida, o material descontaminado foi semeado sobre a
superficie do meio solido inclinado de Ogawa. Os tubos
inclinados foram acondicionados em estufa a 37°C e mantidos
por 60 dias, fazendo-se observacBes no 2°, 7°, 12°, 24°, 30°, 40°
e 60° dia de incubacdo. As colbnias com caracteristicas
compativeiscom ade micobactériasforam cultivadas em novos
tubos de Ogawa para identificagéo posterior.

I dentificacdo
As bactérias foram analisadas quanto as propriedades

de alcool-acido-resisténcia, aspectosfisiol 6gicos (temperatura
e velocidade de crescimento) e bioquimicos (nitrato, aril-
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sulfatase e urease)®. A identificagdo quimicafoi realizadaatravés
da andlise de acidos micdlicos’. Paralelamente, foi feita a
confirmag&o do complexo M. tuberculosis através da técnica
de PCR segundo Eisenach et al .°.

Em linhas gerais, para a andlise de acidos micdlicos,
uma a seis al¢cadas de bactérias foram emulcionadas em dois
mililitros de metoxietano com KOH a 40%, e a suspenséo foi
aquecidaa 110°C por duashoras. Apos aextragdo em 10 mL de
éter etilico, os &cidos micolicos foram submetidos a secagem
em banho-mariae metilados com diazometano. Paraarealizagéo
do cromatograma, pequenas aliquotas dos acidos micolicos
foram depositadas sobre duas placas de silica gel G60 e
desenvolvidas em uma mistura de éter etilico-éter de petréleo
(2:9) eoutrade diclorometano. As placas foram ent&o reveladas
com solucdo derodaminaB a0,01%.

Paraidentificagdo do M. tuberculosis usando atécnica
de PCR empregou-seosprimers INS1 (5" - CGT GAG GGCATC
GAGGTGGC-3)eINS2(5' - GCGTAGGCGTCG GTGACA
AA - 3') que originam um produto de amplificacéo de 245 pares
debases’. Paraum volumefinal de25 L, foram empregadasas
seguintes concentragdes de reagentes; 14,97 pL de agua milli
Q, 2,5 L detampdo paraPCR 10X, 4,0 uL damisturade dNTPs,
0,6 YL de cadaprimer naconcentragdo de5uM, 1,0 uL de DNA
proveniente de lisado bacteriano e 0,125 yL da enzima Taq
polimerase. A amplificag@o ocorreu nas seguintes condigoes:
95°C por 5 min, 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 58°C por 30
segundos, 72°C por 30 segundos e 72°C por 10 minutos. Apds
aeletroforese em gel de agarose a1 %, o produto amplificado
foi visualizado com o auxilio de transiluminador ultravioletae
foto-documentado.

Provadesensibilidadeasdrogas

Osperfisde sensibilidade arifampicina(R) eisoniazida
(1) foram determinados através do Método das Proporgdes’.
Paratal, 200 pL das suspensfes bacilares (101, 102, 103, 104,
10% e10%) foram semeadas nosmeios L Jcom e sem antibiéticos.
Ostubosforam incubadosa37°C por 28 dias e determinou-se a
porcentagem de resisténcia através da contagem de col6nias
nos tubos controles e nos tubos testes.

RESULTADOS

As micobactérias foram isoladas de cinco (6,8 %)
pacientes, sendo identificados quatro M. tuberculosis e um M.
chelonae. De todos os pacientes foi possivel obter escarros
com pidcitos, entretanto, nenhum deles apresentou exame
radiol6gico e quadro clinico compativeis com tuberculose
(emagrecimento, tosse por mais de trés semanas ou hemoptise).

Em relagdo ao diagndstico laboratorial, a baciloscopia
foi positiva para um Unico paciente (do qual isolou-se M.
chelonae) e cinco pacientes apresentaram cultura positiva.
Espécimes clinicos de quatro pacientes com baciloscopia
negativaforneceram culturas positivas paraM. tuberculosis. A
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Gnicamicobactériaatipicaencontrada, M. chelonae, foi isolada
de uma mulher. Apesar da ocorréncia de maior nimero de
pacientes femininos na instituigdo, todos os casos de
tubercul ose observados foram em pacientes do sexo masculino.
Na identificag8o, os cinco isolados apresentaram resultados
compativeiscom as cepas dereferénciaM. tuberculosis H37Rv
e M. chelonae NCTC 946. As quatro amostras de M.
tuberculosis nao cresceram em meio LJ com &cido p-
nitrobenzoico (PNB), sendo inibidos por estadroga. A cepade
M. chelonae cresceu amplamente no referido meio, em menos
de 12 diasdeincubagdo. Naprovaparadeterminar o tempo de
crescimento, foram verificadas colniasvisiveisde M. chelonae
em sete dias e colGnias de M. tuberculosis em 36 dias. Todos
osisolados de M. tuberculosis foram positivos para as provas
biogquimicas de nitrato-redutase e urease, sendo negativos para
arilsulfatase. O isolado de M. chelonae apresentou resultado
negativo paraas duas primeiras provas, no entanto foi positivo
paraaprovadaarilsulfatase.

Em relagdo a andlise de &cidos micdlicos, todos os
i solados apresentaram perfis de &cidos micélicos compativeis
com os das cepas de referéncia sendo I, 1l e IV para M.
tuberculosis el ell para M. chelonae.

Os resultados da reacéo de PCR s8o apresentados ha
Figural. O produto de amplificacao de 245 pb, compativel com
acepade referéncia M. tuberculosis H, Ry, foi verificado em
todos os quatro isolados (amostras 1, 2, 3 e 5) identificados
como M. tuberculosis. Umaamplificagéo ténue correspondente
a fragmentos de 245 pb também foi detectada na amostra
previamente identificada como de M. chelonae através da
metodol ogiaclassicae andlise de &cidos micdlicos. Com relagéo
a sensibilidade das amostras, todas as micobactérias do

G 245 pb

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose paraM. tuberculosis.
Linhas: C - controle negativo; M - M. tuberculosis H37Rv; L -
marcador de peso molecular 100 pb; 1, 2, 3e5—M. tuberculosis
proveniente de pacientes, 4 — M. chelonae de paciente.
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complexo M. turberculosis foram sensiveis as drogas testadas
(I eR), enquanto que o isolado de M. chelonae foi resistente.

DISCUSSAO

Deacordo com asfichasde notificagdes, dos 74 internos
no Hospital Psiquidtrico, 51,3% eram do sexo feminino e 47,2%
do sexo masculino, ndo sendo constatado nenhum caso de uso
dedrogasilicitas ou deimunodebilidade por AIDS.

Nossos estudos mostraram que a espéci e de micobactéria
mais frequiente no hospital psiquiétrico foi o M. tuberculosis,
com quatro isolados, sendo encontrada apenas uma cepa de M.
chelonae. O isolamento de M. chelonae ocorreu em umapaciente
quefaziatratamento paraal coolismo.

A incidénciadeisolamento deMOTT tem aumentado no
mundo desde o advento da epidemia da AIDS™, sendo
detectadas também como agentes oportunistas em individuos
nao aidéticos®. Neste sentido, uma micobacteriose poderia ser
justificavel devido a dependéncia ao alcool. Entretanto em
culturas realizadas posteriormente, M. chelonae néo foi mais
isolada desta paciente.

Comrelag&o ao M. tuberculosis, estafoi recuperada por
cultivo apartir dos espécimes clinicos negativos namicroscopia,
indicando maior sensibilidade daprimeiratécnicaemrelacéo a
bacil oscopia. Devido acomplexidade do manuseio do espécime
clinico e danecessidade de centrifugaco, o cultivo tradicional
é realizado apenas nos laboratérios de referéncia’. Por outro
lado, o método proposto por Kudoh e Kudoh®, que é de facil
execucdo, possibilitou, neste trabalho, a detecgdo de casos
paucibacilares. O cultivo possibilitou ainda aidentificacdo das
espécies através de métodos bioquimicos, andlise de acidos
micdlicos e PCR, assim como permitiu aavaliacao do perfil de
sensibilidade as drogas das cepas isoladas.

Em relacdo a identificagdo das espécies, os resultados
mostraram que as metodol ogias foram compativeisentresi. As
guatro amostras que foram identificadas como sendo de M.
tuberculosis pelas provas bioquimicas obtiveram resultados
confirmatorioscom aandlise deacidosmicdlicos(l, Il elV) ea
amplificacdo do fragmento de 245 pb (Figura 1) pela técnica
molecular. A cepade M. chelonae identificadabioquimicamente
apresentou, naandisede &cidosmicdlicos, perfil | ell, compativel
com acepadereferéncia. Entretanto natécnicade PCR, aamostra
de M. chelonae apresentou um fragmento vestigial de 245 pb
(Figura 1), sugerindo uma cultura mista de M. chelonae e M.
tuberculosis. Tanaka et al.® também detectaram, através de
técnicas moleculares, uma cultura mista de M. chelonae e M.
tuberculosis em um paciente de 71 anos quefoi adhito. A técnica
de PCR, por setratar de um método mais sensivel e especifico,
detectou a presenca de M. tuberculosis mesmo na cultura onde
o crescimento de M. chelonae sobrepujou o crescimento desta
micobactéria, umavez que M. chelonae apresenta crescimento
rapido. Algunsautores constataram que atécnicade PCR detecta
um fentograma de DNA purificado, equivalente a quinta parte

do microrganismo. Entretanto, em espécimes clinicos como o
escarro o limite de detecc@o tem variado de 100 a1000 bactérias™.

Emrelaco atransmissdo intra-hospitalar datubercul ose,
segundo Reicheler et al.®®, fatores como escarros com
bacil oscopia positiva e radiografia de tubercul ose cavitéria séo
importantes nainfecciosidade dos pacientes. Neste sentido, os
resultados de baciloscopia negativa entre os pacientes com
tuberculose, associado ao resultado do exame radiol 6gico
indicativo de um pulm&o normal, sugere que 0s pacientes, no
momento estudado, tinham pouco comprometi mento pulmonar
e que eram paucibacilares, com pouca probabilidade de serem
transmissores. Entretanto, foi verificado, no hospital, alta
incidénciade doentes (04 em 74 internos) enquanto aincidéncia
no Brasil €de47,2/100.000 habitantes' enacidade de Rio Verde
de 26/100.000 habitantes®. Estefato poderiaser justificado pelas
condicOes especiais a que estdo sujeitos 0s pacientes, como a
existénciade doencas associ adas e 0 confinamento'®, que podem
predispor a reativagéo de uma tuberculose latente e sua
disseminag&o. Por outro lado, dados de literatura mostram que
bacilosresistentes adrogas mltiplas (TBMR) freglientemente
estdo envolvidos em surtos de tuberculoseinstitucional *. Taxas
elevadasde TBMR primériaforam identificadas em hospitaisde
BuenosAires(25%), Rio de Janeiro (7%) e Floriandpolis (20%)*.
Neste sentido, a sensibilidade das cepas de M. tuberculosis
aos antimicrobianos testados (I e R) sugere a sua origem na
reativacdo de umainfeccgdo latente, e ndo em infeccdo exdgena
recente.

Os resultados deste estudo indicam a necessidade de
um monitoramento constante dos pacientes internos,
possibilitando a deteccéo precoce dos casos de tuberculose e 0
tratamento adequado, evitando assim atransmissdo da doenca.
Neste sentido, o cultivo das amostras de escarro através da
técnica de Kudoh e Kudoh é de grande interesse pela
simplicidade da metodologia, sendo o seu emprego
recomendavel nasinstituicoes com caracteristicas semel hantes
ainstituicdo estudada.

Como fruto deste estudo, os pacientes com tuberculose
(inclusive a paciente da qual se isolou M. chelonae) foram
tratados e todos os demais submetidos ao teste tuberculinico.
A direcdo daingtituicao também estudaapossibilidade deredlizar
teste tuberculinico na admissdo dos pacientes.
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RESUMO

Estudos envolvendo a obtencéo de fibrocondrécitos em cultura no Brasil sdo escassos. Este trabalho
descreve a cultura priméria de fibrocondrécitos de menisco cultivados em alta densidade com algumas
modificacBes nos métodos de extracdo jadescritos naliteratura, com o intuito de obter um maior nimero
de célulasviaveis paracultivo celular. Foram utilizados meniscos de coelhos New Zealand com 120 dias.
Os meniscosforam cortados e tratados com 2mg/ml de colagenase diluidaem meio DMEM (meio de Eagle
modificado por Dulbeccos) contendo 10% de SFB sob agitacdo durante trés horas a 37°C. Os
fibrocondracitosforam cultivados em altadensidade (1x10%cm?) em frascosdeculturaT25 emmeio DMEM
suplementado com 10% de SFB. As células atingiram a confluéncia celular ap6s o 15° dia de cultivo e
sintetizaram suamatrix extracel ular evidenciadapelacoloracgo com azul detoluidina A curvade crescimento
mostrou que os fibrocondrécitos duplicaram 2,5 vezes. A cinética de incorporagéo de sulfato radioativo
nos glicosaminoglicanos sintetizados pel osfibrocondrécitos“in vitro” foi constante. Osfibrocondrécitos
cultivados em alta densidade celular apresentaram aspectos ultra-estruturais semelhante as células “ in
Vivo'.

Palavra-Chave. culturade cé ula, menisco, fibrocondrécitos.

ABSTRACT

The present study describes a primary culture of meniscus fibrocartilaginous tissue cultivated in high
density technique. Cells were isolated from menisci fibrocartilaginous from 120 days-old New Zealand
whiterabbits. Menisci werefinely minced , and treated with 2mg/mL collagenasein DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium) containing 10% FSC (fetal calf serum) in a shaker for three hours at 37°C.
Fibrochondrocyte cells were seeded at high density (1x10° cells/cm?) in T25 flasks containing DMEM
supplemented with 10% FCS. Nearly 80% of cellsattached to theflask , and after culturing for five daysthe
cellswereuniformly displayed asan el ongated, fibrobl asti c-like morphol ogy. The cells showed confluence
after approximately 15 daysof culture, and produced sufficient extracellular matrix which could be evidenced
by the appearance of toluidine blue metachromasia. No morphological changes were observed in
fibrochondrocytes during cells growing. Thefibrochondrocytes cells growth rate increased 2.5 fold , and
attained to the stationary phase. During seven days, the newly glycosaminglycans synthesizing cells, the
rate of total synthesisof glycosaminglycanwashigh, and it remained stable after monolayer cellsconfluency.
Ultrastructural morphology of monolayer cells after culturing for eight days was identical to typical
fibrochondrocyte in vivo.

Key Words. cell culture, menisci, fibrochondrocytes.
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INTRODUCAO

A fibrocartilagem é um tecido conjuntivo avascular,
formado por poucas células e umagrande quantidade de matriz
extracelular constituida principalmente de colageno e
proteoglicanost. As células que formam afibrocartilagem sao
chamadas de fibrocondrdcitos, similares aos condrécitos das
cartilagens hialina e elastica?®. Os fibrocondrécitos daregido
superficial (préximos a superficie articular) sdo ovais ou
ligeiramente fusiformes, com poucos processos celulares,
enquanto que os fibrocondrocitos da regido central (imersos
na matriz extracelular) sdo mais ovais, situados dentro de
lacunas, com intensos processos celulares liberados dentro
da zona pericelular amorfa. Ambos contém reticulo
endoplasmatico e complexo de Golgi bem desenvolvidos,
enguanto as mitocondrias sdo ocasionalmente observadas,
sugerindo assim que, como os condrécitos das cartilagens
articulares, osfibrocondrécitos obtém suaenergiapor glicolise
anaerébica. A suamatriz extracelular € formada principal mente
de colégeno e proteoglicanos. O colégenodotipo | €o principal
colégeno encontrado na matriz* e em menor quantidade dos
outrostipos de colageno (111, V, V1) Além do colageno, existe
uma grande quantidade de proteoglicanos do tipo agrecam e
decorim®s?7,

Os fibrocondrécitos mantém o equilibrio da matriz
extracel ular através dos mecanismos de sintese e degradacgéo.
Quando o equilibrio é alterado, afuncéo dafibrocartilagem é
prejudicada possibilitando o surgimento de osteoartrite
precoce®. Com o desenvolvimento das técnicas da culturade
tecidos de mamiferos abriu-se uma nova fronteira nas
pesquisas cientificas. Em 1994, Brittberg et al.° utilizando
culturade células de cartilagem realizou o primeiro transplante
autélogo de células em pacientes com lesdo na cartilagem.
Na Ultima década com o desenvolvimento de técnicas de
engenharia de tecidos onde aregeneracéo de 6rgéos e tecidos
vivos é realizada pela dissociagéo e cultivo de tecido do
proprio paciente sobre suportes biolégicos ou sintéticos,
conhecidos como scaffolds (suportes, matrizes
tridimensionais, arcaboucos, estruturas, etc), para
posteriormente serem reinseridos no paciente. Recentemente,
resultados promissores foram obtidos utilizando o colégeno
e polimeros como matriz extracelular para o crescimento de
fibrocondroécitos!t®!t .

Entretanto, para a realizag8o dos estudos acima citados
€ necessario a obtencdo de fibrocondrdcitos viaveis para o
crescimento celular “in vitro” e que sintetizem uma matriz
extracelular semelhante aos fibrocondrocitos “in vivo’. Os
fibrocondrécitos tém sido cultivados utilizando-se duas
metodologias: adescritapor Green et a.*2 que utilizaadigestéo
enzimética em série: hialuronidase, tripsina, colagenase e a
descrita por Benya et a.** na qual a digestéo enzimética é
realizada usando uma solucéo de colagenase em baixa
concentragdo de CO,, que resulta na obtengéo de 90% de
condrocitos do tecido articular. O objetivo deste estudo foi a
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padronizacdo de uma metodologia para a obtencéo de
fibrocondrocitos em cultura e sua utilizag8o para diversos
estudos metabdlicos e terapéuticos.

MATERIAIS E METODOS

M eniscosde Coelhos

Os meniscos (lateral e medial) de trés coelhos New
Zeadland com 120 dias foram removidos da articulagdo dos
joelhos. Apbsaremaogao, os meniscos foram lavados em solugéo
salina tamponada, pH 7,5 com gentamicina (40mg/L) para
completa remocdo do liquido sinovial. O tecido foi
cuidadosamente dissecado para assegurar a completa remogéo
de toda a sindvia e tecido capsular aderente. A remoc&o dos
meniscos foi realizada dentro das normas preconizadas pelo
Comité de Eticade Manipulago de Animais.

CulturaPrimaria

M eni scos de coel hos foram col ocados em meio minimo
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Gibco, USA) em
solugéo salina balanceada de Earle, livre de sulfato,
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (SFB)
(Gibco, USA).

Os meniscos foram picados em pedacos de
aproximadamente (0,3x0,3) cm elavados duas vezes no proprio
meio de culturacontendo 40mg/ml de gentamicina(Sigma, USA).
Osfragmentos do tecido foram incubados a 37°C sob agitacdo
numa solucdo de 2mg/mL de colagenase tipo | (Gibco, USA)
emmeio DMEM com 10% SFB pH 7,2 durantetrés horas. ApGs
este periodo, 0 meio contendo os fibrocondracitos liberados
damatriz foram colhidos e ao tecido n&o digerido foi adicionada
novasolugdo de colagenase. A amostrafoi incubadanovamente
a37°C durantetréshoras. Osfibrocondrdcitos, obtidos de cada
extracdo, foram filtrados em tela de nylon para remover os
fragmentos nao dissolvidos e mantidos em banho de gelo até a
completaextracdo daamostra.

Ascélulasforam lavadas duas vezesem meio de cultura
a 1000 x g por 10 minutos. Apds a lavagem, as células foram
gentilmente ressuspendidas em DMEM com 10% de SFB sem
antibidtico e semeadas em garrafas de cultura de células de
25cm?(Costar, Falcon) naconcentracdo de 1x10° células/cm?. A
viabilidade celular foi quantificada com o corantevital azul de
tripan (0,5% em sol ugdo fisiol gica) em cdmarahemocitométrica
As culturas celulares foram mantidas a 37° C em atmosfera
Umidacom 5% de CO, . O crescimento celular foi acompanhado
por observacdo diariaem microscopio invertido.

EstudosM orfol6gicos
MicroscopiadeFase

Asculturasde células em semi-confluénciae confluentes
foram examinadas e fotograf adas rotineiramente no microscopio
Zeiss em microscopia de fase utilizando um filtro verde como
contraste.
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MicroscopiadelL uz

As células da Culturadefibrocondrocitos apés o 3° e o
15° diade cultivo foram coradas pel o corante azul detoluidina.
Antesdafixagdo, o meio de culturafoi cuidadosamenteretirado
eascéulasforam fixadas em 2,0% de glutaral deido em tampéo
fostato de sodio e potassio 0,15M, pH 7,2. A fixacdo ocorreu
por 10 minutos, atemperaturaambiente. A seguir o material foi
lavado em uma soluc&o de lavagem contendo tampé&o fosfato
desbdio e potéssio 0,15M, pH 7,2 durante 15 minutos e corados
durante 10 minutos numa solucéo aguosa de azul detoluidina
0,5%, pH 3,5. Em seguida,o corante foi removido. As culturas
foram lavadas em solucdo de lavagem e imediatamente
observadas e fotografadas em microscépio Olympus no
aumento de 100X.

Andliseultra-estrutural

As culturas celulares em monocamada e cultivadas
durante 07 dias em altadensidade (10°cé ulas/cm?) foram fixadas
para a andlise ultra-estrutural. Antes da fixagéo, o meio de
culturafoi cuidadosamente retirado da monocamada celular e
as células foram lavadas em uma solucdo contendo tampéo
cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,2 e sacarose 0,2M durante 5
minutos a temperatura ambiente. Ap6s a lavagem, as células
foram fixadas em solucdo de glutaraldeido 2,0% com ou sem
acido tanico 0,1% em tamp&o cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,2,
durante 1 hora, a4°C. A seguir o material foi lavado novamente
nasolucédo de cacodilato e pés-fixado em tetréxido de 6smio a
1% em tamp&po cacodilato de sddio 0,1M, pH 7,2, durante 1 hora
a4°C. Asculturasfixadasforam novamente lavadas em solucdo
de cacodilato e novamente incubadas durante 20 minutos em
acetato de uranila 1% em etanol 70% a 4°C. Em seguida, 0
material foi desidratado em gradiente de etanol (do etanol 30%
ao etanol absoluto) durante 1 horae pré-embebido em misturas
de etanol e resina (araldite) durante trés horas. Apds este
periodo, o material foi embebido em resina pura durante 24
horasem estufaa58°C.

Os blocos foram cortados em ultramicrétomo LKB
(Modelo 8800 Ultratomel 1), paraobtencéo dos cortes semifinos
(1um). Para a localizag@o da regi&o a ser estudada e
micrografada, os cortes semifinos foram corados a quente
(aproximadamente 70°C) em solugéo de azul detoluidinal%em
carbonato de sddio 0,23M paraposterior analise em microscopio
optico.

Cortes ultrafinos, prateados, com aproximadamente
70nm de espessura, foram obtidos no mesmo ultramicrétomo e
contrastados por acetato de uranilaa2,0%, durante 30 minutos'®
e por citrato de chumbo a0,5% durante 10 minutost®.

Oscortes ultrafinosforam estudados e fotografados em
um microscépio el etrénico Philips (modelo EM 400).

CurvadeCrescimento

A curvade crescimento foi realizada segundo Freshney.
A cultura priméria de fibrocondrécitos na primeira passagem
foram cultivadas em tubos de culturacelular numaconcentracdo

de 1x10° células/mL em meio DMEM contendo 10% de SFB.
Apos 24 horas de cultivo, o meio foi descartado e as células
foram tratadas com umasolucgo deATV (tripsina0,2% eversene
0,02%). Ap6s o descolamento das células do tubo de cultura
foi feita a contagem de células utilizando-se a camara
hemocitométrica. As contagens celulares foram realizadas
durante o periodo de sete dias consecutivos, com interval os
de 24 horas. Diariamente foram contados trés tubos, sendo
calculado amédiadiariaquefoi utilizadaparaaelaboragéo da
curvade crescimento.

Calculodac€ficiénciadeplagueamento em substrato sdlido

A metodologiarealizadaparao calculo daeficiénciade
plagueamento em substrato solido foi descrita por Freshney.
Culturas primarias cultivadas em garrafas de culturade células
de 25cm?(Costar, Fal con) naconcentragéo de 1x10° células/cm?
apos a confluéncia celular foram tratadas com uma solugéo de
ATV (tripsina 0,2% e versene 0,02%). ApGs o descolamento
dascélulasda garrafadeculturafoi feitaacontagem decélulas
utilizando-se a cAmara hemocitométrica. As células foram
semeadas em duplicata, em placas de Petri de 20cm? de érea,
nas concentragdes de 25, 50, 125 e 250 células/cm? e incubadas
a 37°C em ambiente de 5% de CO., por oito dias em meio de
culturaDMEM contendo 10% SFB e meio condicionado, que
foi obtido do crescimento de células dipléides de pulméo de
feto humano filtrado em membranas de 0,45uM (Millipore
Ind.Com) diluido 1:1em DMEM contendo 10% SFB. Apdseste
periodo, 0 meio de cultura foi desprezado e as células foram
fixadas e coradas com solucéo de violeta de genciana. A
eficiénciado plagueamento foi cal culada, como razdo percentual ,
entre 0 niumero de col 6nias de didmetro maior ou igual a50um
e as concentragfes das células plagueadas. O calculo foi
realizado utilizando aseguinte formula:

E(%) =n° decoléniasformadas x 100
n° de células plagueadas

Cinéticadasintese deglicosaminoglicanos

Os fibrocondrécitos foram cultivados em placas de
Petri numaconcentracdo de 1x10° células/ cm? em meio DMEM
com 10% soro fetal bovino. Apds a confluéncia celular o
meio de culturafoi descartado e as célulasforam realimentadas
com meio de cultura contendo 50 uCi (*S)/mL e incubadas
por 24 horas a 37°C em 5% de CO,. A sintese dos
glicosaminoglicanos foi medida através da taxa de
incorporacdo de sulfato nas moléculas sintetizadas e
agregadas nos compartimentos intracelulares dos
fibrocondrécito emtriplicata. O meio de culturafoi descartado
e ataxa de incorporagéo de *S nos glicosaminoglicanos foi
monitorada no periodo compreendido entre o primeiro e o
sétimo dia apdso pulso. A quantidade de radioatividade foi
feitapelacontagem em liquido de cintilag8o : tolueno contendo
0,5% PPO (2,5 difeniloxasol, Merck, Alemanha) no
espectometro Beckman L S100.
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Congelamento Celular

Visando futuros estudos, as culturas primérias foram
preservadas em nitrogénio liquido a -196°C. O meio de
preservacdo foi constituido de DMEM com 10% de SFB,
contendo 10% de dimetil-sulféxido (DM SO, Sigma, USA).

RESULTADOS

Osfibrocondrécitos recémisolados apartir de meniscos
do joelho de coelhos, pela extracdo enzimética utilizando
colagenase diluidaem meio DMEM com 10% SFB, apresentaram
formas arredondadas em suspensdo. O teste de viabilidade
destas células, realizado com base naincorporagéo do corante
vital azul de tripan, mostrou que 90-95% das células
permaneceram viéveis apos o tratamento enzimético, as
lavagens e filtragdes necessérias ao estabelecimento de uma
cultura primaria. Os resultados mostram que o método de
extracdo foi eficiente e que 90% destas células aderiram ao
frasco de culturaformando coldnias celulares.

O cultivo primario dosfibrocondrécitosfoi iniciado com
a incubagdo de 10° células/cm? suspensas em meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino, isento de
antibi6ticos e mantidas a 37°C em atmosfera imidaem 5% de
CO,. Apds 24 horas de cultivo, foram verificadas col6nias de
células arredondadas que aderiam ao frasco de cultura. A adeséio
celular monitorada por microscopia Optica, mostrou que apos
48 horas, a partir das coldnias de células arredondadas, houve
o surgimento de células eli psbides e estrel adas que aderiam ao
frasco de cultura NaFigura 1A observa-seas células cultivadas
apos 5 dias de cultivo e coradas com azul de toluidina. As
col6nias celulares exibem aspecto elipitico e estrelado, coradas
fortemente pelo azul de toluidina e com grande quantidade de
prolongamentos celulares, intercomunicando células e niicl eos.
Ascéulasatingiram aconfluénciaap6so 15° dia, 0 queresultou
no aparecimento de umamonocamada celular (FiguralB). As
culturas primérias foram subcultivadas somente até a quarta
passagem, indicando a sualimitada capacidade de crescimento
“invitro”.

A curva de crescimento celular da cultura de
fibrocondrocitos mostrou que as células atingiram a maxima
densidade populacional no 4°dia de cultivo e uma densidade
populacional 2,5 vezes comparadaao inicio do estudo (Figura?2).

A influénciadadensidade popul acional namultiplicacéo
dosfibrocondrécitosfoi analisada através da capacidade destas
célulasem formar col6nias (plagueamento), quando cultivadas
em baixa densidade. Observou-se a formagéo de colbnias
apenas nas densidades de 125 e 250 células/cm?. As células
apresentaram uma eficiéncia de plaqueamento nas densidades
de 125 e 250 ao redor de 1 e 3%, respectivamente, quando
cultivadasem meio DMEM; e 5% quando cultivadas usando a
combinagdo dosmeios DMEM e condicionado (v/v). Osindices
obtidos mostram que a multiplicagéo dos fibrocondrécitos “in
vitro” é sensivel avariagdo da sua densidade populacional.
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Figura 1. Fotomicrografias de culturadefibrocondrdcitos no 5°
diade cultivo. As células foram fixadas em glutaraldeido 2% e
coradas com azul de toludina. A. visdo panorémica da cultura
mostrando o aspecto da monocamada antes de atingir a
confluéncia. Aumento 100x. B. notar o0 aspecto elipsdide das
células, amorfologianuclear, o nimero de nucléol os e osgrandes
prolongamentos citoplasméti cos. Aumento: 200x.

300
MO
= 250
o
£ 200
=
=
8 150 A
D
=]
= 100 A
=]
=
£ 50
]
=
0
1 2 3 4 5 6 7
Dias

Figura 2. Curvade crescimento da cultura de fibrocondrdcitos
durante 7 dias consecutivos. A contagem decélulasfoi realizada
utilizando-se acémarahemocitométrica
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A cinéticadeincorporagéo desulfato radioativo (Na,SO,)
nos glicosaminoglicanos sintetizados pelos fibrocondrdcitos
“invitro” pode ser observadanaFigura3. Ascélulasem cultura
sintetizaram os glicosaminoglicanos com uma velocidade
constante desde o primeiro até o quarto dia, quando foi atingido
umvalor maximo (40 CPM/1000 células) permancecendo estavel
até o sétimo dia. Os fibrocondrécitos cultivados em alta
densidade celular (5x10° células/cm?) apresentaram aspectos
ultra-estruturais semelhante aos das células “invivo” . A andlise
das micrografias eletrénicas dos cortes ultra-finos, obtidos de
col6nias celulares cultivadas durante 8 dias, mostrou que 0s
fibrocondrocitos apresentavam perfil €liptico, com um grande
nlcleo deformato regular, com amaior parte da suacromatina
desespiralizada, sendo a heterocromatina escassa, observada
sempre acolada a superficie interna do envoltério nuclear. O
citoplasma mostrou-se volumoso com uma grande quantidade
de vesiculas e lisosomas secundarios dispersos pelo
citoplasma; como também cisternas do reticul o endoplasmético
granular com material intracisternal e um complexo de Golgi
bastante desenvolvido. As mitocondrias aparecem em niimero
maior e vérias goticulas de lipideos podem ser observadas
(Figuras 4). As culturas primarias continuaram apresentando
alta viabilidade celular ap6s o congelamento em meio de
preservacdo constituido pelo meio DMEM suplementado com
10% de soro fetal bovino e 10% de dimetil-sulféxido, a
temperaturado nitrogénio liquido (-196°C). Frascos contendo
1x10°células/mL foram descongel adas e suaviabilidade celular
realizada com base na incorporac&o do corante vital azul de
tripan mostrou 90% de viabilidade celular.

15

Sintese de glicosaminoglicanos medida pela
incorporagéo de *S (1x10° células/ ml)
V)
o

Dias

Figura 3. Cinetica de incorporagéo de Na,SO, radioativo na
sintese de glicosaminoglicanos pel osfibrocondrécitos“invitro”.
Média da triplicata (cpm/10° células/mL) dos valores obtidos
em triplicatadacontagem em liquido decintilagdo.

DISCUSSAO

O método de extracdo aqui utilizado foi €eficiente para
obtencado de células com 90% de viabilidade celular semelhante
aos resultados obtidos por Green et d.2?2 e Benya e Shafer?. A
grande dificuldade na obtenc&o de células dos tecidos
cartilaginosos é aquantidade de células utilizadas no cultivo, pois
existeumarel agdo diretaentre asintese dasproteinas sintetizadas
paracompor amatriz extracelular, adensidade celular e o fendtipo
celular. Benya e Shaffer?, mostrou que as células cultivadas em
baixa densidade celular apresentam fendtipo fibroblastico com
alteracdo na sintese dos tipos de col&geno e proteoglicanos. Esta
modulacdo pode ser prevenida quando as células sdo cultivadas
emadtadensidadecelular (10°cdulas/cm?). Alémdisso, autilizagdo

48
|

Figurad4. Micrografiasel etronicasdosfibrocondrocitos cultivados
num periodo de08 dias. A: conjunto defibrocondrécitos préoximos
uns aos outros. As células apresentam perfil eliptico ou alongado,
comnucleos(N) decromatinafrouxa. No citoplasma, observam-se
0 abundante reticulo endoplasmético granular (RE), lisosomas
secundérios (L S) egoticulasdelipideos(GL). Aumento: 7.500x.
Em B: micrografiade maior aumento, do fibrocondrécito onde
pode-se notar o nucleo (N), o aspecto filamentoso da
eucromatina e no citoplasma, detalhes do sistema de vesiculas
(V) associado ao transporte entre o reticulo endoplasmatico
granular (RE) e 0 complexo de Golgi(G). Aumento: 16.500x.
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de somente uma enzima para a obtencdo da cultura priméria de
fibrocondrocitos e o tempo de extracéo, permite que o custo sgja
menor em relacdo asmetodol ogiasdescritasnaliteratura Emrdacéo
a morfologia celular, os fibrocondrécitos cultivados em alta
densidade (1x10° células/mL.) apresentaram aformaarredondada,
aderiram agarrafade culturaeformaram coldniasde célulascom
aspecto eliptico e estrelado, com prolongamentos celulares. Estes
resultados também foram obtidos por Graverand et d.” el sodaet
al.’® que mostraram que osfibrocondrdcitos“invivo” e“invitro”
gpresentam prolongamentos cel ularesquefacilitam acomunicagéo
celular e assim, a secrecdo dos fatores de crescimento “in vitro”
queligam-seamatriz extracel ular viaproteoglicanos, influenciando
0 meio ambiente celular. Durante o periodo de 15 diasno qual os
fibrocondroécitosforam mantidosem cultura, no quediz respeitoa
transformagdo celular “in vitro', as caracteristicas morfol dgicas e
as do crescimento celular da cultura ndo sofreram qualquer
alteracdo. Apos a confluéncia celular, as cdulas perderam sua
motilidade e passaram aapresentar contato deinibico celular que
€ observado em culturas primérias. Essas alteracies, descritas por
Abercombie e Heasysman®® demonstram que ascélulas controlam
a sua densidade populaciona de maneira andloga ao sistemade
retroalimentacdo negativo, sugerindo que os fatores de
crescimento e as proteinas da matriz extracelular mantém o seu
microambiente celular, regulando a sua proliferacéo e a
diferenciacdo celular .

Vérios estudos tém demonstrado que os
fibrocondrécitos sdo capazes de proliferar e sintetizar suas
proteinas de matriz extracelular (proteoglicanos e colageno),
entretanto ataxade células aderidas ao substrato celular e a
suataxacrescimento € extremamenteimportante paraaobtencao
da cultura priméaria de fibrocondrocitos!®2212223 Os nossos
dados em relagdo ao célculo da eficiéncia de plagueamento
mostram uma dependéncia dos fibrocondrocitos em relacéo a
sua densidade celular também observado por Webber et al 2%,
Em relacdo adiferencaentre ataxade €ficiénciade plagueamento
utilizando o meio DMEM e o0 meio condicionado, indica que
algunsfatores presentes neste meio condicionado estimularam
o metabolismo dosfibrocondrécitos em cultura. Recentemente,
Pangborn et al.™*. mostraram que o fator de crescimento TGF-
beta (1) pode ser usado paraaumentar aproliferagdo celular ea
sintese de matriz extracelular de fibrocondrécitos cultivados
em monocamada e em polimero. A sintese dos
glicosaminoglicanos foi utilizada como um marcador da
atividade fibrocondrogénicaatravés daincorporacdo de sulfato
nas moléculas de glicosaminoglicanos sintetizados “in vitro”.
Os nossos resultados de sintese de glicosaminoglicanos dos
fibrocondrdcitos estdo de acordo com os resultados obtidos
por outros autores®”222,

A nivel ultra-estrutural osfibrocondrécitos apresentaram
asmesmas caracteristicasdafibrocartilagem “invivo”. Ascéulas
possuem forma oval ou ligeiramente fusiforme, nicleo grande,
goticulas de lipideos no citoplasma, células dentro delacunas e
vérios prolongamentos celulares além da presenca de matriz
territorial einterterritorial como descrito por Ghadially e Ghosh?2,
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Nossos resultados mostraram que utilizando este método
de culturaprimériaosfibrocondrécitosforam capazesdeproliferar
esintetizar assuasproteinas de matriz extracel ular mantendo o seu
fendtipo e, portanto possibilitando o uso em reparagéo tecidual.
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RESUMO

A toxoplasmose é uma infeccdo comum, observada tanto em individuos sadios como em pacientes
imunocomprometidos. Este trabalho tem como objetivo apresentar um estudo retrospectivo dos resultados
obtidos de exames realizados no Instituto Adolfo Lutz, laboratério Regiona de Sorocaba, no periodo de
01/01/2003 a29/11/2004 em amostras de liquido cefalorraquidiano (L CR) de pacientes HIV positivoscom
sintomatologia clinica e suspeita de neurotoxoplasmose, atendidos no Conjunto Hospitalar de Sorocaba
(CHS). Selecionamos 109 pacientesHIV positivos, ondefoi redizadaatécnicade lmunofluorescéncialndireta
(IFI) para pesguisa de anticorpos 1gG contra Toxoplasma gondii no LCR. Dos 109 pacientes HIV positivos
selecionados, 46 foram do sexo feminino e 63 do sexo masculino, cujafaixaetariademaior freqiiénciafoi de
21 a40 anos. Nenhuma paci ente eragestante. Dos 46 pacientesfemininos, 48% apresentaram anticorpos anti-
Toxoplasma gondii e dos 63 pacientes masculinos, 36,5% apresentaram positividade. O nimero de exames
realizados que apresentaram resultados positivos no ano de 2003 foi de 61,5%, e em 2004 até o periodo
estudado, foi de 38,5%. Os resultados mostram que é importante o acompanhamento de todos os pacientes
portadores de HIV, mesmo os que apresentam auséncia de anticorpos no LCR, pois podem ter a atividade
baixado toxoplasmano SNC, sem manifestagéo clinicaaparente. Assim, seriaoportuno realizar o segmento
destes pacientes afim de determinar sinais de reativacdo da doenca no futuro.

Palavr as-Chave. neurotoxoplasmose, L CR, HIV, Toxoplasma gondii, anticorpos, pacientes.

ABSTRACT

Toxoplasmosis is a protozoan disease of man caused by Toxoplasma gondii. In immunocompromised
patients, toxoplasmosis is characterized by lesions of the central nervous system, which may lead to
blindness and brain defects. The objective of the present investigation was to perform a retrospective
study on the frequency of positive testing for anti-Toxoplasma gondii antibodies in celebrospina fluid
(CSF) samples, whichwhere carried out during the period from January/2003 to November/2004. At Institute
Adolfo Lutz- Regional Laboratory of Sorocaba. The analysed CSF samples were collected from HIV
positive-patients with clinically suspected neurotoxoplasmosis who referred to the Conjunto Hospitalar
of Sorocaba. Detection of anti-T.gondii 1gG antibodiesin CSF sampleswas performed by bransof indirect
immunofluorescence assay (IFA). Of 109 CSF samples selected for the study, 46 werefrom femal e subjects,
and 63 from male patients, and the major age group wasfrom 21 to 40 yearsold. No woman was pregnant.
Among 46 female individual, 48% presented positive CSF samples for Toxoplasma gondii antibodies
(TGABS), and 36,5% of positivity were detected in CSF samplesfrom were patients. |n 2003 and 2004 (until
the studied date), therates of positive TGABsin CSF sampleswere 61,5% and 38,5% respectively. In spite
of the absence of TGABs in CFS samples from some HIV positive-patients without apparent clinical
symptoms of neurotoxoplasmosis, the follow-up of these individuals will by relevant, as they might
present low activity of toxoplasmosisin central nervous system. Thus, it will be opportune to perform a
prospective follow-up study, including these patients, in order to evaluate the eventual occurrence of
neurotoxoplasmosis reactivation in the near future.

Key Wor ds. neurotoxoplasmosis; CFS; HIV; Toxoplasma gondii; antibodies, patients.
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INTRODUCAO

A toxoplasmose é umainfecgao comum que ocorre, tanto
emindividuos sadios como em pacientesimunocomprometidos.
Toxoplasma gondii (T. gondii) € um protozoario que pode ser
encontrado em 3 formas: taquizoitos, encontrado na corrente
sanguiinea, leite ou liquor durante afase agudadainfeccdo, fase
em que esta forma se multiplica; bradizoitos, encontrado como
cistos em varios tecidos, musculatura e retina do hospedeiro,
geralmente nafase crénicae sob aformade oocistos, encontrado
no hospedeiro definitivo, como formainfectante. Osfelinos, em
particular os gatos, sdo 0s hospedeiros definitivos onde o
parasita se reproduz resultando naformainfectante do T. gondii
(oocistos). O ser humano é um hospedeiro acidental, capaz de
controlar ainfecgao em condic¢des deimunidade normal?.

Nos pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia
Adgquirida (A1DS) aneurotoxoplasmose permanece como uma
das principais causas de encefalite focal. A doenca resulta, na
maioria dos casos, de reativacdo da infeccdo latente, com
preval énciade 3% a50%, de acordo com aéreageogréficae, se
nao reconheci da e tratada precocemente pode levar ademéncia
subcortical, caracterizada por um declinio cognitivo, motor e
comportamental ao longo de semanas ou meses?®,

Seu diagnéstico é de crucial importancia, pois o
tratamento é altamente efetivo quando o paciente é tratado em
tempo* .

O diagndstico clinico mesmo sendo dificil por ser um
processo sistémico, com baixa parasitemia, sintomas e sinais
clinicos genéricos, o que leva a confusdo com outras afeccles
deetiologiadiversasédecrucial importancia, poiso tratamento
¢ altamente efetivo quando o paciente é tratado em tempo*. O
diagndstico laboratoria € muitoimportante parasua.confirmago.
Atualmente, ametodol ogiamais utilizada parao diagnéstico da
toxoplasmose consiste na pesquisa de anticorpos das classes
IgM e 1gG, afim de estabelecer afase da infeccdo. Trabalhos
recentes tém mostrado que a deteccdo de IgA, parece ser um
indicador melhor de fase aguda do que a pesquisade IgM®.

Deacordo com Chimelli et al .® atoxoplasmose encefdlica
de ocorrénciararaantesdo aparecimento daAlDS, é considerada
alesdo maisfreqliente do SistemaNervoso Central (SNC) nestes
pacientes. A maioriados casos € atribuidaareativagdo dos cistos
deT. gondii no SNC.

Segundo Borges e Figueiredo (2003)8, a presenca de
anticorpos no liquor de pacientes HIV positivos deve ser
interpretada com cautela, pois pode significar apenas a
transferéncia passiva deste anticorpo do soro para o SNC,
levando a interpretaces errdneas e incorretas.

Estetrabalho tem como objetivo um estudo retrospectivo
dos resultados de exames realizados no Instituto Adolfo Lutz,
laboratério Regional de Sorocaba no periodo de 01/01/2003 a
29/11/2004 em amostrasde L CR depacientesHIV positivoscom
suspeita de neurotoxoplasmose, atendidos no Conjunto
Hospitalar de Sorocaba (CHS), afim derealizar umlevantamento
destas informacOes e aertar as autoridades competentes e o
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corpo clinico, visando um maior cuidado com os pacientes
soropositivose com Al DS que apresentam aneurotoxoplasmose
como doenca associada.

MATERIAL E METODOS

Ap6s aprovagio do Comité de Eticado Instituto Adolfo
Lutz (CEPIAL) foi realizado olevantamento de dados, utilizando
os livros registros dos exames realizados na se¢do de Biologia
M édica— Setor de Microimunoparasitologia, do Instituto Adolfo
Lutz, laboratdrio Regional de Sorocaba. Foram selecionados 130
registros de LCR, dos quais 109 eram de pacientes portadores
do virus HIV que, por apresentarem sintomatologia clinica
sugestiva de neurotoxoplasmose, haviam realizado o exame.
Estes pacientes foram atendidos na clinica de moléstias
infecciosas do Conjunto Hospitalar de Sorocaba (MI-CHS).

A pesquisa de anticorpos 1gG anti—T. gondii foi reglizada
pelatécnicade |munofluorescéncialndireta (IFl) empregando um
Kit comercia. O Kit écomposto por um antigeno liofilizado queé
preparado de acordo com abulaedistribuido nasléminas proprias
para |Fl e por um conjugado constituido por uma globulina de
carneiro anti-lgG humana marcada pelo isotiocianato de
fluoresceina. Asdiluigdesforam realizadasemtitulosde 1:2, 1:4,
1:8,1:16, 1:32, 1:64, sendo queadiluicdo 1:2 foi desconsiderada
por ser inespecifica. Paraaandlise estatisticaforam utilizadas as
variavels idade, sexo e titulo de anticorpos empregando o teste
t-student, com nivel de probabilidade de erro 5%.

RESULTADOS

Foram selecionados 109 (p<0,01) pacientes portadores
de HIV com suspeita clinica de neurotoxoplasmose, sendo 46
do sexo feminino e 63 do sexo masculino, cujafaixaetariade
maior freqiiénciafoi de21 a40 anos(Tabelal).

Dos 46 pacientes do sexo feminino, nenhum era
gestante. A importancia de se estabelecer o diagnostico da
mulher em idade reprodutiva reside na possibilidade de se
tomarem medidas terapéuticas adequadas afim de minimizar a
transmi ssdo vertical mée-feto®.

De acordo com o resultado da Imunofluorescéncia
Indireta (IFl), dos 46 pacientes do sexo feminino, 52,1% nédo
apresentaram positividade para anticorpos 1gG anti-T. gondii;
48% apresentaram anticorpos no L CR sendo que observou-se
umamaior freqliénciacomotitulo de 1/64, equivalendo al19,5%
em relagdo aos outros valores. Dos 63 pacientes do sexo
masculino, verificou-se que 63,4% n&o apresentaram anticorpos
1gG contraT. gondii no LCR e 36,5% apresentaram anticorpos
reativos (Figura 1). Pacientes com pesguisa de anticorpos
negativos devem ter o monitoramento dos exames se
apresentarem manifestagdes neurol dgicas.

A freqiiéncia de casos de neurotoxoplasmose no ano de
2003 foi de 61,4%, sendo que destes 31,3% apresentaram
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positividade para anticorpos no LCR, e no ano de 2004 até o
periodo de 29 de novembro foi de 38,5% com 54,7% de
positividade. Observando que apesar dadiminui¢ao do nimero
de casos registrados no ano de 2004, a positividade de
anticorpos anti-T. gondii foi maior que no ano de 2003, de
acordo comaTabela2.

DISCUSSAO

A neurotoxoplasmose aindaéaprincipal causadelesdo
expansiva no SNC de pacientes com AIDS. A apresentacéo
clinica, a andlise do LCR e os resultados dos estudos
radiol 6gicos podem se confundir com os de outras patologias
que acometem o SNC destes pacientes. O diagnostico definitivo
de tais lesdes pode requerer técnicas sofisticadas ou
procedimentos invasivos ndo isentos de risco?.

A deteccdo de anticorpos no L CR deve ser interpretada
com cuidado, poisapresencadestesno SNC pode simplesmente
indicar a transferéncia de anticorpos passivos do soro para o
SNC. Além disso, a presenca dos anticorpos especificos com
titulos elevados no LCR, paralelamente a presenca de niveis
elevados de anti corpos no soro, indicam em al gumas situages,
um valor diagnéstico importante, incluindo a
neurotoxopl asmose 10111213,

Neste estudo, nenhum paciente HIV positivo do sexo
feminino era gestante, entretanto as infec¢gBes maternas
adquiridas antes, ou durante agestacéo, causadas pelo T. gondii
e/ou HIV, representam risco paraacriancga, que pode, infectar-se
por via vertical, dependendo do agente envolvido. A
prevencdo da toxoplasmose congénita deve ser feita na
gravidez, quando é possivel o tratamento e areducdo de danos
acrianga.

Neste estudo, de 109 pacientes descritos, apenas 59%
apresentaram auséncia de anticorpos anti-T. gondii no LCR e
esta auséncia de anticorpos 1gG anti-T. gondii do LCR afastou
o diagnostico de neurotoxoplasmose, sendo um importante
marcador para o diagnostico diferencial da toxoplasmose
cerebral em pacientes portadores de HI Ve,

A presencga do anticorpo anti-T. gondii no LCR foi
demonstrada em algumas doencas neurol égicas, contudo em
algumas situagtes, umaalteracéo dabarreirahematoencefélica
€ responsavel pela passagem de proteinas do sangue para o
LCR, levando ao aparecimento passivo dos anticorpos neste
amb| ente10,11,15,16,17_

N6s ndo podemos justificar estes resultados baseados
somente na imunossupressdo destes pacientes, porque ndo
houve comparacdo dos resultados entre os niveis de
anticorpos no soro e aqueles obtidos no LCR. Um outro fato
a ser considerado € a presenca ou a auséncia da producéo
dos anticorpos detectados pela andlise de LCR, com isso,
podem depender da proximidade dalesdo nas meninges. Nos
observamos que 41% dos pacientes apresentaram evidéncia
na produc&o de anticorpos anti-T. gondii no SNC. A maioria

das lesBes expansivas do SNC detectado nos pacientes
portadores de HIV sdo atribuidas a reativagdo da infeccéo
latente do T. gondii causada pela imunossupressdo do HIV
induzido.

Tabela 1. Quantificag&o dos pacientes HIV positivos dos sexos
masculino e feminino com suspeitaclinicade neurotoxoplasmose
segundo a faixa etéria e atendidos no CHS no periodo
de01/01/2003 a29/11/2004.

Idade Feminino (%) Masculino (%)
0-20 7(153 3(4,9)
21-40 29(63) 38(60,3)
41-60 9(19,6) 19(30,1)
=60 121 0(0)
Sem Informacéo 0(0) 3(4,8)
Total 46(100) 63(100)

Tabela 2. Numero de examesrealizados em pacientes atendidos
no CHS no periodo de 01/01/2003 a 29/11/2004 com suspeita
clinicade neurotoxoplasmose.

Ano NUmero de casos (%)
2003 67(615)
2004 42(38,5)
Total 109(100)

Resultado da Técnica de IFI

63,5

60
52,1

50

40

30+

195

20

95 9.6

8,7 6.3 63

22

Né&o Reagente 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64

M feminino[d masculino

Figura 1. Titulo deanticorposanti-T. gondii obtidos pelo método
de imunofluorescéncia indireta (IFl) ao avaliar o LCR de
pacientes HIV positivos dos sexos masculino e feminino
atendidos naclinicade MI-CHS.
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CONCLUSAO

Os resultados apresentados corroboram em demonstrar
gue a Toxoplasmose pode apresentar-se de formamais grave e
invasivanos pacientes acometidos pelo virusHIV afetando com
maior frequiénciao SNC (neurotoxoplasmose). Pacientes do sexo
masculino apresentaram umaincidénciamaior desta associacéo
e os pacientes do sexo feminino umamenor frequéncia. A faixa
etéariaobservadafoi de 21 e 40 anos.

E importante o acompanhamento dos pacientes
portadores do virus HIV e com AIDS, mesmo agueles com
ausénciade anticorpos no soro e no LCR, pois podem ter baixa
atividade do T. gondii, sem manifestacéo clinica aparente.
Assim, seria oportuno avaliar o seguimento destes pacientes a
fim de determinar sinais de reativacéo da doenca no futuro.
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RESUMO

Este relato de caso aborda medicamento manipulado em farmécia magistral, que apresentou teor da
substanciaativaDigitoxinade 565% em relac&o ao declarado em suarotulagem. A solicitagcdo daandlise do
medicamento veio acompanhada de informe do médico e da autoridade sanitéria, na qual o paciente
apresentou quadro de intoxicacdo grave ap0s uso. Este episodio ilustra a dificuldade da garantia da
qualidade em estabel ecimento de farmécias magistrais, no processo da manipul agdo de medicamentos de
farmacos com indice terapéutico estreito como neste caso dos digitalicos.

Palavras-Chave. digitoxina; medicamento manipulado; controle de qualidade,

ABSTRACT

Theauthorsreport acase on an inaccurate pharmacy compounding of digitoxin compounded preparation,
which revealed an amount of 565% of active digitoxin in referenceto that concentration stated in the label.
The preparation analysis request was sent with a clinical record and sanitary authority notification on
severe digitalic intoxication symptoms presented by the patient after taking that medication. The reported
episode points up the lack of quality control at compounding pharmacies during dispensing drugs and

compounds, with narrow therapeutic indices as digitalis drug preparations.
Key Words. digitoxin; pharmaceutical compounding; quality control.

INTRODUCAO

Digitoxina & um heterosideo cardioativo empregado no
tratamento dainsuficiénciacardiaca, devido a suapotente agéo
sobre 0 musculo cardiaco. Os digitdlicos foram inicialmente
identificados e isolados em espécies dos géneros Digitalis,
Strophantus e Urginea , sendo conhecidos ja pelos egipcios e
romanos'.

A estrutura da digitoxina, similarmente a outros
heterésidos cardiotonicos, caracteriza-se pelo nucleo
fundamental ciclopentano-perhidrofenantrénico da genina
respectiva, em cujo carbono 17 liga-se um grupo lacténico
insaturado*

Os medicamentos cardiotonicos exercem atividade direta
sobre as fibras musculares cardiacas aumentando a forca
contrétil do coracdo e exercem acgdes importantes na
excitabilidade, automaticidade, velocidade de conducéo e
periodos refratérios do coragao2.

O indiceterapéutico de todos os farmacos cardiotonicos

€gproximadamente 0 mesmo, eamargem de segurancaé pequena,
poisadose terapéuticaé apenas 50 a60% inferior adosetoxica,
além disso adigitoxinaapresentaainda, maior tempo de meia-
vida, principalmente se comparada ao tempo de meia-vida da

P
R

H__

R = 3 moléculas de digitoxose

Figura 1. Estruturaquimicadadigitoxina.
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digoxina, e por ser eliminada mais lentamente do organismo,
resulta em maior duracdo da toxicidade. Superdoses ou uso
prolongado de glicosido digitélico levam a intoxicagdo por
digitalicos. As doses téxicas reduzem perigosamente o ritmo
cardiaco, devido aumaagéo direta sobre o centro regulador e o
tecido condutor, e 0 coracéo acaba por parar em sistole'?,

E dificil obter-se preparagdes farmacéuticas a base de
digitoxina industrializadas, por isso estes medicamentos tém
sido obtidos por manipulaggo em farméciasmagistrais. O objetivo
deste relato é apontar a seriedade da conseqliéncia do desvio
de qualidade de medicamento de faixa terapéutica estreita
manipuladaem farméciamagistral.

RELATO DO CASO

Em marco de 2005, capsulas manipuladas de digitoxina
foram encaminhadas ao Servico de Medicamentos, pela
autoridade sanitaria de municipio do interior do Estado de Sdo
Paulo para investigagdo da possibilidade do teor do farmaco
estar acima do declarado na rotulagem. Segundo constou na
descricdo do caso, 0 médico informaque seu paci ente faziauso
de digitoxina sob prescricdo manipulada e, ap6s ingestdo do
medicamento apresentou sintomade bradicardiaimportante, fato
que fez com que o médico suspeitasse do medicamento,
determinando ao paciente a interrupcéo imediata do uso,
providéncia que junto com a intervencdo médica adequada
levou a reversdo dos sintomas.

A prescrico para o paciente era Digitoxinanadosagem
de0,05mg por capsula, que consiste em dosagem de manutencéo
de acordo com o preconizado nos protocolos clinicos®.

A amostrafoi enviadaao Servigo de M edicamentos, pela
Vigilancia Sanitéaria do interior do Estado de S&o Paulo, e
segundo a documentac&o recebida tratava-se do medicamento
quefoi utilizado pelo paciente.

No laboratério, a amostra foi submetida a andlise
empregando-se 0os métodos oficiais descritos nas
farmacopéias. A cromatografia em camada delgada, para
avaliago preliminar e verificacdo, de eventual substanciando
declarada na formulagdo, foi realizada segundo descrito na
Farmacopéia Européa3?. edicéo, em placadesilicagel, usando
como fase mével misturade agua+ metanol + acetato de etila
(7,5:10:75) eaplacafoi aspergidacom umamisturaalcodlica
das solugdes de cloraminae écido tricloroacético, e examinada
sob luz ultravioleta. A presenca de manchas fluorescentes
amarel o-escurade mesmo Rf eforam obtidas parao padréo de
digitoxinae paraa amostra.

Para a andlise do teor de digitoxina, na amostra foram
empregadas duas metodologias oficiais:

a Metodologia descrita na Farmacopéia Européia 3°. edicao’ -
gue consiste na adi¢do de solucdo acalina de picrato de
sodio as solugbes etandlicas do padréo e das cpsulas da
amostraeleiturasa495 nm.
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b. Metodologia descrita na United States Pharmacopeia 282
edicdo (USP 28) foi realizada cromatografialiquida de alta
eficiéncia(CLAE), conforme preconizado empregando como
fase movel, agua e acetonitrila (55:45), coluna de octadecil
silano quimicamenteligados asilicaporosade 3—10 umde
didmetro e 25 cm, cominjecdo de50uL, fluxodel mL/mine
deteccdo em 218 nm. Além das sol ugBes daamostra, solugdes
dos padrbes de digitoxinae digoxina, foram empregadas para
confirmacdo do teste de adequabilidade do sistema, aamostra
e os padroes foram submetidos a CLAE com deteccéo em
218nm.

Todas as determinagdes anal iti cas reali zadas naamostra
revel aram presenca de digitoxinaem concentracao média muito
acima do declarado, constatando-se a superdosagem do
farmaco no medicamento.

Nao foram observadas outras manchas além da
digitoxina neste sistema cromatografico para a amostra. Os
resultadosindividuai s obtidos para cada capsulaanalisadaforam
0,312 mg; 0,271 mg; 0,280 mg; 0,252 mg; 0,260 mg; 0,275 mg;
0,335 mg; 0,275 mg que correspondem respectivamente a 624,
542, 560, 504, 518, 550, 670, 551 % do declarado narotulagem.
Sendo o valor médio encontrado das oito determinagdes de
0,283 mg correspondente a 565%.

O cromatograma obtido pela metodol ogia preconizada
pelaUSP 28 é mostrado aseguir, onde estaindicado o padrao de
digitoxina em duas concentragtes diferentes, e a mesma
concentracdo para o padréo de digoxina, na figura A e B. O
padréo de digoxina é empregado para avaliar a eficacia da

Figura 2. Cromatograma obtido em sistemade CLAE, segundo
USP 28°, para padréo de digitoxina, com tempo de retencdo de
14,2 minutos, nas concentragdesde 5,35 x10“mg/mL (A) e2,67x10
“mg/mL (B) frente apadréo de digoxina, (tempo deretencéo 3,5
minutos). Em C e D cromatogramaexibido pelaamostra contendo
digitoxina, mostrando tempo de retencéo de 14,3 minutos.
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separacdo da digitoxina no sistema. Nas figuras C e D podem
ser observadas as concentrages de digitoxina na amostra.

DISCUSSAO

Asandlises foram realizadas seguindo-se metodologia
oficial descrita em farmacopéias, por serem as de escolha
para utilizacdo nos laboratorios oficias de andlise de
medicamentos.

Os resultados analiticos de 0,283 mg por capsula,
correspondente a 565 % do teor declarado, confirmaram a
hip6tese de erro namanipulagéo, fato responsavel pelo quadro
deintoxicacgdo digitalicaexibido pelo paciente.

Estefarmaco empregado em doses demicrogramas, derta
para os problemas potenciais da manipulacéo de farmacos de
faixaterapéuticaestreita. As doses de manutencdo de digitoxina
sdo daordem de 0,05 mg* enquanto doses da ordem de 0,6 mg
diarios sdo empregadas para obtencdo de rapidadigitalizacdo,e
gue podem variar de acordo com as condic¢Bes do paciente,
presenca de outras enfermidades e utilizagc&o de medicamentos
concomitantemente ao uso do digitalico,

Erro damagnitude encontradanesterelato, témjustificado
apreocupacdo daANVISA edasVigilancias Sanitariasemgerd,
com aqualidade dos medicamentos de baixo indice terapéutico
manipulados em farmécias magistrais. Paratanto, estaem curso
revisao daRDC 33 de 19 de abril de 2000°, que trata das Boas
Préti cas de Mani pul agdo de M edicamentos, apontando-se nesta
revisdo, o estabelecimento de exigéncias especificas para a
mani pulagdo de farmacos de indiceterapéutico estreito, demodo
adiminuir os riscos ao paciente.

Além daslimitagGestecnol 6gicas parapromover diluicdo
e homogeinizagdo de pés e uniformidade de dosagem em
farmacos com indice terapéutico estreito, que sdo muito
potentes e empregados em quantidades extremamente
pequenas, as farmécias magistrais tém dificuldade de realizar
os testes de controle de qualidade no produto acabado’

O Servigo de Medicamentos tem recebido amostras de
medicamentos manipulados contendo farmacos com indice
terapéutico estreito, onde se constata a ocorréncia de
superdosagem e falta de uniformidade de contetido. Os autores
esperam que este relato possa ilustrar as autoridades
reguladoras, a necessidade de que normas rigidas sejam
efetivamente estabelecidas para as farmécias magistrais que
desejarem manipular medicamentos de indice terapéutico
estreito, de modo adiminuir o risco associado ao seu consumo.
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RESUMOS DE TESES E DISSERTAGOES

Estudo comparativo entre os métodos ELISA e Imunofluorescéncia
Indireta na andlise de amostras de sangue de caes provenientes de
municipios endémicos e enzodticos para leishmaniose visceral americana

Silva, R. M. da. ELISA and Indirect Immunofluorescence tests: Comparative study in the analyses of
blood samples of dogs from endemic and enzootic municipalities for American visceral leishmaniasis
Séo Paulo, SP, 2005. [Tese de Doutorado —Area: Epidemiologia. Faculdade de Satide Ptblica —USP].
Orientador: Prof. Dr. Almério de Castro Gomes.

O presente estudo avaliou 2002 amostras de sangue de cdes provenientes de areas endémicas (regido oeste do
Estado de Sao Paulo) e areas ndo endémicas (municipio de Sdo Paulo) para leishmaniose visceral americana
(LVA), com o objetivo de otimizar os testes sorologicos preconizados pelo Programa de Controle nos inquéritos
soroldgicos caninos, preconizados no Programa de Controle de LVA e produzidos por Biomanguinhos (Reagéo
de Imunofluorescéncia Indireta / RIFI-BM e Ensaio Imunoenzimatico ELISA / ELISA-BM. Para tal as amostras
de sangue foram agrupadas em trés bancos de dados: Banco (A) constituido por 97 amostras de sangue assim
caracterizadas: 51 amostras com exame parasitologico, soroldgico e sintomatologia definida como
assintomatica (2); oligossintomatica (18) e sintomatica (31); além destas, 46 amostras de sangue
sorologicamente negativas das quais 26 tinham exames parasitologico e soroldogico negativos e 20 somente
exames soroldgico negativos; Banco (B) composto por 174 amostras pareadas de soro e sangue colhidos em
papel filtro com diagnostico clinico, soroldgico e parasitologico; Banco (C) constituido de 1831 amostras de
sangue colhidas em papel-filtro, provenientes de 3 inquéritos sorologicos caninos realizados nos municipios de
Rubiacea (504 amostras), Piacati (607 amostras) e Luizidnia (720 amostras). A RIFI foi realizada
quantitativamente nas dilui¢cdes 1/20, 1/40, 1/80 e 1/160 e a leitura foi expressa por critério de cruzes sendo
atribuido porcentagens para cada leitura assim definidos: A) zero (0%), B) + (25%), C) ++ (50%), D) +++ (75%)
e E) ++++ (100%). Os resultados dos dois testes RIFI-BM e ELISA-BM foram comparados com os resultados
obtidos nos mesmos testes mas utilizando antigeno especifico de L.chagasi e permitiram concluir que a RIFI
com antigeno especifico (RIFI-CH) foi capaz de separar todos os verdadeiros negativos dos verdadeiros
positivos. Foi possivel ainda observar que a eficiéncia da RIFI-BM variou de 60% a 76%. Quando se
compararam os resultados da RIFI-BM com soro e com papel-filtro, na diluigdo 1/40, como preconiza o PCLVA,
observou-se que para a RIFI com papel-filtro o melhor ponto de corte ficou definido como 30%, ou seja acima
de 1+ (25%) e para o soro o ponto de corte ficou estabelecido em 45%. Portanto o novo parametro para o ponto
de corte da RIFI-BM deve ser a dilui¢do 1/40 com leituras de 2+ (50%), ou entdo 1/80 o que seguramente
diminuiria o nimero de falsos positivos. Da comparagdo resultados da RIFI-BM com os do ELISA-BM
observou-se uma discordancia de 23% entre os dois testes, ou seja 0 ELISA-BM deixou de diagnosticar 23% dos
resultados positivos em relagdo aos observados com a RIFI-BM. O ELISA BioManguinhos forneceu mais
resultados falsos positivos com o ponto de corte estabelecido pelo Kit, quando comparado com o novo ponto de
corte proposto neste estudo, que foi calculado a partir de controles negativos de eluatos. Quando o ELISA foi
avaliado com o novo ponto de corte nas 3 populagdes caninas dos inquéritos sorologicos (Rubidcea, Piacata e
Luizidnia) a soroprevaléncia diminuiu em quase 50% quando comparado com o mesmo teste com ponto de corte
preconizado p6 BioManguinhos. Os resultados do estudo demonstraram a urgéncia de se implementar iniciativas
para o aprimoramento de novos testes soroldgicos com antigenos especificos que sejam capazes de identificar e
separar as diferentes fases da doenga.

Tese disponivel na Biblioteca da Faculdade de Satide Publica da USP
e na Biblioteca do Instituto Adolfo Lutz (Sao Paulo —SP
E-mail: ritsilva@terra.com.br
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Investigacdo de leveduras no ambito hospitalar por diferentes técnicas
moleculares

Oliveira e Silva, R. B. de. Investigation of the yeasts from biotic source, in colonization state and infection,
and non-biotic sources in the hospitals for different molecular techniques.Araraquara, SP, 2005. [Tese de
Doutorado —Area: Biotecnologia. Instituto de Quimica —UNESP]. Orientadora: Profa. Dra. Maria José Soares
Mendes-Giannini

As leveduras s3o importantes constituintes da microbiota humana, dentre estas, o género Candida ¢é
predominante. Candida albicans ¢é a espécie de levedura mais incriminada em quadros de infec¢do hospitalar e
muita ateng¢do tém sido dada, atualmente, as espécies ndo-albicans e outros géneros, como Trichosporon. O
objetivo deste trabalho foi monitorar a distribuigdo das espécies de leveduras de fontes biodticas (orofaringe, fezes
e urina) e abidticas (leito), em estado de colonizacgdo dentro de hospitais; otimizar métodos baseados na analise
do DNA obtidos por simulagdo de fontes bidticas (sangue de voluntario saudavel contaminado) e abidticas
(solucdo fisioldgica contaminada); caracterizar fenotipica e genotipicamente leveduras emergentes e indicar
possiveis fontes transmissoras de agentes causadores de Infeccdo Hospitalar. De um total de 199 pacientes,
85,4% apresentaram colonizagdo e leveduras foram isoladas em 57,9% dos sitios analisados. Em 67 pacientes
(39,4%) mais de uma espécie foi encontrada nos sitios/espécimes analisados e em 42 (24,7%) uma Unica espécie
de levedura (maioria representada por C. albicans) em dois ou trés sitios. Houve predominio de Candida no-
albicans na colonizagdo dos pacientes (53,43%), seguido de C. albicans (39,7%). Os géneros Trichosporon spp e
Picchia spp representaram 5,1 e 1,8% dos isolados, respectivamente. Entre as ndo- albicans foi prevalente C.
tropicalis (30,8%), seguido de C. glabrata (14,7%), C. parapsilosis (7,7%), C. krusei (1,9%), C. guilliermondii
(1,6%) e C. lusitaniae (0,7%). A freqtiéncia de colonizagdo entre os sitios analisados foi de 37% para orofaringe
e 32% e 31% para reto e urina, respectivamente. Nas amostras de urina foi relevante a presenga de espécies ndo-
albicans (64,1%) e de Trichosporon asahii (14%). Néo foi observada colonizagdo por C. dubliniensis entre os
pacientes estudados. Em amostras de leito —fontes abioticas, C. parapsilosis foi isolada somente em duas
ocasides. Os métodos moleculares (PCR ITS, CA25SV3 e CA-INT; RFLP e RAPD) foram empregados com
sucesso a partir de 70 isolados de C. albicans escolhidos. Gendtipo A foi representado em 64,2% dos isolados de
C.albicans e 14,3% e 21,4% classificados como genotipo B e C, respectivamente. Ndo houve associa¢do entre
genotipo e linhagens invasivas nem genoétipo e material biologico. Os 13 isolados do Hospital B apresentaram
perfil idéntico (gendtipo A). A seqiiéncia iniciadora 6 empregada na tipagem de C.albicans pelo método de
RAPD foi adequada para determinar grupos genéticos relacionados e idénticos entre os isolados dos dois
hospitais. Os isolados seqiienciais de C. albicans de diferentes sitios e periodos alternados de coleta dos mesmos
pacientes apresentaram-se altamente relacionados pertencendo, na grande maioria, ao mesmo clone e/ou grupo.
A PCR e a analise pelo método de RAPD permitiram, portanto, a concomitante identificacdo das espécies e
andlise da diversidade entre as linhagens. Ndo foram encontradas diferencas significativas nos padrdes de
similaridade genética entre as linhagens de C. tropicalis a partir dos trés sitios analisados por RAPD com duas
seqiiéncias iniciadoras. A presenga de cepas de Trichosporon asahii, resistentes as drogas fluconazol,
itraconazol, 5-fluorocitosina ¢ anfotericina B, foi observada e a analise por RAPD sugeriu que estes isolados
foram similares nos diferentes sitios colonizados, sugerindo possivel fonte cruzada de colonizagdo. O estudo da
microbiota dos pacientes mostrou que um unico hospedeiro pode ser colonizado com multiplas espécies ou
multiplos gendtipos da mesma espécie no mesmo ou em diferentes sitios do corpo em amostras seqiienciais. Por
outro lado, o DNA gendémico de leveduras extraido em diferentes concentragdes 10(’,104 e 102, a partir de
amostras biodticas e abidticas contaminadas com C. parapsilosis, por diferentes metodologias, ndo apresentaram
diferencas quanto a sensibilidade, adotando-se, portanto a técnica mais simples com N-lauryl sarcosina 2%.
Assim, neste trabalho foram apresentados resultados inéditos de diferentes métodos de identificagdo e tipagem
em leveduras de colonizagdo e infeccdo de pacientes de Unidade de Tratamento Intensivo, bem como de
padronizagdo de metodologias de extragdo de DNA para uso em pesquisas de fontes bidticas e abidticas.

Tese disponivel na Biblioteca do Instituto de Quimica, UNESP/Araraquara —SP
e Biblioteca do Instituto Adolfo Lutz (Sao Paulo —SP)
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Herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8): Estudo de segmentos alvo do
genoma viral em amostras de sangue, saliva e urina de pacientes
infectados pelo HIV/aids, com e sem Sarcoma de Kaposi

Santos-Fortuna, E.de los Human Herpesvirus type 8 (HHV-8): Study of target segments of
the HHV-8 genoma in blood, saliva and urine of HIV/aids infected patients with or without
Kaposi's Sarcoma. Sao Paulo, 2005, [ Tese de Doutorado- Area de Analises Clinicas Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas —USP]. Orientadora: Adele Caterino de Araujo

Desde a descoberta do herpes virus humano tipo 8 (HHV-8) como o agente etioldgico do sarcoma
de Kaposi (SK) nas suas diferentes formas clinico-epidemioldgicas, varios estudos vém sendo
conduzidos com o intuito de determinar as vias de transmissao desse virus em populagdes endémicas e
de risco epidemiologico. Em regides endémicas, a transmissdo viral foi relacionada & transmissdo
horizontal de maes para filhos e entre irmdos e a sexual principalmente, nos casos de SK/aids. Com o
objetivo de determinar segmentos do genoma viral em fluidos biologicos e consequentemente seu
potencial infectante foi conduzido o presente trabalho. Foram avaliados quanto a presenga de
segmentos localizados em posigdes estratégicas do genoma do HHV-8 em sangue, saliva e urina de 76
pacientes com SK/aids, 19 pacientes com HIV/aids, 4 casos de SK classico e 11 individuos sadios
(HIV-soronegativos, sem SK). Foram utilizadas as técnicas de PCR “nested” para as ORF K1, ORF
25, ORF 26, ORF K8.1 ¢ ORF 73 em DNA extraido de material de bidpsia de lesdo de SK (controle
positivo), células do sangue periférico, saliva e urina. Os resultados de PCR positivo para o HHV-8
foram analisados quanto a varidveis epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais. Foram consideradas
como variaveis: sexo, cor, origem étnica, tempo de infec¢do por HIV e de acompanhamento do SK,
terapia ARV e para SK, contagem de células CD4+ e sorologia para o HHV-8 (IFI-LANA e IFI-
Litico). Os testes estatisticos de regressdo logistica e de razéo de chances foram usados para detectar
as associagdes estatisticamente significantes entre as PCRs positivas e as variaveis estudadas nos
grupos SK/aids ¢ HIV/aids. Os subtipos do HHV-8 foram também determinados pela técnica de PCR-
RFLP da ORF K1 (VRI1). Os resultados obtidos mostraram a deteccdo de DNA/HHV-8 em 80,2% do
material de biopsia, 69,7% no sangue, 59,2% na saliva e 21,0% na urina de pacientes com SK/aids.
No grupo HIV/aids, a PCR para o HHV-8 resultou positiva em 47,4% dos casos no sangue e em
26,3% na saliva e urina. J&4 no grupo SK classico 100% das bidpsias e salivas resultaram PCR positiva,
67% do sangue e 33% das urinas. A avaliagdo sorologica revelou 73,3% de reatividade para IFI-
LANA e 85,3% para a IFI-Litico no grupo SK/aids, enquanto o grupo HIV/aids mostrou reatividade
de 15,8% para IFI-LANA e 47,4% para IFI-Litico; todos os pacientes apresentaram resultados
reagentes nas duas sorologias para o HHV-8 no grupo de SK cléssico. No grupo controle sadio nio
houve reatividade na sorologia para o HHV-8, com exce¢do de um caso, que mostrou ser reagente na
IFI-LANA. Foi possivel realizar a subtipagem do HHV-8 em amostras de 69 pacientes, sendo
detectadas 27 cepas do subtipo A, 13 do subtipo B, 28 do subtipo C e 1 do subtipo E. Apoés as andlises
estatisticas foi verificado que as PCRs que identificam as regides ORF 26, ORF K8.1 e ORF 73 foram
as que apresentaram melhor desempenho na identificagdo de DNA/HHV-8. Houve associagdo entre a
reatividade de IFI-Litico e a presenca do virus no sangue periférico, assim como a reatividade para
IFI-LANA e a deteccdo de DNA/HHV-8 na saliva. Houve uma tendéncia dos subtipos B e C de HHV-
8 serem detectados em pacientes com infeccdo profunda ou disseminada de SK. Estes resultados
sugerem que a boca pode ser um sitio de laténcia da infeccdo por HHV-8 e confirmam a atuacdo de
sangue, saliva e urina como fluidos potencialmente infectantes.
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Medidas dos teores de tocoferdis e estabilidade oxidativa em 6leos de
fritura

CORSINI, M.da . STocopherol rates and oxidative stability measurement in frying oils. Sao José do Rio
Preto - SP. 2004. [Dissertagdo de Mestrado —Area: Ciéncia e Tecnologia de Alimentos —Universidade
Estadual Paulista —UNESP —Sao José do Rio Preto] Orientadora: Prof* Dr* Neuza Jorge.

E crescente o consumo de 6leos e gorduras vegetais e de alimentos pré-fritos congelados, devido a preferéncia
do consumidor por cardapios que aportem facilidade de preparo e manipulagdo. A fritura ¢ um dos processos
mais comuns para o preparo de alimentos, tanto na industria, como em praticas culinarias domésticas. Ela
confere ao alimento caracteristicas agradaveis de cor, sabor, textura e palatabilidade. Além dessas alteragdes
positivas, podem ocorrer também reacgdes, que modificam as qualidades funcionais e nutricionais podendo
chegar a niveis em que ndo se consegue mais produzir alimentos de qualidade. O presente estudo teve como
objetivos analisar os teores de tocoferdis e a estabilidade oxidativa dos 6leos de algoddo, girassol e palma
durante o processo de fritura descontinua de mandioca palito congelada e, ainda, verificar a absorcdo dos
o6leos, por meio das determinagdes da umidade e teor lipidico no produto frito. As frituras foram conduzidas
em uma fritadeira elétrica doméstica, onde o 6leo foi aquecido, a temperatura de 180°C, por 25 horas, com
reposicao de 6leo fresco. Os resultados obtidos das determinacdes analiticas foram submetidos as analises de
varidncia, em esquema fatorial, no delineamento inteiramente casualizado, de modo a determinar a influéncia
dos fatores 6leos e tempos de fritura sobre as alteragdes nos 6leos ¢ no produto. Os resultados mostraram que
as menores alteragdes ocorreram para o 6leo de palma, mais saturado. Para os 6leos mais insaturados,
verificou-se que, conforme diminuiu o teor de tocoferois, aumentou a formagdo dos compostos de degradagéo
e diminuiu a estabilidade oxidativa dos 6leos. Apesar das diferengas na composi¢do em acidos graxos, os
o6leos estudados ndo apresentaram, em nenhuma analise, valores acima dos limites recomendados em alguns
paises para o descarte dos mesmos, independentemente do tempo de aquecimento. Observou-se, também, que,
apods os processos de fritura, ocorreu diminui¢do da umidade e aumento do teor lipidico da mandioca, o que
representa produto final de elevado teor caldrico.
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Evaluation of the immune response in rabbits immunized intranasally
with antigens of Neisseria meningitidis B selected for the immunotypes
L3,7,91 or 81 with monoclonal antibodies

Ferraz, A. S. Avaliacdo da resposta imune em coelhos pela via de imunizagéo nasal com antigenos de
Neisseria meningitis B selecionados para os imunotipos L3,7,9T e L8T por meio de anticorpos
monoclonais. Sio Paulo, SP, 2005 [Dissertagio de Mestrado - Area de concentragio: Pesquisas
Laboratoriais em Satde Publica.2005, Programa de Pds—Graduacao em Ciéncias da Coordenadoria de
controle de Doengas da Secretaria de Estado da Saude de Sao Paulo. Orientadora: Elizabeth N De Gaspari

Serogroup B Neisseria meningitidis is responsible for fulminant septcemia and it is a common cause of
pyogenic meningitis. In addition to sporadic outbreaks, large epidemics of serogroup B meningococcal
disease occur in many parts of the world. Therefore, the development of a vaccine against N.meningididis
serogroup B remains a high priority worldwide. Unlike others serogroups to wich the capsular
polysaccharides constitute efficacious vaccines, the serogroup B capsule is poorly immunogenic in
humans. In modern vaccine development, strong emphasis has been laid on mucosal immunization system.
In particular, the intranasal (i.n) holds promise for a potential induction of protective immune responses,
since its able to elicit both local and strong systemic immune response. Intranasal vaccination may
therefore be of particular interest against respiratory tract infections, such as those caused by
N.meningitidis. Lipopolysaccharides(LPS) are complex molecules which are part of outer membrane, of
Gram-negative bacteria. The advantage of mucosal immunization is that vaccines containing
lipopolysaccharides may be delivered safely via mucosa route without causing adverse side effect seen in
parental immunization. The New Zeland white rabbits was employed as model for representative by
intranasal immunization in humans with regards to vaccine disposition. Immunizing with native outer
membrane vesicles (NOMV) would be an excellent way to prevent meningococcal antigens in their native
conformations; however, NOMV(Native Outer Membrane Vesicles) does contain native endotoxin that
would cause unwanted local and systemic reactions if given intramuscularly (i.m) administered in humans.
Endotoxin is highly pyrogenic, and we found that in rabbits as little of 0,1 ug of NOMYV caused a pyrogenic
response when delivered intravenously. On the other hand, when 400pg of NOMV were inoculated in
rabbits intranasally no pyrogenic or other untoward responses. In the present study the immunogenicity of
NOMYV administered in rabbits divided in groups of rabbits immunized at 7-days intervals. Antigens used
included: NOMYV of the strains B:4:P1.15.L3,7,9,8, NOMV B:4:P1.15.1.3,7,8,9 , B:4:P1.15.L3,7,9,8
selected by colony blot using monoclonal antibody. The antigens preparations were adminestered to
nonanesthetized intranasally rabbits i.n with 1000 pg protein in a 1.0mLvolume. Nasal lavage samples were
collected prior to initial immunization and 35° days latter by instilling 2.5mL of sterile PBS into nostril. The
rabbits head directed in aslight downward direction. The nasal lavage was collected from contralateral
nostril into a sterile Petri dish. Kinetics of immune response using different concentration of of NOMV
administered in was analysed. Rabbits immunized in four times with NOMV from the strain
B:4:P1.15.13,7,9,8 had lower bactericidal titers and IgG levels in sera compared with the same strain
selected with MAb for the immunotypes 1.3,7,9 or 8 . Also difference in specificity of produced the IgG
antibodies on Immunoblot were detected. Immunoblot showed that on day 35° sera reacted with a wide
variety of immunoreactive bands , including class 2, class 4, 50kDa , as well as L8 LOS, NspA and NadA.
Marked increases of serum IgG and Nasal lavage (IgA) to N.menigitidis was detected by ELISA . These
data emphasize the importance of establishing of LPS immunotypes in order to produce a future
meningococcal cavvine able of generating long lasting immunity in all population.
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Immunogenicity of intranasally administered class 5C protein of
Neisseria meningitidis in mice

Carmo,A. M.dos S. Estudo da Imunogenicidade da proteina de Classe SC de Neisseria meningitidis B em camundongos imuni-
zados pela via nasal. Sio Paulo, SP, 2005 [Dissertagiio de Mestrado - Area de concentragiio: Pesquisas Laboratoriais em Saude
Pablica. 2005 - Programa de Pos ~Graduagio em Ciéncias da Coordenadoria de controle de Doengas da Secretaria de Esiado da

Saude de Sao Paulo, Orientadora: Elizabeth N De Gaspari

Neisseria meningitidis is a human pathogen for which
no fully effective vaccine is available. Meningococeal vaccines
currently approved for use in humans are made from purified
capsular polysaccharides. Such vaccines are effective against
serogroups A and C, although in the United States, a
quadrivalent vaccine containing four types of meningococcal
serogroups A, C, Y, and W-135) is effective among people over
two years of age. Unfortunately, such capsular polysaccharide
vaccines present limitations as they have no effect on children

OMPs N. meningitidis are designated from class 1 through
class 5. However, OMP vaccines are weak antigens in infants.
In an effort to establish efficient immunization in infants, we
here tested a vaccine consisting of purified class 5C protein
from one reference Neisseria meningitidis serogroup B and
different adjuvants. This study aimed to investigate adjuvants
such as Bordetella pertussis, cholera toxin and LPS (L8 and
L.379) to asses the modulation of the immune response against
this protein admnistered by intranasal route to newborn/ young
and adult BALB/c mice. IgG, 1gM, IgA were evaluated by
ELISA and Immunoblotting. As indicator of protective
immunity, avidity index and bactericidal serum activity assays
were performed, The sera from immunized animals showed IgG
and IgM with high and intermediary avidity indexes that
showed good correlation with the bactericidal serum activity.

younger than two years and the immune response is short-
lived in older children and in adoleseents. Development of a
vaccine against serogroup B poses an enormous problem due
to the similarity between the B capsular polysaccharide
structure and a polysialic acid containing glycopeptides that
are part of the human brain tissue, raising the possibility of
occurrence of autoimmunity. Promising studies have been
conducted on the development of a vaccine based on N.
meningitidis outer membrane proteins (OMPs). The major

All the adjuvant used were capable to increase the immune
response against the class SC protein, However, LPS was more
effective for use in adult mice, while B. pertussis showed better
results in neonate/ young mice. The intranasal route was
adequate to administer the antigen in order to sensitizc
efficiently the cells of the immune system that were stimulated
quickly by intramuscular route of immunization. The data
suggest that the class SC protein is important in the induction
of mucosal immunity for the Neisseria meningitidis B.

Dissertagiio disponivel na Biblioteca da Secretaria da Saude
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Amperometric immunosensor using Tc85-11 protein and investigations of
the protein interaction with anti-T. Cruzi antibody by atomic force
microscopy

Ferreira, A. A. P. Imunossensor amperométrico empregando a proteina Tc85-11 e investigacdes da
interacdo da proteina com anticorpo anti-T Cruzi por microscopia de forga atdmica —Araraquara, SP,
2005, [ Tese de Doutorado —Instituto de Quimica —UNESP —Araraquara]

Chagas’ disease is an American trypanosomiasis caused by the hemoflagellate Trypanosoma cruzi (T. cruzi). In
Brazil, the control measures to eradicate the populations of native triatomine species have significantly reduced
the risk of T. cruzi transmission by contaminated hematophagous insects but contamination by blood transfusion
is still a serious problem, particularly in remote regions. The detection of antigen in blood sera could be useful
just for the acute phase of the Chagas’ disease while the detection of anti-T. cruzi antibodies in the serologic
analysis is the chosen method for the etiological diagnosis of Chagas’ disease in the chronic phase.The present
work reports the development of an amperometric immunosensor for the diagnosis of Chagas’ disease and the
preliminary investigation on atomic force microscopy (AFM) by using a specific glycoprotein of the
trypomastigote surface which belongs to the Tc85-11 protein family of Trypanosoma cruzi Tc85-11 was
expressed as polyhistidine fusion protein using the vector pCR T7/NT TOPO® Cloning (Invitrogen) and
Escherichia coli strain BL21 (DE3) plysS (Invitrogen). Tc85-11 protein was purified from inclusion bodies,
solubilized in 50 mM Tris-HCI, pH 6.0, 100 mM NaCl and 1 M imidazole and purified with a Ni*'
(nitrilotriacetic  acid)-column (Chelating Sepharose Fast Flow resin/Amersham-Pharmacia Biotech).
Approximately 0.08 mg mL™" of Tc85-11 protein was obtained. The presence of the recombinant protein was
detected by SDS-PAGE (9% gel) and Western blot, employing anti-His tag antibodies (Amersham Pharmacia
Biotech). The Tc85-11 protein was kindly donated by Walter Colli and Maria Julia M. Alves (USP, Inst. Chem.,
SP, Brazil). Screen-printed electrodes (Au-2%Pd, Ag-2%Pd and Au-2%Pd as working, reference and auxiliary
electrodes, respectively), were supllied by BVT Technologies, Brno, Czech Republic. The screen-printed
electrodes (SPE) were modified with cysteamine and later activated with glutaraldehyde, which were used to
form the covalent bond with the purified recombinant antigen (Tc85-11). The affinity reaction between
immobilized antigen and antibody anti-T. cruzi (primary antibody), present in sanguineous serum of patients
with Chagas’ disease, was monitored by anti-IgG peroxidase conjugate (secondary antibody). This enzyme, in
the presence of hydrogen peroxide and potassium iodide, catalyses the I, formation and the reduction current
intensity was measured at —400 mV vs Ag-2%Pd screen-printed electrode at 25 °C. Electrochemical
measurements were performed with a potentiostat-galvanostat (PGSTATI0 from Eco-Chemie, The
Netherlands). The best results were obtained with the following conditions: dilutions of 1:20, 1:40, 1:4000 for
antigen, primary antibody and secondary antibody, respectively; 1x10* and 3x10™ mol L™ for H,0, and KI
concentrations, respectively. The threshold of reactivity (cut off) was —0.158 pA. The immunosensor was
applied to sera of chagasic patients and patients having different systemic diseases. Lupus erythematosus,
hepatitis, HIV, schistosomiasis, paracoccidioidomicosis, rheumatic arthritis, anti-T. cruzi positive and negative
sera were obtained from Diagnosis Laboratory of Faculty of Pharmaceutical Sciences (Unesp, Araraquara, SP,
Brazil). Sera from hosts of systemic infections (leprosy, leishmaniasis (sp), were freely supplied by Instituto
Adolf Lutz (Sao Paulo, SP, Brazil) and Instituto Lauro de Souza Lima (Bauru, SP, Brazil). An Extend
Multimode Atomic Force Microscope controlled by a Nanoscope Illa electronics (Digital Instruments, Santa
Barbara, CA, USA) operating was used to image the electrode surface before and after the different
modifications. Silicon cantilevers with a force constant of 34-65 Nm™' and resonant frequency of 321-396 kHz
were purchased from NanoWorld (Neuchatel, Switzerland). Digital Nanoscope software (v 4.22) was used to
analyze the topographic images. The gold substrates used for the AFM studies were obtained depositing a gold
layer either on silicon or on Si;Ny slides with a sputter system (Sputter Coater S150B, BOC Edwards, UK)
followed by a thermal annealing. The atomically flat gold surface with roughness (rms) of 0.07 nm was modified
with cysteamine, glutaraldehyde, and then antigen Tc85-11. In this case, no anti-IgG peroxidase conjugate was
needed. Surface imaging at different levels of modification and antigen-antibody binding allow us to distinguish
the affinity reactions. The specific interaction of the Tc85-11 protein with the anti-T. cruzi antibody was
demonstrated by AFM resolute imaging. The studies had indicated that the Tc85-11 protein is suitable for
serological diagnosis of Chagas” disease using amperometric immunosensors. However, using the immunosensor



a distinguishing between Chagas’ and leishmaniasis diseases was not possible yet. Future research will be
focused on the interaction of Tc85-11 protein with sera of leishmaniasis by AFM.

Tese disponivel na Biblioteca do Instituto de Quimica da UNESP
E-mail: antoferr@posgrad.ig.unesp.br
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