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RESUMO

A qualidade do leite consumido no Brasil ¢ uma constante preocupagio de técnicos e autoridades ligadas
as areas de saude e de laticinios. Considerando-se a importancia do leite na alimenta¢do humana, é preciso
ter conhecimento e fazer averiguagdo das metodologias empregadas para identificar as fraudes no leite,
bem como realizar aperfeicoamento das técnicas de detecgao, com o intuito de garantir a sua autenticidade.
Desta forma, este artigo tem por finalidade relatar as principais fraudes de leite evidenciadas, e de acordo
com os métodos de detecgdo utilizados.

Palavras-chave. anilises fisico-quimicas, fraude, leite.

ABSTRACT

The quality of the milk consumed in the country is a constant concern of technicians and authorities
affiliated to the health and dairy products areas. Considering the importance of milk in human nutrition,
the paramount issues are the investigation on the methodologies used for detecting fraudulent addition in
milk and the improvement of detection techniques in order to ensure its authenticity. The present study
aims at reporting the major milk adulterations in accordance with the methodologies used for detecting
frauds.

Keywords. physico-chemical analyses, adulteration, milk.

244 Rev Inst Adolfo Lutz. 2014; 73(3):244-51



Abrantes MR, Campélo CS, Silva JBA. Fraude em leite: Métodos de detecgdo e implicagdes para o consumidor. Rev Inst Adolfo Lutz.

Sao Paulo, 2014; 73(3):244-51.

INTRODUCAO

A qualidade dos alimentos é um problema
mundial, sendo necessaria a deteccdo de produtos
fraudados e de qualidade inferior no mercado'. Nas
industrias de laticinios, os principais prejuizos com
as fraudes sdo a redu¢io do rendimento de alguns
produtos lacteos, a diminui¢do do valor nutricional,
a alteracdo da qualidade dos produtos beneficiados e
o risco aos consumidores em virtude da presenga de
substancias que podem causar mal a satde, tais como
agente antimicrobianos, reconstituintes de densidade e
neutralizante de acidez entre outras>’.

Inicialmente, as adulteracdes do leite almejavam
o aumento do volume, por meio da adigdo de agua, e
desnate para produgdo de creme de leite. Posteriormente,
foram surgindo novos tipos de adulteragdes, como adigdo
de soro de queijo, de substancias conservantes (peréxido
de hidrogénio), neutralizantes (hidréxido de sédio,
bicarbonato de sddio) e reconstituintes da densidade e
crioscopia (sal, agucar, amido)*.

Sousa® afirma que a venda de produtos
lacteos inseguros a partir de leite cru ¢ verificado
em todo o territdrio nacional ameacando a saude da
populag¢ao de uma maneira geral, e principalmente dos
imunologicamente mais frageis como criangas, idosos
e imunocomprometidos. Em 2007, a Policia Federal
flagrou duas cooperativas de laticinios no estado de
Minas Gerais acusadas de adicionar soro de leite,
peréxido de hidrogénio e hidréxido de sédio ao leite
longa vida integral, numa operagao que ficou conhecida
como “Ouro Branco”. No inicio de 2013, o Ministério
Publico desencadeou a “Opera¢do Leite Compensado”
com o objetivo de coibir a fraude em leite cru que era
realizada por um grupo de transportadores do interior
do Rio Grande do Sul com adigdo de agua e ureia®.
Em 2014, ja foi deflagrada a chamada “Operacao Leite
Adulterado” I e II, no estado de Santa Catarina®, e o III
envolvendo os estados de Santa Catarina e Rio Grande
do Sul, com o objetivo de investigar e punir os envolvidos
em adulteracdo de leite.

A legislacdo brasileira considera fraude, a adicao
de agua; subtragdo de qualquer dos seus componentes,
exceto a gordura nos tipos “C” e “magro’; adigdo de
substancias conservadoras ou de quaisquer elementos
estranhos a sua composicio; for de um tipo e se
apresentar rotulado como de outro de categoria superior;
cru vendido como pasteurizado; for exposto ao consumo

sem as devidas garantias de inviolabilidade’.

Atualmente as atividades de controle de qualidade
do leite incluem prevencéio de fraudes e adultera¢des do
produto “in natura” Segundo Zhang et al®, é necessario
introduzir algum método de detecgdo sensivel e preciso
na rastreabilidade de alimentos no intuito de prevenir e
verificar fraudes em produtos.

Assim, este trabalho tem como objetivo discorrer
sobre os diferentes tipos de fraudes em leite e algumas
técnicas utilizadas na detec¢do das mesmas, a partir de
uma analise de dados e informagoes obtidas em pesquisa
da literatura, bem como a implicacdo desse problema
para o consumidor.

ALTERACAO INTENCIONAL NA COMPOSICAO
DO LEITE

A composicio do leite é complexa e pode
apresentar variacdo influenciada por fatores como a
raga, alimentacdo, idade e numero de paricdes, tempo
de lactacdo e varia¢des climaticas. H4 limites para essa
variacdo, tanto para detectar problemas na producio,
como para acusar adulteragdes no produto’. Os
parametros oficiais utilizados para este controle incluem
acidez, densidade a 15 °C, indice crioscopico, percentual
de gordura e de sélidos nao soluveis™.

As maiores preocupa¢des quanto a qualidade
tisico-quimica do leite estdo associadas ao estado de
conservacdo, a eficiéncia do seu tratamento térmico
e integridade fisico-quimica, principalmente aquela
relacionada a adi¢do ou remocio de substincias quimicas
proprias ou estranhas a sua composi¢do'!.

A fraude pode ocorrer devido a adi¢ao de agua
ao leite, que vai alterar o seu indice de crioscopia, ou
mesmo a adi¢do de qualquer outra substincia que podera
também alterar outros pardmetros fisico-quimicos como
a densidade, acidez e teor de sélidos nao gordurosos“}
Ha também riscos destas substancias serem prejudiciais
a saide do consumidor.

O leite contaminado por residuos de antibioticos
também ¢ considerado adulterado e improéprio para
industrializagdo, pois afeta o processamento dos
derivados lacteos como queijo e demais produtos
fermentados e, para o consumo por causar Varios
problemas, tais como os microbioldgicos, na selegdo de
cepas resistentes, os imunopatoldgicos, por desencadear
reacdes de hipersensibilidade e choque anafilatico, e os
toxicofarmacoldgicos, devido ao efeito teratogenico'*'*.
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Para deteccdo de fraudes sdo utilizadas
diversas técnicas de rotina’ e novas metodologias sdo
desenvolvidas a partir da necessidade, em resposta a um
novo tipo de fraude que esteja sendo utilizado®.

Wanderley et al” avaliaram o comportamento
dos métodos analiticos oficiais de rotina (lipidios,
extrato seco desengordurado, acidez titulavel, densidade
relativa a 15 °C e crioscopia) e de deteccao de fraudes
utilizadas para leite fluido. De acordo com os autores,
as andlises oficiais de rotina ndo foram eficazes na
deteccdo de irregularidades no leite, sendo necessario
realizar analises complementares de substancias
neutralizantes da acidez, conservantes e reconstituintes

da densidade.

Adigao de agua

A principal fraude detectada no leite ainda
continua sendo a adi¢do de agua com o objetivo de
aumentar seu volume'®". A adi¢ao de agua no leite reduz
de forma significativa o seu valor nutritivo, procedimento
este que além de prejudicar a qualidade microbiolégica
do produto, reflete a falta de comprometimento com a
producio de leite com qualidade®.

A crioscopia indica a temperatura de
congelamento do leite, sendo que essa medigdo do
ponto de congelamento é usada como forma de detectar
fraude por adigdo de agua. O ponto de congelamento
¢ determinado, principalmente, pelos elementos
solaveis do leite, em especial a lactose'*?. Esta andlise
representa um importante atributo qualitativo do leite
“in natura” e um determinador da autenticidade do leite
de consumo?.

Rosa-Campos et al®, utilizando metodologias
adotadas pelo Instituto Adolfo Lutz, ao analisar oito
marcas de leite pasteurizado tipo C na regido de Brasilia,
constataram que uma marca, apresentou ponto de
crioscopia e a porcentagem de gordura fora do padrao.
Ja Mendes et al'® evidenciaram que 50 % de amostras de
leite informal comercializado na cidade de Mossoré/RN
apresentaram-se fora dos padroes para crioscopia, seguida
do Extrato Seco Desengordurado (ESD) (40,6 %), Extrato
Seco Total (EST) (21,9 %), densidade (18,8 %) e acidez
(6,2 %).

A presenga de agua pode ser percebida pela
interpretacio dos valores obtidos na crioscopia e
densidade. A densidade fica reduzida e a crioscopia
mais alta, de modo que o valor se aproxima do ponto de
congelamento da agua.
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Desnate

O desnate, retirada de gordura, na propriedade
rural é considerada ilegal e é um dos possiveis fatores
que podem afetar a porcentagem da gordura no leite’.
A determina¢do de gordura ¢ também um dos meios
utilizados para verificar fraude em leite*.

A determinacio da densidade serve como
método de deteccido de fraudes no leite no que se refere
ao desnate ou a adi¢ao de agua, apesar de nao ser um
teste conclusivo, pois leites com alto teor de gordura
apresentam-se com valores de densidade menores em
virtude da baixa densidade das gorduras®'. O desnate do
leite e a adigdo de amido sdo alteracdes que fazem a
densidade aumentar'.

Silva et al*, em pesquisa com leite pasteurizado
destinado ao programa do leite no estado Alagoas,
utilizando métodos convencionais, constataram que 112
(32 %) amostras analisadas quanto ao teor de gordura
nao atenderam aos padrdes fisico-quimicos segundo a
legislagao vigente®.

Adigao de alcalinos

E considerada fraude intensional, a adicdo
de solugdes alcalinas no leite no intuito de aumentar
de conservagdo ou diminuir a acidez. No entanto, a
presenca dessas substancias pode ocorrer devido a falhas
da higienizagdo e da sanitizagdo que utilizam solugdes
alcalinas na limpeza de equipamentos, utensilios ou
mesmo da prdpria estrutura fisica para remogdo de
gordura do leite*.

Oliveira e Santos® evidenciaram substancias
alcalinas em 24 (80 %) amostras de leite pasteurizado
estado do Ceara.

Adicgao de conservantes

Outro tipo de fraude do leite é a adigdo
bicarbonatos, formol, acido bdrico, perdxido de
hidrogénio, bicromato de potassio, hipocloritos e acido
salicilico empregados como conservantes**.

O formol e o perdxido de hidrogénio sdo
utilizados em fraudes de leite que visam paralisar a
atividade microbiana. Leites com carga microbiana
elevada apresentam pH alterado e, consequentemente,
acidez Dornic elevada, diagnosticado através dos testes
de plataforma efetuados durante a recepcio, o que causa
recusa do leite pelo laticinio®.

Fimino et al”, em estudo com leite cru dos
tanques de expansdo da regiao de Rio Pomba, Minas
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Gerais, verificaram presenga de formol e de nitrato em
13,0 % e 40,0 % das amostras, respectivamente.

Adigao de reconstituintes

De acordo com a IN 62!, ndo é permitida a
utiliza¢do de aditivos e coadjuvantes de tecnologia na
elaboracio do leite. Mesmo que a adi¢do desses elementos
ndo cause problemas de satide humana, uma vez que nao
sao toxicos, a legislagdo nao permite sua adi¢ao ao leite®.

Em 2008, na China ocorreu um dos mais graves
exemplos de fraude, onde morreram seis pessoas e 300
mil pessoas adoeceram, devido a adicdo de melamina ao
leite no intuito de mascarar o seu valor protéico®.

FirminoetalV, verificando o uso dereconstituintes
da densidade, ndo observaram presenca de amido,
entretanto, foram observados resultados positivos para
andlise de sacarose em 6,0 %, em 36,0 % das amostras
para analise de cloretos, 48,0 % para a presenca de pus e
em 52,0 % para presenga de urina.

A presenca de ureia no leite indica a adi¢ao de
urina animal ou ureia pecudria. A urina é usada para
aumentar o volume e, como tem a densidade muito
proxima a do leite, a altera¢do é muito pequena®.

Rosa-Campos et al? detectaram presenca de
sacarose em larga escala. De acordo com Behmer?, o
amido, o agtcar e a urina sdo utilizados criminosamente
para encobrir aguagem do leite, aumentando a densidade.

Adicao de soro de queijo ao leite

A legislagao brasileira, e também a de todos os
paises desenvolvidos, proibe a adi¢ao de soro de queijo
ao leite de consumo. Caso a adigao seja feita, o produto
final deverd chamar-se “bebida lactea” e ndo poderia ser
considerado leite (tipo A, B, C, esterilizado, etc.)*.

A legislagao brasileira considera fraude a adi¢ao
de soro de queijo ao leite pasteurizado, esterilizado ou
em pd. Entretanto, por estar quase sempre disponivel,
uma vez que ¢ um subproduto da fabricacao de queijos,
de custo reduzido ou nulo, torna-se economicamente
atrativa a adi¢ao de soro de queijo ao leite, prejudicando
diretamente o consumidor e os concorrentes que
obedecem a legislacdo, além de incorrer em crimes
previstos na legislacaio. Uma vez que a adicao de soro
de queijo ao leite compromete a sua qualidade, torna-
se imprescindivel o controle deste importante alimento
distribuido aos consumidores, para sua utilizagdo como
se fosse leite puro™.

Esta adigdo, assim como qualquer outra, é

proibida pela legislagdo brasileira por reduzir o valor
nutritivo do alimento diluindo os teores de proteinas e
gorduras. Caracteriza, ainda, pratica abusiva que lesa os
direitos do consumidor e que pode, em casos de consumo
prolongado, gerar desnutricdo, principalmente em
lactentes. No entanto, para uma grande diversidade de
outros produtos como leites fermentados, achocolatados,
confeitos, panificagdes e as denominadas bebidas lacteas,
o soro de queijo ¢ um ingrediente de uso comum?.

A adigdo fraudulenta de soro ao leite é
normalmente detectada e quantificada pela determinac¢ao
do glicomacropeptideo (GMP), que resulta da quebra
da ligagdo peptidica da k-caseina entre os aminoacidos
105-106 Phe-Met. Desta cisio forma-se a para-k-
caseina (1-105) que permanece nas micelas de caseina
e o glicomacropeptideo (106-169) que fica no soro®.
No entanto, proteases termoestaveis produzidas por
micro-organismos  psicrotroficos podem, também,
ser responsaveis por esse fendmeno mesmo apods o
tratamento térmico®.

Os hidrolisados podem ser caracterizados
utilizando-se métodos que fornecem diferentes
informagdes como a eletroforese em gel de poliacrilamida
em presenca de uréia (ureia-PAGE), que permite boa
resolucdo dos peptideos com sua carga; eletroforese
em presenca de duodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE),
que apresenta uma relacdo muito boa dos peptideos,
especialmente com relagdo a sua massa; Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), de fase reversa, que
permite uma resolu¢do muito boa dos peptideos com
relagao aos aspectos de hidrofobicidade e hidrofilicidade;
e a de exclusdo, que permite uma separacio satisfatoria
dos peptideos com base em seu tamanho**. Além
desses, outros sio também citados para esta deteccido
em produtos lacteos, como os citados por Bremer®,
sendo eles colorimétricos ou imunoldgicos, e mais
recentemente, a eletroforese capilar, a espectrometria de
massa e os biosensores.

Em pesquisa de leite cru foi detectado percentual
médio estimado de soro lacteo no leite variando de
0,81 % a 11,74 %. De acordo com os autores, essas baixas
concentragdes de soro encontradas em muitas amostras
analisadas podem estar relacionadas com a ocorréncia de
mastite e com a agdo dos micro-organismos psicrotroficos
proteoliticos encontrados no leite desta regiao de Rio Pomba,
MG. Ja que, a protedlise causada por micro-organismos
psicrotroficos no leite, principalmente Pseudomonas  ssp.,
proporciona a degradagao parcial da caseina liberando
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peptideos contendo acido sidlico, que influencia no método
de deteccio de adi¢do de soro ao leite'’.

Ja Montafez et al*’ avaliaram a presenga de GMP
utilizando SDS-PAGE em 108 amostras de leite em pé e
detectaram amostras positivas para fraude por adicao de
soro em 14,81 % das amostras.

Residuos de antibioticos

De acordo com o Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento, nio é permitido o envio de
leite a estabelecimento industrial quando oriundo de
animais que estejam sendo submetidos a tratamento
com drogas e medicamentos de uso veterindrio em geral,
passiveis de eliminac¢ao pelo leite, motivo pelo qual devem
ser afastados da produgdo pelo periodo recomendado
pelo fabricante, de forma a assegurar que os residuos da
droga ndo sejam superiores aos niveis fixados em normas
especificas®.

Métodos usados para garantir amostras livres de
residuos de antimicrobianos incluem: método de inibicao
microbiolégica, métodos imunoldgicos, métodos
enzimaticos, cromatografia gasosa, cromatografia em
camada delgada e cromatografia liquida de alta pressao®.
Vérios kits comerciais para pesquisa de antimicrobianos
em leite estdo disponiveis no mercado, sendo de facil

realizacao, relativamente baratos e mecanizados,
possibilitando analise de varias amostras ao mesmo
tempo?.

Costa e Lobato?, em estudo com leite e bebida
lactea UHT utilizando teste de inibicdo microbiana
comercial, observaram uma freqiiéncia de contaminacao
no teste de 1,1 % para amostras de leite UHT.

Segundo Tronco®, a adigdo de substancias
estranhas a composi¢do normal do leite esta ligada a
fraudes que podem ocorrer desde a fonte de producio

até a fase de comercializagio.
FALHAS NA PASTEURIZACAO

Para verificar a eficiéncia da pasteurizacdo do
leite, o processo depende de fatores especificos como o
nimero de micro-organismos iniciais razoavelmente
baixo, o leite deve ser mantido em temperatura imprépria
ao crescimento microbiano, embalagem adequada e as
caracteristicas fisico-quimicas do leite cru preservadas
ao maximo*. Ainda deve avaliar a eficiéncia desse
processo através de provas enzimaticas, como fosfatase
e peroxidase, por meio de testes que comprovem a
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presenga ou auséncia destas enzimas no leite*’. A
legislagao vigente'® considera que o leite pasteurizado
deve apresentar teste negativo para fosfatase alcalina e
teste positivo para peroxidase.

A enzima fosfatase, presente no leite cru e
em muitos tecidos, é destruida por um processo de
pasteurizacio adequado. Assim, pode-se determinar se o
leite foi suficientemente pasteurizado, testando a auséncia
dessa enzima®. Ja a prova de peroxidase também é usada
como indice de eficiéncia da pasteurizagdo e a averiguagdo
de que ndo houve super aquecimento do leite. A enzima
peroxidase ¢ termorresistente e s6 é inativada quando
submetida a temperaturas superiores a 80 °C*.

Paiva*, em estudo com leite pasteurizado tipo C
distribuido em programa social governamental no estado
de Minas Gerais, constatou presenca de fosfatase alcalina
em 23,18 % e auséncia de lactoperoxidase em 22,52 %
das 151 amostras analisadas, utilizando método oficial na
pesquisa da enzima lactoperoxidase e Kit comercial para
fosfatase alcalina. Ja Silva et al*®, utilizando método oficial,
observaram que apenas 10 % das 30 amostras analisadas
atingiram a temperatura ideal de pasteuriza¢ao, sendo
confirmado presenca de fosfatase alcalina.

A pasteurizagdo ineficiente pode trazer uma
série de prejuizos a populagdo, uma vez que expde o
consumidor a veiculagio de varios micro-organismos
patogénicos. Por outro lado, o superaquecimento do leite
além de ser maléfico no que se refere ao seu conteudo
nutricional pode também mascarar a baixa qualidade da
matéria-prima*.

MISTURA DE LEITES DE ESPECIES DIFERENTES

Problemas decorrentes da mistura ilegal de leite
mais barato com leites mais caros, durante a fabricacao
de queijos levaram a estudos de métodos para detectar a
origem da espécie*®

As adulteracbes em produtos alimentares
contendo leite e/ou proteinas lacteas sdo relativamente
frequentes e diversificadas, incluindo adigao de leite de
vaca ao leite de ovelha e/ou cabra para a preparacgdo de
queijos; a incorporagao de proteinas do soro na produgdo
de queijos; a adigdo de caseinas, ou proteinas do soro a
produtos alimentares®.

A identifica¢do das espécies em produtos lacteos
tem uma importancia notavel na rastreabilidade de
alimentos, especialmente pela introdugdo de produtos no
mercado de forma fraudulenta e de qualidade inferior,
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levando a prejuizos econdmicos e de satide publica, além
de desrespeitar o direito do consumidor"**#.

E de suma importancia a identificacio do leite
utilizado na fabricacdo do queijo, especialmente aqueles
feitos a partir de uma unica espécie, tais como queijos
de ovelhas ou cabras. Para evitar a possivel substituicao
fraudulenta de leite desta espécies pelo de vaca, que é
mais barato, é necessario desenvolver procedimentos
analiticos capazes de detectar tais fraudes e proteger os
consumidores de rotulagem enganosa®.

Deste modo, a possibilidade de determinar
a matéria prima (tipo do leite) que foi utilizada na
produgdo de queijos tem grande importancia, nao s6 por
garantir a genuidade dos queijos com denominagdo de
origem e dos fabricados com leites puros, mas também
na determinacdo das percentagens de leite em misturas
de queijo®.

Diversas abordagens analiticas foram aplicadas
para este fim, entre estes estio os métodos baseados
nas proteinas que sdao os imunoldgicos, eletroforéticos
e cromatograficos®, incluindo ELISA (Enzime Linked
Immno Sorbent Assay)’!, western blot®, eletroforese
capilar® e CLAE™.

Alternativamente, os métodos baseadosem DNA,
devido a sua extrema sensibilidade, reprodutibilidade e
simplicidade, tornaram-se mais populares nas ultimas
décadas, a substituir os métodos a base de proteinas,
devido algumas limitagbes, como por exemplo, a
sensibilidade ao tratamento térmico®.

De et al*® afirmam que as técnicas destinadas
a analisar proteinas de leite ou acidos graxos das
diferentes espécies especificas sdo eficazes, mas
tém algumas limitagées. Segundo estes autores, os
métodos imunoldgicos e eletroforéticos, com base
no exame da proteina, sio menos sensiveis ao leite
tratado termicamente e ndo siao bem aplicéveis para os
produtos lacteos com matrizes complexas. Métodos
cromatograficos sao sensiveis a dcidos graxos do leite
para diferenciar espécie especificas, mas envolvem tempo
extra e trabalho.

Nos ultimos anos, varios métodos baseados
em Reacio em Cadeia da Polimerase (PCR) foram
desenvolvidos e aplicados em um grande niimero de teste
para identificagdo das espécies animais®.

Particulamente, a PCR tem sido mais utilizada
para a deteccao especifica de origem animal em
produtos lacteos e queijos. As células somaticas do
leite, principalmente representado por leucdcitos, ainda

persistem durante os processos de fabricacao de queijo e
podem ser usadas como uma fonte de DNA amplificavel®'.
A técnica de PCR foi aplicada com éxito em
queijos curados, mas esta técnica s6 permite uma
avaliacdo qualitativa ou abordagem semi-quantitativa®.

FRAUDES DE ROTULAGEM

Outro tipo de fraude que pode ser detectado é
a presenca de produtos em desacordo com a rotulagem.
Por exemplo, o consumo de produtos que contenham
leite bovino e este ndo seja declarado na rotulagem,
podera causar reagdes alérgicas, em individuos sensiveis
a esse produto. As proteinas do soro e as caseinas sdo
frequentemente adicionadas a produtos alimentares
devido as suas propriedades agregantes. Assim, por
razbes éticas e econdmicas, torna-se imperativo o
desenvolvimento de métodos sensiveis para a deteccao
dos varios tipos de leites em produtos lacteos e nao
lacteos®.

Tal ato pode ser considerado crime sendo previsto
da legislagdo brasileira: Lei N° 8.137/90, capitulo II, Dos
Crimes Contra Economia e as Rela¢cdes de Consumo:
Art. Artigo VII, paragrafo II, vender ou expor a venda
mercadoria cuja embalagem, tipo, especificagdo, peso
ou composi¢do esteja em desacordo com as prescrigdes
legais ou que nao corresponda a respectiva classificagdo
oficial*.

Codigo de Defesa do Consumidor, Lei N°
8.078/90, capitulo IV, da Qualidade de Produtos e
Servigos, da Prevencdo e Reparacio dos Danos, Seciao
I, da protecdo a satide e seguranga: Art. 8 - os produtos
e servicos colocados no mercado de consumo nio
acarretardo risco a saide ou seguranga dos consumidores
exceto os considerados normais e previsiveis em
decorréncia de sua natureza e fruicdo, obrigando-
se os fornecedores, em qualquer hipdtese, a fornecer
informagdes necessdrias e adequadas a seu respeito;
Art. 18 § 6° - Sdo improprios ao uso e consumo: II — os
produtos deteriorados, alterados, adulterados, avariados,
falsificados, corrompidos, fraudados, nocivo 4 vida ou a
saude, perigosos, ou ainda, aqueles em desacordo com
as normas regulamentares de fabricagdo, distribuicao
e apresentacdo; Art. 39 - é vedado ao fornecedor de
produtos ou servigos, dentre outras praticas abusivas:
VIII - colocar no mercado de consumo, qualquer produto
ou servico, em desacordo com as normas expedidas pelos
o6rgaos oficiais competentes™.
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Por estas razdes, os métodos de controle

adequados sdo necessarios para avaliar a autenticidade
do produto e para detectar possiveis fraudes®.

CONSIDERACOES FINAIS

Relatou-se as principais fraudes que alteram a

qualidade do leite e os métodos mais utilizados para sua
deteccdo. A fraude constitui crime, além de representar
risco a satde do consumidor. Fazendo-se necessario o
desenvolvimento métodos eficazes para verificagdo da
qualidade do leite.

REFERENCIAS

250

Egito AS, Rosinha GMS, Laguna LE, Miclo L, Girardet JM,
Gaillard JL. Método eletroforético rdpido para deteccio da
adulteracdo do leite caprino com leite bovino. Arq Bras Med Vet
Zootec.2006;58(5):932-9.

Cortez MAS, Dias VG, Maia RG, Costa CCA. Caracteristicas
fisico-quimicas e andlise sensorial do leite pasteurizado
adicionado de d4gua, soro de queijo, soro fisioldgico e soro
glicosado. Rev Inst Latic Candido Tostes.2010;65(376):18-25.

Brasil. Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento.
Instrugdo Normativa N° 68, de 12 de dezembro de 2006. Oficializa
os Métodos Analiticos Oficiais Fisico-Quimicos, para Controle de
Leite e Produtos Lacteos. Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento. Secretaria de Defesa Agropecudria. Didrio Oficial
[da] Uniao, Brasilia, DE, 14 dez. 2006.

Almeida TV. Detec¢io de adulteracio em leite: andlises
de rotina e espectroscopia de infravermelho. Semindrio
apresentado ao Curso de Mestrado em Ciéncia Animal da
Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de
Goids, Goiania, 2013. 23p.

Sousa DDP. Consumo de produtos lacteos informais, um perigo
para saude publica. Estudo fatores relacionados a esse consumo
no municipio de Jacarei, SP [dissertacio de mestrado]. Sao
Paulo (SP): Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo; 2005.

Brasil. Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento.
Operagiao Leite Adulterado I e II. Disponivel em: http://www.
agricultura.gov.br/animal/noticias/2014/08/operacao-leite-
adulterado-i-e-ii>. Acesso em 20 de nov. de 2014.

Brasil. Ministério da Agricultura. Decreto n° 30.691 de
29/03/1952 e alterado pela ultima vez pelo Decreto n° 6.385, de
27 de fevereiro de 2008. Regulamento da inspegdo industrial e
sanitdria de produtos de origem animal - RIISPOA. Didrio
Oficial [da] Unido, Brasilia, DF, 27 fev. 2008. Segdo 1, p. 10785.

Zhang J, Zhang X, Dediu L, Victor C. Review of the current
application of fingerprinting allowing detection of food
adulteration and fraud in China. Food Control.2011;22:1126-35.

Bhemer MLA. Tecnologia do leite: produgéo, industrializagdo e
andlise. 13*ed. Sdo Paulo (SP):Nobel; 1999.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Brasil. Ministério da Agricultura. Instrugdo normativa n° 62 de
29 de dezembro de 2011. Regulamento Técnico de Produgio,
Identidade e Qualidade do Leite tipo A, o Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade de Leite Cru Refrigerado,
o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leite
Pasteurizado e o Regulamento Técnico da Coleta de Leite Cru
Refrigerado e seu Transporte a Granel. Didrio Oficial [da] Unido,
Brasilia, 29 dez. 2011.

Polegato EPS, Rudge AC. Estudo das caracteristicas fisico-
quimicas e microbioldgicas dos leites produzidos por mini-
usinas da regido de Marilia - Sdo Paulo/ Brasil. Rev Hig
Aliment.2003;17(110):56-63.

Agnese AP. Avaliagao fisico-quimica do leite cru comercializado
informalmente no municipio de Seropédica, Rio de Janeiro. Rev
Hig Aliment.2002;17(94):58-61.

Martins PF, Andrade HV. Identifica¢io de residuos de antibi6ticos
na recepgao de leite cru pré-beneficiado como perigo potencial
para implantagdo do plano APPCC em laticinios. Cad Pos-Grad
FAZU.2011; 2.

Martin JGP. Residuos de antimicrobianos em leite — uma revisao.
Seg Alim Nutr.2011;18(2):80-7.

Wanderley CH, Silva ACO, Silva FER, Marsico ET, Conte Junior
CA. Avaliagdo da sensibilidade de métodos analiticos para
verificar fraude em leite fluido. Rev de Ci Vida. 2013;33(1):54-63.

Mendes CG, Sakamoto SM, Silva JBA, Jacome CGM, Leite Al
Andlises fisico-quimicas e pesquisa de fraude no leite informal
comercializado no municipio de Mossord, RN. Ci Anim
Bras.2010;11(2):349-56.

Firmino FC, Talma SV, Martins ML, Leite MO, Martins ADO.
Detecgdo de fraudes em leite cru dos tanques de expansio da
regido de Rio Pomba, Minas Gerais. Rev Inst Latic Candido
Tostes.2010;65(376)5-11.

Cavalcanti VR. Avaliagdo fisico-quimica e microbioldgica de leite
cru recebido em tanques comunitarios [dissertagdo de mestrado].
Jodo Pessoa (PB): Universidade Federal da Paraiba; 2011.

Santos MV, Fonseca LFL. Estratégia para controle de mastite
e melhoria da qualidade do leite. 2 ed. Barueri (SP): Manole;
2007.

Guo M. Goat’s milk. In: Caballero B, Trugo L, Finglas P. (Eds.),
Encyclopedia of Food Science and Nutrition.2003;2944-9.

Tronco VM. Controle Fisico-Quimico do Leite. In: Manual
para Inspe¢do da Qualidade do Leite. 1997. Santa Maria (RS):
UFMS,103-5.

Rosa-Campos AA, Rocha JES, Borgo LA, Mendonga MA.
Avaliagdo fisico-quimica e pesquisa de fraude em leite
pasteurizado integral tipo C produzido na regido de Brasilia,
Distrito Federal. RevInst Latic Candido Tostes.2011;66(379):30-4.

Venturini KS, Sarcinelli MFE Silva SC. Caracteristicas do Leite.
Boletim Técnico, UFES, 2007.

Silva MCD, Silva JVL, Ramos CS, Melo RO, Oliveira JO.
Caracteristicas microbioldgicas e fisico-quimica de leite
pasteurizado destinado ao programa do leite no Estado de
Alagoas. Ciénc Tecnol Aliment.2008;28(1):226-30.



Abrantes MR, Campélo CS, Silva JBA. Fraude em leite: Métodos de detecgdo e implicagdes para o consumidor. Rev Inst Adolfo Lutz.
Sao Paulo, 2014; 73(3):244-51.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Brasil. Ministério da Agricultura, Pecudrias e Abastecimento.
Instrugdo Normativa n° 51, de 18 de setembro de 2002.
Regulamentos Técnicos de Produgao, Identidade e Qualidade do
Leite tipo A, do Leite tipo B, do Leite tipo C, do Leite Pasteurizado
e do Leite Cru Refrigerado e o Regulamento Técnico da Coleta de
Leite Cru Refrigerado e seu Transporte a Granel. Diario Oficial
[da] Unido, Brasilia, DF, 20 set. 2002.

Oliveira ENA, Santos DC. Avalia¢do da qualidade fisico-quimica
de leites pasteurizados. Rev Inst Adolfo Lutz.2012;71(1):193-7.

Behmer MLA. Tecnologia do leite: leite, queijo, manteiga, caseina,
iogurte, sorvetes e instalagdes: produgdo, industrializagao,
andlise. 15° ed. Sdo Paulo (SP): Nobel; 1987.

Pereira DBC, Silva PHE Costa Junior LCG, Oliveira LL. Fisico-
quimica do leite e derivados: métodos analiticos. 2°* ed. Juiz de
Fora (MG): EPAMIG, 2001.

Sharma K, Paradakar M. The melamine adulteration scandal.
Food Security.2010;2:97-107.

Dracz S. Desenvolvimento de um método imunoenzimatico
para analise de queijo em leite [tese de doutorado]. Vigosa (MG):
Universidade Federal de Vigosa; 1996.

Carvalho BMA, Carvalho LM, Alcantra LAP, Bonomo RCE
Métodos de detecgdo de fraude em leite por adi¢ao de soro de
queijo. RedVet.2007;8(6):1695-7504.

Oliveira DT, Camera L, Noskoski L. Adulteracdo em leite fluido
- Revisao Bibliografica. XVI Semindrio. Interinstitucional de
ensino, pesquisa e extensiao. UNICRUZ, Cruz Alta (RS), 2011.

Recio I, Garcia-Risco MR, Ramos M, Lopez-Fandin R.
Characterization of peptides produced by the action of
psychrotrophic proteinases on k-casein. ] Dairy Res.2000;67:625-30.

Oliveira GBO. Detec¢ao da Adigao Fraudulenta de Soro de Queijo
em leite: Interferéncia da Atividade de Proteases Bacterianas
[dissertagdo de mestrado]. Seropédica (R]): Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro; 2009.

Fukuda SP, Roig SM, Prata LE. Correlation between acidic
ninhydrin and HPLC methods to evaluate fraudulent addition of
whey in milk. Lait.2004;84:501-12.

Bremer MCEG, Kemmers-Voncken AEM, Boers EAM,
Frankhuizen R, Haasnoot W. Enzyme-linked immunosorbent
assay for the detection of bovine rennet whey powder in milk
powder and buttermilk powder. Int Dairy ].2008;18:294-302.

Montafiez CDA, Ramirez JR, Arango CJJ, Betancourt SDP.
Deteccion de glucomacropéptido (GMP) como indicador de
adulteraciéon con suero de queseria en leche deshidratada. Vet
Méx.2000;31(3):217-22.

Kang JH, Kondo E Occurrence of false-positive results of
inhibitor on milk samples using the Delvotest SP assay. ] Food
Prot.2001;64(8):1-5.

Tenorio CGMSC, Cerqueira MMOP, Viegas RP, Resende MFS,
Clinquart DL, Santos AKR, et al. Eficiéncia dos testes COPAN

(Microplate e Single) na detecgdo de residuos de antimicrobianos
no leite. Arq Bras Med Vet Zootec.2009;61(2):504-10.

40.

41.

42,
43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51

52.

53.

54.

55.

Costa AS, Lobato V. Avaliagdo da presenga de residuos de
antimicrobianos em leite e bebida lictea UHT por teste
de inibigdo microbiana comercial. Rev Inst Latic Céndido
Tostes.2009;64:72-6.

Lawrence CA, Block SB. Disinfection, sterilization,
preservation. Lea of Febiger. Philadelphia, 1971.

and

Spreer E. Lactologia Industrial. 2° ed. Zaragoza: Acribia, 1991.

Pelczar M, Reid R, Chan ECS. Microbiologia. v.2. Sdo Paulo:
McGraw-Hill do Brasil, 1981.

Paiva RMB. Avaliagdo fisico-quimica e microbiologica de
leite pasteurizado tipo c¢ distribuido em programa social
governamental [dissertacdo de mestrado]. Belo Horizonte (BH):
Universidade Federal de Minas Gerais; 2007.

Silva JN, Sousa FC, Parente GDL, Silva LMM, Alves TTL.
Avaliagao da eficiéncia da pasteurizacdo em leite tipo c através
de parametros enzimaticos. Rev Verde.2011;6(3):6-9.

Veloso ACA, Teixeira N, Ferreira IMPLVO, Ferreira MA.
Detection of adulterations in food products containing milk
and/or milk proteins. Quim Nova.2002;25(4)609-15.

Dalmasso ACT, La Neve F, Bottero MT. Simultaneous detection
of cow and buffalo milk in mozzarella cheese by Real-Time PCR
assay. Food Chem.2011;124(1)362-6.

De S, Brahma B, Polley S, Mukherjee A, Banerjee D, Gohaina
M, et al. Simplex and duplex PCR assays for species specific
identification of cattle and buffalo milk and cheese. Food
Control.2011;22:690-6.

Mafra I, Roxo A, Ferreira IMPLVO, Oliveira MBPP. A duplex
polymerase chain reaction for the quantitative detection of cows’
milk in goats’ milk cheese. Int Dairy J.2007;17:1132-8.

Loépez-Calleja Diaz I, Alonso IG, Fajardo V, Martin I, Herndndez
P, Lacarra TG, ET al. Application of a polymerase chain reaction
to detect adulteration of ovine cheeses with caprine milk. ] Dairy
S¢i.2007;225:345-9.

Chavez NA, Salinas E, Jauregui J, Palomares LA, Macas K.
Detection of bovine milk adulterated with cheese whey by western
blot immunoassay. Food Agric Immun.2008;19(4)265-72.

Molina E, Martin-Alvarez PJ, Ramos M. Analysis of cows,
ewes and goats milk mixtures by capillary electrophoresis:
Quantification by multivariate regression analysis. Int Dairy
J.1999;9:99-105.

Bordin G, Cordeiro Raposo E Calle BL, Rodriguez AR.
Identification and quantification of major bovine milk proteins
by liquid chromatography. ] Chromatogr.2001;928:63-76.

Lockley AK, Bardsley RG. DNA-based methods for food
authentication. Int Dairy J.2000;9:99-105.

Brasil. Ministério da Justica. Lei n® 8.137 de 27 de dezembro de
1990 - Define crimes contra a ordem tributdria, econoémicas e
contra as relacdes de consumo e da outras providéncias. Didrio
Oficial da Unido, Brasilia, DF, 28 dez. 1990. Sec. 1, pt. 176.

251



Rev Inst Adolfo Lutz
DOI: 10.18241/0073-98552014731612 ARTIGO ORIGINAL/ ORIGINAL ARTICLE

Pesquisa de anticorpos anti-Leptospira spp. em grupos ocupacionais no
Estado de Pernambuco

Detection of antibodies to Leptospira spp. in serum samples from occupational
groups in the State of Pernambuco

RIALA6/1612

Gesika Maria da SILVA™, Junior Mério Baltazar de OLIVEIRA? Adalberto Leite SILVA NETO?, Nivaldo Aparecido de
ASSIS?, Luis Antonio MATHIAS?, Daniel Friguglietti BRANDESPIM?, José Wilton PINHEIRO JUNIOR?

*Enderego para correspondéncia: 'Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia Animal Tropical, Universidade Federal Rural
de Pernambuco. Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irmios, Recife, Brasil. CEP: 52171-900. Tel: (81) 3320-6103.
E-mail: gesika.silva@yahoo.com.br

*Unidade Académica de Garanhuns, Universidade Federal Rural de Pernambuco

*Laboratdrio de Diagnéstico de Brucelose e Leptospirose, Departamento de Medicina Veterindria Preventiva e Reprodugdo
Animal, Faculdade de Ciéncias Agrarias, UNESP Jaboticabal

Recebido: 13.08.2014 - Aceito para publicagio: 22.09.2014

RESUMO

A prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira spp. foi determinada em grupos ocupacionais do municipio
de Garanhuns no Estado de Pernambuco, Brasil. Foram colhidas 154 amostras, e um questionario foi
aplicado para a analise dos fatores de risco. O diagnéstico soroldgico foi realizado utilizando-se a técnica
de soroaglutinagdo microscopica (SAM). A prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira spp. foi de 5,19 %
(8/154; 1.C. 2,27 % - 9,98 %); os participantes da zona urbana apresentaram prevaléncia de 5,68 % (5/88;
I.C. 1,87 % - 12,76 %) e os da zona rural de 4,55 % (3/66; 1.C. 0,95 % - 12,71 %). Os sorovares mais
frequentes foram Grippotyphosa (12,5 %) na drea rural, na drea urbana Autumnalis (12,5 %), enquanto
Wolffi (25 %) e Australis (50 %) foram verificados na area rural e na urbana. Na analise de fatores de
risco ndo foi observada associagdo entre as variaveis estudadas e a reatividade na sorologia. Este foi o
primeiro estudo a relatar a presenca de anticorpos anti-Leptospira spp. em trabalhadores urbanos e rurais
do municipio de Garanhuns. Este achado alerta para a atengéo e realizagdo de pesquisas em dreas de baixa
prevaléncia ou silenciosas para leptospirose, pois desta forma medidas de controle e preven¢do poderdo
ser implementadas.

Palavras-chave. epidemiologia, leptospirose, saude publica.

ABSTRACT

This study aimed at determining the prevalence of anti-Leptospira spp. antibodies in occupational groups
in the municipality of Garanhuns - State of Pernambuco, Brazil. One hundred fifty-five samples were
collected, and a questionnaire for analyzing risk factors was applied. The serological diagnosis was
performed by using Microscopic Agglutination Test (MAT). The prevalence of anti-Leptospira spp. was
5.19 % (8/154, CI 2.27 % - 9.98 %). Among the participants from urban areas the prevalence was 5.68
% (5/88, CI1 1.87 % - 12.76 %), and 4.55 % in rural areas (3/66, CI 0.95 % - 12.71 %). The most common
serotypes were Grippotyphosa (12.5 %) in rural areas, and in the urban area was Autumnalis (12.5 %);
Wolffi (25 %) and Australis (50 %) were observed both in rural and urban areas. In analyzing the risk
factors, no association was observed between variables and serology reactivity. This study has been the first
report on the detection of anti-Leptospira spp. antibodies in urban and rural workers of the municipality
of Garanhuns. This finding points out the care and the performance of studies in areas of low or silent
prevalence for leptospirosis, for implementing prevention and control measures.

Keywords. epidemiology, leptospirosis, public health.
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INTRODUCAO

A leptospirose é uma antropozoonose, causada
por bactérias do género Leptospira que pode provocar
uma doen¢a infecciosa febril de inicio abrupto,
apresentando um amplo espectro de manifestacdo da
doenga, de infec¢oes inaparentes a evolugdo para quadros
clinicos de alta gravidade que podem levar a morte’.

O género Leptospira possui 14 espécies
patogénicas e mais de 260 sorovares ja foram
identificados® As diferentes espécies de roedores podem
ser reservatorios de sorovares distintos’. Os homens sdo
hospedeiros acidentais, infectam-se de maneira direta
quando entram em contato com urina do reservatdrio
contaminada, ou indiretamente por meio do contato
com agua, solo lamacento ou alimentos contaminados®*.

Estudos de prevaléncia sao realizados para
investigagdo da infeccdo em diferentes partes do
mundo, como o realizado no nordeste do Ira, com uma
prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira de 15,79 %
(45/285), para os sorovares Icterohaemorrhagiae, Hardjo,
Grippotyphosa, Pomona, Canicola e Ballum®. No estado
de Veracruz, no México, foi observada uma prevaléncia
de anticorpos anti-Leptospira de 6,4 % (11/171)°. Na
cidade de Pereira, na Colombia, foi detectada uma
prevaléncia de 25 % (5/20) em funciondrios de um
zooldgico e os sorovares mais frequentes foram Bataviae,
Grippotyphosa, Hurstbridge’.

No Brasil, alguns estudos soroldgicos foram
realizados para determinar a prevaléncia da infec¢do por
Leptospira spp. em humanos e observou-se uma variagao
de 1,3 % a 25 %*™.

Em relacdo aos fatores de risco, estudo aponta
que éxodo rural e a ocupagdo desordenada das cidades,
principalmente em lugares proximos a corregos e riachos,
além da falta de organizagdo das redes de saneamento
basico, aliados a grande aglomeragdo populacional de
baixa renda e infestagcdes por roedores favoreceram o
aumento na incidéncia de casos de leptospirose no meio
urbano e peri-urbano®.

Considerando a importincia e o risco
ocupacional relacionado a essa enfermidade,
objetivou-se com este estudo determinar a
soroprevalénciae fatores deriscoassociadosainfecgao
por Leptospira spp. em profissionais responsaveis
pela limpeza urbana, catadores de material reciclavel
e trabalhadores rurais do municipio de Garanhuns,
Estado de Pernambuco, Brasil.

MATERIAL E METODOS

O projeto foi submetido a apreciagio e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Universidade de Pernambuco (PROPEGE/UPE)
por meio da Plataforma Brasil, com numero CAAE
03798812.3.0000.5207, com o parecer numero 79157.

Para realizacio deste estudo, utilizou-se uma
analise epidemioldgica transversal com profissionais que
atuavam no municipio de Garanhuns/PE, localizado no
Planalto da Borborema, a 230 Km da capital do Estado,
Recife. Para determinar o tamanho da amostra utilizou-
se uma prevaléncia esperada para infecgdo por Leptospira
spp. de 10,4 %°, o que determinou um tamanho minimo
de 110 individuos, considerando o nivel de confianga
de 95 % e erro estatistico de 5 %'°. Como margem de
seguranga, foram colhidas 154 amostras de profissionais
que atuam na zona urbana e rural, sendo 95 do sexo
masculino e 59 do sexo feminino, nos meses de agosto
e setembro de 2012. Na zona urbana, foram selecionadas
uma empresa terceirizada de limpeza urbana (n = 80) e
uma associagdo de catadores de material para reciclagem
(n=8).Nazonarural, foram amostrados 66 trabalhadores
rurais cadastrados no Posto de Sauide da Familia (PSF)
localizado no distrito de Sdo Pedro, pertencente ao
municipio de Garanhuns.

Nao houve critérios de inclusdo ou exclusao, os
voluntarios foram convidados a participar da pesquisa
com antecedéncia, por demanda espontinea e nos
dias agendados foram obtidas as amostras. Antes da
colheita das amostras, foi esclarecido sobre os objetivos
da pesquisa e, os que concordaram em participar
assinaram e receberam uma via do TCLE - Termo de
Consentimento Livre Esclarecido, conforme Resolucio
n° 466/12 do Conselho Nacional de Saude"’. Foi aplicado
um questiondrio com questdes objetivas que incluia
informagdes demograficas (sexo, idade, endereco,
ocupagio e tempo exercendo essa atividade) e perguntas
relacionadas aos fatores de risco para a ocorréncia da
infec¢ao (presenca de roedores em casa ou no trabalho,
destino do lixo, acimulo de lixo préximo a casa). Foram
colhidas amostras com aproximadamente 10 mL de
sangue, com seringa e agulha descartaveis. Os tubos
identificados posteriormente foram centrifugados a 5000
rpm por 10 minutos, e as aliquotas de soro em microtubos
de polipropileno foram armazenadas a -20° C na Central
de Laboratérios de Garanhuns da Unidade Académica de
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Garanhuns - CENLAG, até a realizagdo da sorologia.

Para o diagndstico soroldgico empregou-se
a técnica de Soroaglutinagdo Microscopica (SAM)Y,
na qual utilizaram-se como antigenos 24 sorovares de
Leptospira interrogans vivas cultivadas em meio EMJH
(Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris), livres de
contaminagdo e auto-aglutinagdo, sendo eles: Andamana,
Australis, Autumnalis, Bataviae, Bratislava, Butembo,
Canicola, Castellonis, Copenhageni, Cynopteri, Hardjo,
Hebdomadis, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae,
Javanica, Panama, Pomona, Patoc, Pyrogenes, Sentot,
Shermani, Tarassovi, Whitcombi e Wolffi®. Foram
considerados positivos 0s soros que apresentaram
aglutinagdo de pelo menos 50 % das Leptospiras no
campo microscopico a partir da dilui¢ao 1:100™. Os
reagentes na triagem (1:50) foram submetidos a diluigoes
seriadas a partir de 1:100, sendo considerado o maior
titulo o ultimo em que ainda foi observada aglutinagao
em mais de 50 % do campo escuro.

Realizou-se a anadlise estatistica descritiva para
célculos das frequéncias relativa e absoluta dos resultados
obtidos no teste soroldgico. Para identificar a associagdo

entre as variaveis epidemioldgicas e o resultado do exame
sorologico, aplicou-se andlise univariada das variaveis de
interesse pelo teste Exato de Fisher e foram submetidas a
uma analise multivariada pelo modelo regressao logistica.
Para analise dos dados utilizou-se o software Epi Info, versao
7.1.1.0 - Centers for Disease Control and Prevention (CDC).

RESULTADOS

A prevaléncia geral de anticorpos anti-Leptospira
spp. foi de 5,19 % (8/154; I.C. 2,27 % - 9,98 %), na area
urbana a prevaléncia foi de 5,68 % (5/88; I.C. 1,87 % -
12,76 %) e na area rural foi de 4,55 % (3/66; 1.C. 0,95 %
- 12,71 %).

Observou-se que a prevaléncia em relacio ao
sexo foi de 6,17 % (5/81) em trabalhadores do sexo
masculino na area urbana e 14,29 % (2/14) na area rural.
Para o sexo feminino observou-se prevaléncia de 1,82 %
(1/52) na area rural e nenhum reagente na area urbana.

A frequéncia dos sorovares para Leptospira spp.
e a distribuicao por area urbana e rural estdo descritas
na Tabela 1.

Tabela 1. Distribui¢do da frequéncia dos sorovares das amostras reagentes dos trabalhadores urbanos e rurais do municipio de Garanhuns,

Pernambuco
Titulagao
Sorovar 100 200 400
Urbana Rural Urbana Rural Urbana Rural
Australis 2 1 - 1

Autumnalis 1 - - - - -
Grippotyphosa - - - 1 -
Wolffi - 1 1 - -
Total 3 2 1 1 1 -

A andlise de associacdo entre as varidveis
epidemioldgicas e a sorologia para pesquisa de anticorpos
anti-Leptospira spp. dos participantes da zona urbana
encontra-se disposta na Tabela 2. Na drea rural nio foi
identificada associacdo entre as varidveis analisadas:
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acumulo de lixo préximo a casa (p=1,000) e deposito de
armazenamento de graos (0,457).

Na regressio logistica ndo foi identificada
associagdo entre as variaveis analisadas para as dreas
urbana e rural e infec¢do por Leptospira spp.
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Tabela 2. Analise dos fatores de risco associados & infecgdo por Leptospira spp. em profissionais responsaveis pela limpeza urbana, coleta de
material para reciclagem do municipio de Garanhuns do Estado de Pernambuco, Brasil

Tempo da ocupagao
Menos que 5 anos 60 4 (6,6 %)
1,92 (0,20 - 18,09) 1,0000
Mais que 5 anos 28 1 (3,5 %)

Trabalha em terrenos baldios?'

Sim 62 2(3,2%)
0,23 (0,03 - 1,49) 0,1300
Nao 24 3 (12,5 %)

Trabalha em lugares como valas, galerias e esgotos?*

Sim 38 1(2,6 %)
0,29 (0,03 - 2,77) 0,3776
Nio 48 4(8,3%)

Utiliza prote¢do no trabalho?*

Sim 75 4(5,3 %)
0,50 (0,50 - 5,04) 0,4738
Nio 10 1 (10,0 %)

Qual a fonte de fornecimento de 4gua na residéncia?

Agua encanada 81 3 (3,7 %)
0,09 (0,01 - 0,71) 0,0487*

Outras 7 2 (28,57 %)

N - Total de amostras; OR - Odds Ratio (Razdo de Chance); IC - Intervalo de Confianga; * Associagdo significativa (P<0,05); ' Base utilizada (86);” Base utilizada
(87); *Base utilizada (85)
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DISCUSSAO

A baixa prevaléncia encontrada neste estudo
confere com os dados registrados no Sistema de
Informagao de Agravos de Notificagao (SINAN), no
qual onde se constatou a ocorréncia de trés casos de
leptospirose no municipio de Garanhuns/PE, no periodo
de 2007 a 2012.

Ao analisar os sorovares, observou-se neste
estudo a ocorréncia de Australis, Autumnalis,
Grippotyphosa e Wolffi. De modo semelhante, outros
autores também relataram os sorovares Autumnalis'?,
Australis®’, Grippotyphosa®” e Wolffi' como os mais
prevalentes.

O sorovar mais prevalente neste estudo foi
Australis. Este sorovar é relatado na literatura como
responsavel pela infeccdo em ovinos®®*, sendo estes
uma possivel fonte de infeccdo para os reagentes nesta
pesquisa, visto que é comum na periferia da cidade a
criacdo de animais de producdo. O sorovar Autumnalis é
descrito em estudos de prevaléncia em cies?**, bovinos*
e ovinos®®*'*. Enquanto que soravar Grippotyphosa ¢é
comumente associado a marsupiais®®*?’. Observou-se
neste estudo que o reagente afirmou ter contato com caes
e residia em um bairro na periferia.

Estes dois sorovares, Australis e Autumnalis,
foram identificados em dois casos de leptospirose aguda
humana no municipio de Pelotas (RS)*, o que demonstra
a importancia de conhecer os sorovares presentes nas
diferentes areas, pois, a depender do sorovar identificado
na regido de estudo, medidas de controle e prevencao
deverido ser especificas, observando as particularidades
da cadeia de transmissao deste agente.

Em relagdo ao sorovar Wolffi identificado
neste estudo, observou-se que um dos reagentes
possuia o habito de tomar banho em locais com
agua parada (agudes) e com acesso a animais de
produgdo, o que provavelmente proporcionou o
contato com o sorovar encontrado, visto que este é
relatado principalmente em bovinos, considerados
hospedeiros de manutengao®.

De acordo com Waitkins?, os animais domésticos
podem servir como hospedeiros de manuten¢ido da
Leptospira spp. adaptadas a suas espécies, como, por
exemplo, o cdo infectado com o sorovar Canicola.
Existem adapta¢des de determinados sorovares a certas
espécies de animais, que se comportam como portadores
adaptados que mantém a bactéria e contribuem para a
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manutencao do agente em um determinado lugar, mas
a associagdo ndo é absoluta e a especificidade dessa
manuten¢io ndo é conhecida®

Ao observar a analise de associacdo entre as
variaveis analisadas e a sorologia ndo foi identificado
nenhum fator de risco. Entretanto, observou-se maior
prevaléncia em individuos do sexo masculino, que foi
maior na zona rural, pode estar relacionada ao risco
ocupacional, ja que geralmente as atividades de limpeza
urbana sdo realizadas principalmente por homens. E na
zona rural onde residiam os participantes deste estudo,
foi observado que a atividade econdmica predominante
¢ o cultivo de graos e o armazenamento destes alimentos
pode favorecer a infestacdo de roedores. Outros estudos
de casos com leptospirose também indicam uma
maior ocorréncia da infeccdo em pacientes do sexo
masculino'>*"3,

Em relagdo ao fornecimento de agua, observou-
se maior prevalécia nos trabalhadores que nio possuiam
em suas residéncias agua encanada, observando
associagao significativa na analise univariada (p=0,048).
Constatou-se maior prevaléncia em trabalhadores que
residiam em casas que alagavam durante as chuvas
(12,5 %). Essas duas varidveis estio diretamente
relacionadas com a epidemiologia da doencga, visto
que a agua quando nao tratada pode veicular diversos
patégenos para o homem, inclusive a Leptospira spp., e
que a leptospirose esta diretamente relacionada com o
contato com agua contaminada com urina dos roedores
e de animais infectados durante as enchentes. De acordo
com Waitkins?, os homens sdo hospedeiros acidentais,
e tanto o homem, quanto os animais infectam-se de
forma direta quando entram em contato com urina
do reservatério contaminada, ou indireta por meio
do contato com agua, solo lamacento ou alimentos
contaminados.

Nao foi possivel identificar neste estudo
associacdo entre as varidveis: presenca de roedor,
trabalho em dreas de esgoto a céu aberto, valas, galerias
e esgotos. Segundo Adler e Moctezuma?, a associagdo
com o risco ocupacional é relatada principalmente nos
paises com atividades de agricultura e pecuaria e o risco
de infec¢ao mediada por roedores infectados nos paises
tropicais, onde muitos sorovares podem estar presentes.
Nas édreas urbanas, os profissionais mais expostos ao
risco de infecgdo sdo os limpadores de caixas de agua,
fossas e valas™, enquanto na édrea rural os que lidam
com o gado, como, por exemplo, vaqueiros, veterinarios,
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trabalhadores de matadouro, estio mais expostos ao
risco de infeccdo®.

Nos paises em desenvolvimento, onde a
leptospirose ocorre de maneira endémica e epidémica, os
fatores de risco ndo estdo relacionados apenas ao risco
ocupacional ou lazer, mas para a populacio como um
todo. Ja nos paises onde ocorre aumento da populacio
de forma desordenada com crescente densidade
demografica, o homem é responsavel por modificar a area
urbana e favorecer a ocorréncia das formas endémicas e
epidémicas da leptospirose™.

Alguns fatores como mudangas climaticas,
resultante da atividade humana e praticas de construcao
(como pavimentacdo, por exemplo) podem favorecer
a ocorréncia de inundagoes, o que facilita a dispersao
de micro-organismos infecciosos a partir do solo ou
de esgotos para as aguas superficias®*. As condigdes
ambientais favorecem a transmissio do agente,
possibilitando modificagdes da biologia da populagio,
comportamento ou ecologia de espiroquetas e seus
hospedeiros no local”.

No Brasil, alguns fatores como éxodo rural e a
ocupacdo desordenada das cidades, principalmente em
lugares proximos a corregos e riachos, além da falta de
organizacdo das redes de saneamento basico, aliados
a grande aglomeragdo populacional de baixa renda e
infestacdes de roedores propiciam o aumento de casos
no meio urbano e periurbano®.

Para controlar e prevenir esta enfermidade é
necessario que se adotem medidas como educacio
em saude, saneamento ambiental, ado¢do de medidas
higiénico-sanitarias e tratamento precoce dos casos
detectados, visto que nio é possivel realizar a eliminacao
do principal reservatorio desse agente”’.

CONCLUSAO

Este foi o primeiro estudo a relatar a presenga de
anticorpos anti-Leptospira spp. em trabalhadores urbanos
e rurais do municipio de Garanhuns, Pernambuco.
Apesar de ndo terem sido identificados fatores de risco
associados a infecc¢io, os resultados deste estudo alertam
para a atencdo e realizacdo de pesquisas em areas de
baixa prevaléncia ou até mesmo dreas silenciosas para
leptospirose, pois desta forma medidas de controle e
prevencdo poderdo ser implementadas com o intuito de
garantir a saude da populagio exposta.
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RESUMO

A doenga celiaca (DC) é uma doenga autoimune causada pela intolerancia permanente ao gluten e provoca
les6es na mucosa do intestino delgado, que reduzem a absor¢ao dos nutrientes essenciais para o bom
funcionamento do organismo. O tnico tratamento da doenga celiaca é a retirada total do gluten da dieta
dos pacientes. O objetivo deste trabalho foi avaliar a veracidade dos rétulos dos alimentos processados
por meio de teste imunoenzimatico (ELISA). A contaminagio por glaten foi analisada em seis produtos
rotulados como “ndo contém gluten” (NCG) e cinco rotulados como “contém glaten” (CG). Dos seis
alimentos rotulados NCG, um apresentou resultado discordante com os dizeres do rétulo; e este fato pode
levar o celfaco a recorréncia dos sintomas por consumir esse produto inadvertidamente. Quanto ao 2°
grupo de produtos, apenas uma das cinco amostras apresentou o rétulo correto. Estes dados demonstram
que ¢ necessario efetuar a implementagdo de agdes corretivas por parte da Vigilancia Sanitdria para que
os portadores da DC tenham acesso a alimentagdo segura, variada e, principalmente, que possam confiar
nos dizeres contidos nos rétulos das embalagens dos alimentos.

Palavras-chave. analise de alimentos, alimentos para fins especiais, legislagdo, contaminacao de alimentos.

ABSTRACT

Celiac disease (CD) is an autoimmune disease, caused by the permanent intolerance to gluten and it
induces a damage to the lining of the small intestine, which produces a reduction in the absorption of
essential nutrients for the proper functioning of the organism. The treatment for celiac disease is the
complete withdrawal of gluten from the diet of patients. The present study evaluated the veracity of labels
of the processed foods through enzyme immunoassay (ELISA). The analysis of gluten contamination was
performed in six products labeled as “gluten-free product” (GFP) and five products labeled as “gluten-
containing product” (GCP). One of six foods labeled as GPF showed discordant results when compared
with the respective label wordings. This event might lead to the recurrence of CD symptoms by the
patients who consume this product inadvertently. As to the second food group, only one of five samples
had the correct label. These findings evidence that the implementation of corrective actions by the Health
Surveillance is in urgent need for the CD carriers patients to give a guarantee on having access to a safe
and varied diet, and mainly to the trusty wordings in labels on the food packages.

Keywords. analysis of foods, food for special purposes, legislation, food contamination.
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INTRODUCAO

A doenca celiaca (DC), ainda desconhecida
pela grande maioria da populagdo, se caracteriza pela
intolerancia ao gluten, uma proteina presente em
cereais como o trigo, o centeio, a cevada, a aveia e seus
derivados, como farinha (a de trigo é a mais rica neste
composto), massas, pizzas, bolos, paes, biscoitos, cerveja,
uisque, vodca e alguns doces, que provoca dificuldade
do organismo de absorver os nutrientes dos alimentos,
vitaminas, sais minerais e égua‘.

O gluten é composto por dois grupos de proteinas:
as gliadinas e as gluteninas. As primeiras sdo prolaminas
responsaveis pela extensibilidade do alimento, mas que
sao nocivas para individuos que sofrem intolerancia ao
glaten.

Entende-se por DC uma intolerancia permanente
ao gluten, cuja forma cldssica da doenga inicia-se nos
primeiros anos de vida, com diarreia cronica, vomitos,
irritabilidade, anorexia, déficit de crescimento, distensao
abdominal, diminui¢do do tecido celular subcutineo
e atrofia da musculatura glatea’. O tratamento consiste
na exclusao total do gluten da dieta, sendo, portanto
necessario que as industrias analisem seus produtos
quanto a presenca ou ndo desse componente, de forma
que a rotulagem apresente a veracidade sobre sua
composi¢do e permita uma maior variedade de alimentos
para os celiacos’. Estes alimentos devem passar por uma
analise de deteccdo e quantificagdo de gluiten, realizada
por laboratorios credenciados para este fim, e que
sejam verificados se sdo adequados para celiacos e nao
representam um risco para a saude.

Uma das bases do Coédigo de Defesa do
Consumidor? é o direito a informagéo. Tais informagdes
destinam-se a identificar a origem, a composicao e as
caracteristicas nutricionais dos produtos, permitindo o
rastreamento dos mesmos, e constituindo-se, portanto,
em elemento fundamental para a saude publica’.

A Lei n° 10.674, de 16 de maio de 2003,
obrigou os fornecedores de alimentos industrializados a
apresentarem, em seus rotulos e embalagens, a expressao
“contém gliten” (CG) ou “ndo contém gluten” (NCG). Essa
lei, porém, ndo exige a comprovagao laboratorial quanto
a eventual presenca de gluten’. Segundo a comissao do
Codex Alimentarius da Organizagdo Mundial de Saiude e
Organizagao de Alimento e Agricultura (WHO/FAO), a
quantidade maxima permitida para os alimentos serem
considerados isentos ou “livres” de glaten, é de 20 mg de
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glaten/kg de alimento; podendo este alimento ter sido
produzido sem a adi¢ao de trigo, centeio, cevada e aveia
ou ter sido especialmente tratado para reduzir o teor de
gliten a quantidades inferiores a 20 mg.kg" de alimento®.
O objetivo deste trabalho foi quantificar os teores
de gluten em 11 alimentos industrializados e verificar se
a rotulagem referente a presenca ou nao de gluten esta
correta com vistas a avaliacio da disponibilidade de
alimentos para fins especiais com qualidade, assegurando
o direito humano a alimenta¢ao adequada’, incluindo-se
grupos populacionais especificos como os celiacos.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Os alimentos foram  adquiridos em
supermercados varejistas da cidade do Rio de Janeiro
seguindo como critério de escolha: o uso rotineiro
na dieta e produtos de interesse para os celiacos. Os
produtos rotulados com “ndo contém gluten” foram
batata frita ondulada, polvilho doce, creme de arroz,
fécula de batata, farofa de soja e fuba de milho. Os
produtos rotulados com “contém gliten” foram
farinha de milho fina, sopa de cebola, farinha de milho
temperada, fub4 e farinha de milho flocada.

Método ELISA

A técnica utilizada para a deteccio da
gliadina nas amostras foi o teste ELISA através do kit
RIDASCREEN® Gliadin (R-Biopharm AG)", método
validado e certificado pela AOAC" (Association of
Official Analytical Chemists) sob a licen¢a n°® 120601
e método oficial do Codex Alimentarius. O limite de
deteccao do kit é de 1,5 ng de gliadina.mL"' ou 3,0 ng
de gliten.mL"'. As analises foram realizadas conforme
as instrugdes do fabricante do kit. O teste baseia-se na
reagdo antigeno-anticorpo. Conjugado enzima ligada
converte o cromdgeno incolor num produto azul. A
adigdo do reagente de parada conduz a uma mudanga
de cor de azul para amarelo. A medigdo ¢ feita por
espectrofotometria a 450 nm.

A concentragdo de gliadina, em pgkg!, ¢é
determinada por meio da equagdo obtida a partir de
uma curva de calibracdo. Os padroes e amostras foram
analisados em triplicata e as concentragdes de gliten das
amostras foram determinadas por interpolagdo da média
das absorvancias obtidas através da curva padrao pré-
estabelecida com os padrdes de gliadina do kit.
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Identifica¢do de amido pela técnica de microscopia

O teste é baseado na identificacio dos amidos
caracteristicos do produto apds a andlise do alimento
preparado sob lamina e laminula em microscépio 6ptico
utilizando a solugdo de lugol como meio de montagem*.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, observa-se que dentre os seis
alimentos rotulados “nao contém gluten”, a fécula de
batata apresentou concentra¢ao de gliten acima da
quantidade maxima permitida, podendo levar os celiacos
ao retorno da sintomatologia da DC, involuntariamente.
Nesse caso, o fabricante deverd rever o processo de

fabricagdo (manuseio, transporte e estocagem) para
detectar a contaminagdo por gluten"”. Este é um fato
preocupante devido a escassez de produtos préprios,
o elevado valor de mercado desses alimentos e a
propria restricdo alimentar gerada pelo tratamento da
populagao celiaca'*", que segundo a Carta de Fortaleza'®
redigida no IV Congresso Nacional de Doenga Celiaca
(FENACELBRA), estima-se que 1 % a 3 % da populagdo
brasileira seja acometida pela DC.

Para a confirmacio desse resultado, a amostra
de fécula de batata foi analisada em microscdpio Optico
para identificagdo dos possiveis amidos de trigo e de
outros cereais e fécula de batata. Através dessa analise foi
confirmada a presenca de amido de trigo juntamente a
fécula de batata, conforme identificado na Figura 1.

Tabela 1. Resultado do ELISA para a presenga de gliten em seis alimentos industrializados com a inscrigdo “Nao contém Gluten” e cinco com
a inscrigao “Contém Gluten” comercializados no municipio do Rio de Janeiro

Resultado segundo
Teor de gluten
Tipo de amostra Marca Ingredientes Rétulo alegislagao
detectado (mg.kg™)
brasileira
Batata, dleo vegetal de palma
Batata frita ondulada 1 7,40 Nio contém Gliten
esal
Polvilho Doce 2 Fécula de mandioca 7,85 Nio contém Gluten
Creme de arroz 3 Amido de arroz 11,50 Naio contém Gluten
Fécula de batata 4 Batata Nao contém Gluten 35,73 Contém Gliten
Farinha de mandioca, (NCG)
proteina texturizada de soja,
Farofa de soja 5 5,71 Nio contém Gluten
6leo vegetal, alho, sal, cebola e
condimentos diversos
Fubd de milho degerminado 6 Farinha de milho 6,37 Nao contém Gluten
Farinha de milho fina 7 Farinha de milho 8,86 Nao contém Gliaten
Fécula de mandioca, farinha
Sopa de cebola 8 de trigo, proteina vegetal, 262,70 Contém Glaten
gordura vegetal, cebola, sal e
especiarias Contém Glaten
fuba 9 Farinha de milho (CG) 6,59 Nao contém Gluten
Farinha de milho Farinha de milho, 6leo
10 vegetal, alho, sal, cebola e 7,62 Nio contém Glaten
temperada . .
pimentas diversas
Farinha de milho flocada 11 Farinha de milho 6,07 Nao contém Glaten

Limite de deteccao do kit: 3 pg de glaten.kg?’
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Figura 1. Identificagdo da fécula de batata, amido de trigo e de milho e
fécula de mandioca em amostra de fécula de batata (aumento 400 vezes)
Elaborado por Juliana Machado dos Santos

Segundo os dados constantes na Tabela 1,
pode-se notar que na lista de ingredientes do grupo de
alimentos com a inscri¢do “contém gluten’, somente no
rétulo da sopa de cebola consta uma fonte de gliten
(farinha de trigo), confirmando o resultado obtido no
teste ELISA; contudo, as demais amostras apresentaram
resultados negativos contrariando o disposto no rétulo,
resultado semelhante ao encontrado por Felinto®, que ao
analisar oito marcas de chocolate branco e ao leite com
a inscri¢ao “contém gluten”, concluiu que os fabricantes
procediam dessa forma preventiva por ndo analisarem
a presen¢a ou ndo desse componente, diminuindo as
opgoes de consumo dos pacientes celiacos.

Silva'®, ao analisar através do kit ELISA R5
doze amostras rotuladas “contém glaten’, verificou que
somente duas apresentaram realmente contaminagdo
por gluten acima de 20 mg.kg', semelhante ao nosso
trabalho, que de 5 amostras do grupo CG, apenas uma
apresentou conteido de gluten acima de 20 mgkg™.
Nos rétulos das outras quatro amostras do grupo com a
inscri¢ao “contém gliten”, nao foi mencionado qualquer
ingrediente com gluten, porém continha a adverténcia
“Produto naturalmente sem gliten e produzido em local
onde sao processados alimentos com gluten”. O que nos
leva a concluir que devido ao ndo monitoramento do
conteudo de gliten nos alimentos industrializados por
parte dos orgaos competentes do governo, os fabricantes
rotulam seus produtos com a inscri¢ao “contém glaten”
como uma forma preventiva, caso ocorra alguma
contaminagdo durante a fabricagdo de seus produtos.
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Para a confiabilidade nos rétulos de diversos
produtos alimenticios industrializados com as inscri¢des
“nao contém gluten” e “contém gliten”, essa informagao
deve ser clara e correta para que os consumidores possam
planejar adequadamente sua dieta. Diversos estudos
constataram que variados grupos de alimentos onde os
rétulos continham a inscrigdo “ndo contém glaten” ou
“naturalmente sem gluten” apresentaram contaminagao
por gliten e os produtos com a inscrigdo “contém glaten”
os teores de gluten estavam em quantidades inferiores a
estipulada pelalegislacdo vigente no Brasil, demonstrando
que a informagdo nutricional ndo estava correta®*",
dificultando o acesso dos individuos portadores da DC a
uma alimentagdo segura, variada e saudavel.

Analisando os resultados obtidos nesse trabalho,
com objetivo de avaliar a veracidade das informagdes
contidas nos rétulos quanto a presenca de gluten, dos
11 produtos analisados, cinco (45,4 %) apresentaram
informagdes incorretas nos seus rotulos, em desacordo
com o Cddigo de Defesa do Consumidor?, restringindo
assim o cardapio de escolhas alimentares saudaveis para
essa populacdo devido a produtos naturalmente sem
glaten anunciarem no roétulo “contém gliten” e, o mais
preocupante, o produto que nao deveria conter gliten
estar contaminado. Demonstrando que a contamina¢ao
se deu durante a producio.

Dentre os diversos estudos relativos a rotulagem
de alimentos e consideragdes sobre a legislagao>>!”!®
e métodos de deteccdo de gluten em alimentos®'*!*2!
verificou-se que se faz necessario definir politicas
que visem a educacio dos consumidores quanto as
informagbes contidas nos rotulos dos alimentos,
incentivar a producao de alimentos livres de glaten
para a populagdo celiaca, como também a avaliacdo
laboratorial do teor de gliten por parte dos fabricantes
para atendimento aos portadores da DC e principalmente
para que amplie a oferta de alimentos na dieta desse
grupo, levando a melhoria da qualidade de vida’.

CONCLUSAO

No presente trabalho, aproximadamente 50 %
dos alimentos analisados continham as informacdes
incorretas quanto a presenca de gliten no alimento,
contrariando a regra geral de que o rétulo de alimento
deve conter informagoes claras, precisas e legiveis sobre
todos os seus componentes para que o consumidor
possa fazer sua opcao de compra de acordo com suas
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necessidades e peculiaridades.

No tocante a populacio celiaca, serd necessaria
uma mobilizagdo por parte dos fabricantes de alimentos,
cujo roétulo consta a inscri¢ao "ndo contém gluten”, para
que possam garantir a qualidade do seu produto de acordo
com as informagdes disponiveis no roétulo. Quanto a
Vigilancia Sanitdria, se faz necessario definir uma politica
de fiscalizagdo, através de monitoramento, desse grupo de
alimentos que atenda aos portadores de DC.
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RESUMO

Hibiscus rosa-sinensis e o Hibiscus syriacus sdo considerados flores comestiveis e estudos demonstram
seu potencial antibacteriano frente a diversos micro-organismos. Este trabalho teve por objetivo analisar
a Intensidade de Atividade de Inibigdo (IINIB) e a Inativagdo Bacteriana (IINAB) in vitro dos extratos
alcoolicos das flores dos hibiscos e a relagio com os polifendis e antocianinas revelados. Avaliou-se a agdo
antibacteriana frente as bactérias de interesse alimentar, Staphylococcus aureus e Salmonella Enteritidis
resultando em diferencas significativas entre as médias de IINIB/IINAB, sendo S. aureus a cepa mais
resistente para o H. syriacus e S. Enteritidis a mais sensivel em ambos os experimentos. Com relagdo
ao H. rosa-sinensis, este foi eficaz para ambas as bactérias. O teor dos compostos fitoquimicos presentes
nas plantas constatou que hd uma forte correlagio positiva com a atividade antibacteriana (r = 0,88),
sendo que o H. rosa-sinensis obteve poder antibacteriano maior do que o H. syriacus, presumindo estar
relacionado & maior quantidade de polifenodis e antocianinas detectadas no primeiro. Conclui-se que as
plantas estudadas tém poder bactericida e bacteriostatico podendo agir contra a contaminagio bacteriana.
Palavras chave. Hibiscus rosa-sinensis L., Hibiscus syriacus L., atividade antibacteriana, fitoquimicos.

ABSTRACT

Hibiscus rosa-sinensis Hibiscus syriacus and edible flowers are considered and studies demonstrate the
potential antibacterial against various microorganisms. This study aimed to analyze the Inhibition of
Activity Intensity (IINIB) and the Bacterial Inactivation (IINAB) in vitro of alcoholic extracts of flowers
of hibiscus and the relationship with the revealed polyphenols and anthocyanins. We evaluated the front
antibacterial action of food interest bacteria, Staphylococcus aureus and Salmonella Enteritidis resulting in
significant differences between the mean IINIB/IINAB, S. aureus being the most resistant microorganism
strain to H. syriacus and S. Enteritidis was the most sensitive bacteria in both experiments. Concerning the
H. rosa-sinensis was effective for both bacteria. The content of phytochemicals compounds found in plants
there is a strong positive correlation with the antibacterial activity (r = 0.88), and H. rosa-sinensis obtained
antibacterial power greater than H. syriacus, assuming be related to increased amount of polyphenols and
anthocyanins detected at first. We conclude that the plants have bactericidal and bacteriostatic studied
power may act against bacterial contamination.

Keywords. Hibiscus rosa-sinensis L., Hibiscus syriacus L., antibacterial activity, phytochemicals.
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INTRODUCAO

Desde a antiguidade, as flores vém sendo
utilizadas para fins comestiveis e medicinais de forma
muito especifical.

Segundo Felippe e Tomasi’, ainda hoje poucos
dados comprovam a comestibilidade de flores quando
relacionada a compostos de interesse nutricional, pois
ndo hd tradigdo do uso destas na alimentacéo brasileira,
além de pouca pesquisa sobre sua toxicidade. Porém, as
flores podem ser ingeridas na forma de infusao, geléias,
licores, etc, conforme mencionadas em livros que tratam
de plantas medicinais ou mesmo de culinaria.

As substancias naturais de origem vegetal
tornam o alimento mais atrativo ao consumidor, além de
aumentar a vida util devido a capacidade bacteriostatica e
bactericida, que retardam a deterioragao e a multiplicagdo
de micro-organismos indesejaveis’.

A pressao por parte dos consumidores se volta
para uma produ¢do maior de alimentos frescos, com
conservantes naturais e uma maior garantia de seguranga.
Em contraponto, alguns alimentos industrializados
contendo altos niveis de conservantes sintéticos sdo
utilizados para redugdo da carga microbiana, podendo
acarretar riscos a saude dos consumidores®.

Conforme Lorenzi et al’, os dados botanicos do
Hibiscus rosa-sinensis L., popularmente conhecido como
mimo-de-vénus ou hibisco-da-china, sdo de arbusto
pouco ramificado ou simples e lenhoso da Asia Tropical,
que chega a medir cerca de 3 a 5 metros de altura e
com grande nimero de variedades e formas cultivadas
nestes paises. Seu caule é redondo quase aveludado, com
pélos glandulosos; as folhas sdo pecioladas, lobadas,
alternas, densamente pilosas ao longo das nervuras, com
granulagdes estreladas na face superior; as estipulas sdo
agudas, pubescentes; e os pedunculos sdo arqueados,
arredondados, pubescente-aveludados. As flores sio
grandes e solitdrias, geralmente brancas de manha e rosas
ouvermelhas a tarde formadas no decorrer de quase o ano
todo; suas pétalas sdo ciliadas na margem, com fruto do
tipo capsular com cinco l6culos; e a capsula é aveludada,
com pélos estrelados e glanduliferos. Segundo Lorenzi
e Souza®, o Hibiscus syriacus L. possui nomes populares
de hibisco-da-siria e rosa-de-shardo. Neste estudo foi
utilizado o cultivar “Totus Albus”, que corresponde a
variedade muito elegante de flores de cor branca pura,
medindo de 7 a 9 cm de didmetro, as vezes com pétalas

rendadas no centro. Arbusto lenhoso ereto e ramificado
originado da Asia, que pode medir de 2 a 3m de altura
e 2 m de diametro, com folhagem ornamental e ramos
colunares. Suas folhas sdo ovaladas com alguns recortes
irregulares, alternas, mucilaginosas, brilhantes, tem
margens recortadas e coloragao verde-escura. As flores
podem ser simples ou dobradas e formam-se durante o
ano todo, mas mais abundantes na primavera e verao*'.

O cultivo destas duas variedades se da a pleno sol
como planta isolada, em renques como cerca viva, muros
e cercas ou em conjuntos; multiplica-se por estacas e
alporques no final do inverno’.

As pesquisas sobre o poder antibacteriano de
Hibiscus rosa-sinensis foram caracterizadas frente a
diversos micro-organismos com resultados satisfatorios,
desde 1992 por Andrade et al®, Nair et al’, Seyyadnejad'
e Ruban e Gajalakshmi''.

Em levantamento realizado por Gautam et al®
de espécies vegetais com a¢do antibacteriana promissora,
verificou-se que o extrato aquoso de Hibiscus syriacus
demonstrou efetiva atividade antibacteriana contra
Mycobacterium tuberculosis.

Os compostos fitoquimicos sdo sintetizados por
plantas e eficazes contra uma ampla variedade de micro-
organismos, provavelmente devido a capacidade de
formar complexos com proteinas solveis que se ligam a
parede celular bacteriana®.

O objetivo desse estudo foi avaliar a Intensidade
de Atividade de Inibicdo Bacteriana (IINIB) e de
Inativagdo Bacteriana (IINAB) in vitro de extratos
alcodlicos obtidos das flores de Hibiscus rosa-sinensis L.
e Hibiscus syriacus L., frente a Salmonella Enteritidis e
Staphylococcus aureus, relacionando estes resultados a
presenca de polifendis totais e antocianinas.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal utilizado para as analises
foi a estrutura reprodutiva dos arbustos de Hibiscus
rosa-sinensis L. e Hibiscus syriacus L. “Totus Albus’,
denominados neste estudo como hibisco vermelho e
hibisco branco, respectivamente. As amostras foram
coletadas no periodo de janeiro a julho de 2013, em
uma propriedade agroecoldgica em Porto Alegre/RS
(coordenadas 30° 14" S e 51° 06" O) e identificada por
semelhanga segundo Lorenzi et al> para o mimo-de-

*1

Conteudo extraido de <http://www.havlis.cz/karta_
en.php?kytkaid=441> acesso em 16 julho de 2013.
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vénus, e por Lorenzi e Souza® para o hibisco-da-siria.

As pesquisas da atividade antibacteriana e
fitoquimica foram desenvolvidas no Laboratério de
Higiene do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
(ICTA), da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), Porto Alegre/RS.

Atividade antibacteriana

Os experimentos foram realizados em extratos
obtidos por processo de extracdo alcodlica (alcoolatura
dos componentes in natura) de flores dos hibiscos,
na propor¢ao de 400 g de flores frescas para 1000 mL
de dlcool etilico de cereais a 96 °GL (Farmaquimica®,
Porto Alegre/RS/Brasil), que permaneceram por no
minimo 15 dias em maceragdo. Apos este periodo, a
alcoolatura foi filtrada em papel filtro, e posteriormente
submetida a destilacdo fracionada sob pressdo reduzida
em rotaevaporador, desprezando-se a por¢io alcodlica,
para a obtencdo do extrato vegetal'*. Nos extratos obtidos de
Hibiscus rosa-sinensis L. trabalhou-se com as concentra¢des
de 50, 25 e 12,5 % e para as flores de Hibiscus syriacus L.
“Totus Albus”, somente na concentracio de 50 %.

Foram desafiadas duas cepas-padrao de bactérias,
sendo uma Gram-positiva Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e uma Gram-negativa Salmonella Enteritidis
(ATCC 11076), mantidas na bacterioteca do Laboratdrio
de Higiene (ICTA/UFRGS) em 4gar nutriente
(ACUMEDIA®), tendo sido reativadas em caldo infusio
de cérebro e coragdo (BHI - Brain Heart Infusion Broth,
Himedia®, India) incubado a 37 °C por 24 horas, até
atingir no minimo 1,0 x 10* UFC/mL. O inoculo foi
preparado, por diluicdo decimal seriada, em solugéo salina
peptonada 1% tamponada (HIMEDIA®), de 10" a 10% 1
mL do inoculo foi transferid o para tubo contendo
9 mL da solu¢io salina peptonada 1% tamponada
(diluicdo 107); 1 mL desta dilui¢do foi transferida para
novo tubo contendo 9 mL da solugédo salina peptonada
1% tamponada (diluicao 10?) e assim sucessivamente
até a diluicao 10® O controle do inoculo foi realizado

pela técnica de semeadura de 0,1 mL das diluigdes 10
e 107, em placas de Petri contendo agar nutriente para
contagem de colonias, seguido de incubagao a 37 °C por
24 h. Para o estudo, somente foram utilizados indculos
que apresentaram popula¢do > 1,0x10* UFC/mL , sendo
que a atividade antibacteriana dos extratos alcoodlicos
foi realizada segundo a técnica biométrica adaptada de
Cavalli-Sforza®.

Utilizou-se a partir de dados do Teste de Dilui¢édo
segundo DVG'S, com base na técnica de sistema de tubos
multiplos modificada por Avancini'’ e revisada por Souza
e Wiest'®; Avancini e Wiest'”; Maciel et al*® e Cardoso*!
neste ultimo a confirma¢do para o confrontamento
dos extratos com 8 dilui¢des seriais logaritmicas (10" a
10 UFC/mL) dos diferentes indculos bacterianos. Os
tubos de ensaio foram dispostos em duas linhas para
cada bactéria. Na primeira linha (Sem Desinibidores),
os tubos continham 1 mL da dilui¢ao do indculo
bacteriano, 4,5 mL de meio de cultura BHI duplamente
concentrado e 4,5 mL do extrato vegetal. A segunda série
(Com Desinibidores), os tubos continham os mesmos
itens, porém acrescidos dos desinibidores bacterianos
lecitina de soja (Delaware®, Porto Alegre/RS/Brasil),
Tween 80 (Synth®, Diadema/SP/Brasil) e L-histidina (Synth®,
Diadema/SP/Brasil), nas porcentagens de 0,6 %, 6 % e 0,2 %,
respectivamente. Os tubos foram incubados a 37 °C por
24 horas e ap0s esse periodo uma alcada de cada tubo
foi semeada em agar nutriente colocado em incubagao
aerdbia por 24, 48, 72 e 144 horas a fim de se verificar a
presenca de crescimento bacteriano.

A avaliagdo da atividade antibacteriana
dos extratos alcodlicos foram interpretados como
Intensidade de Atividade de Inibicdo Bacteriana (IINIB)
e Intensidade de Atividade de Inativacdo Bacteriana
(IINAB), representadas por varidveis ordinais arbitrarias
de 9 a 0, sendo que o valor de 9 representou a atividade
maxima e 0, a nao atividade, conforme demonstrado no
Quadro 1.

Quadro 1. Representagdo dos valores ordinais arbitrdrios de intensidade de atividade atribuidos as varidveis de Intensidade de Atividade de
Inibigdo Bacteriana/bacteriostasia (IINIB) e Intensidade de Atividade de Inativagdo Bacteriana/bactericidia (IINAB), e suas correspondentes

dilui¢des e doses infectantes nos indculos

9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 Varidveis ordindrias de intensidade de atividade
10" 102 103 10+ 10° 106 107 108 10° na | UFC/mL - dilui¢ées de inoculo inibidas ou inativadas
108 107 10° 10° 10* 10° 10° 10! 1 n.a UFC/mL - doses infectantes inibidas ou inativadas

n.a: auséncia de atividade antibacteriana;
UFC/mL: Unidades Formadoras de Col6nia por mililitro.
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Analise fitoquimica

A andlise fitoquimica foi realizada em triplicata,
utilizando as flores frescas, segundo metodologias
especificas. A determinacdo dos niveis de polifendis
totais foi realizada pelo método Folin-Ciocalteu® e a
curva padrao foi produzida com solug¢des de acido galico
nas concentragoes de 0, 25, 50, 75, 100, 125 e 150 pg/mL.
As leituras foram realizadas em espectrofotometro (UV
Mini 1240, Shimadzu®, Japan) a 750 nm. Os resultados
foram expressos em miligramas (mg) de equivalentes de
acido gélico (GAE) por 100 g de flor fresca dos hibiscos.
As antocianinas totais foram determinadas pelo método
de pH diferencial, conforme descrito por Giusti e
Wrolstad®. Foram feitas as medidas de absorbancias em
espectrofotometro em 540 nm para pH 1 e 700 nm para
pH 4,5. O teor de pigmentos foi calculado considerando
a absortividade molar e os resultados expressos como
miligramas (mg) de cianidina 3-glicosideo/100 g de
amostra.

Analise estatistica
Para a avaliacio da atividade antibacteriana,
foram utilizadas a analise descritiva e a analise de

variancia (ANOVA), com complementagio pelo Teste de
Tukey (p < 0,0001)*. Estabeleceu-se nivel de significancia
de 0,01 % para resultados considerados com diferenca
significativa entre as médias. Os programas estatisticos
utilizados foram o “Statistical Analysis System” (SAS),
versdo 9.2 e o “Statistical Package For The Social Sciences”
(SPSS/PASWSTAT), versdo 18.

Para a avaliacdo fitoquimica, utilizaram-se as
médias dos resultados encontrados de trés repeti¢des
distintas e o desvio padrdo, bem como teste-t com nivel
de significancia (p < 0,05).

Calculou-se a correlacdo de Pearson das andlises
fitoquimicas em relagdo com a atividade antibacteriana
utilizando o programa Microsoft Office Excel® 2007 -
Windows 7.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os valores arbitrarios obtidos
para as diferentes concentragdes do extrato do hibisco
vermelho, o qual apresentou diferenca significativa entre
as médias de IINIB e IINAB para as duas bactérias,
independente do tempo de exposi¢do. Obtiveram-se

Tabela 1. Intensidade da atividade de inibi¢do bacteriana (IINIB) e intensidade da atividade de inativa¢do bacteriana (IINAB),
produzidas pelo extrato de Hibiscus rosa-sinensis L (hibisco vermelho) nas concentragdes de 50 % (A), 25 % (B) e 12,5 % (C),
média de trés repeticoes independentes, sobre 2 in6culos bacterianos padroes, em até 144 horas de incubagio aerdbia a 37 °C

Espécies bacterianas / Desinibidores

Salmonella Enteritidis

Staphylococcus aureus

Tempo de exposi¢ao
(hora)

(ATCC 11076) (ATCC 25923)
IINIB* IINAB* IINIB* IINAB*
A B C A B A B C A B C

24 9,004 7,67°C 4,33¢C 9,004 7,67°¢ 4,3¢C 8,332¢ 5,330 1,008 8,332¢ 5,33 1,00
48 9,004 8,67 6,33¢F 9,004 8,67 6,338 8,678 6,67°C 1,008 8,678 6,67°C 1,00®
72 9,00 9,004 8,67 9,004 9,00 8,67 9,00 8,00 1,00¢® 9,004 8,008 1,00<®
144 9,004 9,004 8,67 9,004 9,004 8,67 9,004 8,67 9,004 9,004 8,67 9,004
Ma 8,19* 6,300

TINIB (sem desinibidor/bacteriostasia); IINAB (com desinibidor/bactericidia). Ma = média aritmética
*9 a 1=valores arbitrarios que representam a intensidade da atividade antibacteriana (média de trés repeti¢des) e 0=ndo atividade
Letras minusculas diferentes sobescritas (a,b,c) na mesma linha para cada inoculo padrao, levando-se em consideragdo IINIB e IINAB, indicam diferencas

significativa, para a andlise de varidncia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,0001)

Letras maitsculas diferentes sobescritas (A, B, C, D), na mesma coluna indicam diferenqa significativa entre o tempo de exposi¢do para a andlise de variéncia

(ANOVA) e teste de Tukey (p<0,0001)
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as médias aritméticas (Ma) dos valores arbitrarios do
confrontamento dos extratos nas concentracdes de 50,
25 e 12,5 %, com as bactérias Salmonella Enteritidis, cuja
média obtida foi 8,19 e para Staphylococcus aureus de
6,30, indicando que a dose infectante inibida ou inativada
atingiu 10’ UFC/mL e 10° UFC/mL, respectivamente,
demonstrando maior sensibilidade da primeira em
relagao a segunda bactéria.

Constatou-se ainda, que a cepa de S. Enteritidis
foi inativada/inibida na concentra¢do de 50 % desde as
primeiras 24 h de confrontamento, enquanto que a de
S. aureus foi inativada/inibida somente apds 72 h de
exposigao.

Nota-se que, @ medida que as concentragdes do
extrato diminuem, os valores arbitrarios acompanham este
decréscimo, sendo menos eficaz a a¢do frente as bactérias
em questdo e, conseqiientemente, conforme aumenta o
tempo de exposi¢do aumenta a eficacia do extrato.

Estudando a variedade de hibisco branco (Tabela
2), demonstram-se as médias dos valores arbitrarios de
8,00 para a cepa de S. Enteritidis e 3,00 para S. aureus, em
que ocorre sensibilidade da primeira em relagao a segunda
bactéria devido a menor reducéo logaritimica de 107 para
10°UFC/mL. Assim houve diferenga significativa entre as
médias, independente do tempo de exposigdo e IINIB e
IINAB entre os dois inculos bacterianos confrontados (p
< 0,0001) e, o extrato alcodlico do hibisco branco obteve

Tabela 2. Intensidade da atividade de inibi¢ao bacteriana (IINIB) e intensidade da atividade de inativagao bacteriana (IINAB), produzidas pelo
extrato de Hibiscus syriacus L. (hibisco branco) na concentragdo de 50 %, média de trés repeti¢des independentes, sobre 2 indculos bacterianos

padrdes, em até 144 horas de incubagio aerdbia a 37 °C

Espécies bacterianas / Desinibidores

Tempo de exposigao Salmonella Enteritidis

Staphylococcus aureus

(hora) (ATCC 11076) (ATCC 25923)
IINIB IINAB IINIB IINAB
24 6,67°¢ 6,67 1,00°® 1,00°®
48 7,33 7,338 1,008 1,00°®
72 9,00%4 9,004 1,00°® 1,00°®
144 9,004 9,004 9,004 9,00:4
Ma 8,00* 3,000

TINIB (sem desinibidor/bacteriostasia); IINAB (com desinibidor/bactericidia). Ma = média aritmética

*9 a 1=valores arbitrarios que representam a intensidade da atividade antibacteriana (média de trés repeti¢des) e 0=ndo atividade

Letras minusculas diferentes sobescritas (a,b) na mesma linha indicam diferengas significativas entre as espécies bacterianas para a andlise de varidncia (ANOVA)
e teste de Tukey (<0,0001), independente da presenga ou da auséncia de desinibidores ou do tempo de exposigao

Letras maiusculas diferentes sobescritas (A, B, C) na mesma coluna indicam diferenga significativa entre os valores de IINIB e IINAB pela Anélise de Vari4ncia

(ANOVA) e teste de Tukey (<0,0001), considerando-se as espécies bacterianas

acao maxima antibacteriana em 72 h para S. Enteritidis e
em 144 h de exposigdo frente a S. aureus.

Constata-se que as médias dos valores arbitrarios
para as duas bactérias, tanto para IINIB quanto para
IINAB, foram iguais, levando em consideragao os tempos
de exposicdo. Contudo os desestressantes/desinibidores
incluidos na categoria IINAB garantem esta técnica, ndo
havendo reparagdo das células bacterianas e evidenciando
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que as plantas tém poder bactericida, portanto a agdo
do extrato foi suficiente para inativar as bactérias. Com
a mesma metodologia, mas com plantas diferentes,
Souza e Wiest’® e Girolometto et al* encontraram
resultados superiores para IINIB em relagdo ao IINAB.
Em contraponto, Maciel et al* predominantemente
encontraram valores arbitrarios maiores de IINIB e IINAB
de Hibiscus sabdariffa L. coletados em dois acessos.
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Figura 1. Comparagao dos resultados das médias dos valores ordinais
arbitrarios de intensidade de atividade bacteriana e as doses infectan-
tes inativadas ou inibidas pelos extratos dos hibiscos na concentragio
de 50% em confrontamento com as bactérias Salmonella Enteritidis
(SE*) e Staphylococcus aureus (SA**).

Analisando a Figura 1, constatou-se que as doses
infectantes inativadas ou inibidas das bactérias nos
confrontamentos os extratos possuem efeitos bactericida
e bacteriostatico frente as bactérias de interesse
alimentar, em que o S. aureus se mostrou a cepa mais
resistente, pois foi observado uma redugdo de apenas 2
ciclos logaritmicos quando comparada com a redugdo
de 7 ciclos logaritmicos de S. Enteritidis apds a aplicagdo
do extrato de hibisco branco. J4 o extrato do hibisco
vermelho foi eficaz para ambas as bactérias, atingindo
uma dose infectante de inativagdo ou inibicdo de 107 e
10 UFC/mL dos indculos de S. aureus e S. Enteritidis,
respectivamente.

Perante as doses infectantes inativadas ou inibidas
pelos extratos dos dois hibiscos analisados, presume-

se que estes poderiam servir como antibacterianos
de interesse alimentar, considerando que segundo
Forsythe?, a dose infecciosa de Salmonella capaz de
provocar uma doenca de origem alimentar, variando de
acordo com a idade e saude da vitima, com o alimento e
com a linhagem, foram < 10° células, e que em S. aureus
encontravam-se na faixa de 10°a 10*UFC/g ou mL.
Comparando os testes do atual trabalho aos
resultados da atividade antibacteriana encontrados
com outra técnica utilizada por Ruban e Gajalakshmi'!
que analisaram a atividade antibacteriana in vitro do
extrato da flor de Hibiscus rosa-sinensis contra patdgenos
humanos, foram encontradas respostas semelhantes,
demonstrando que a extragao de etanol teve maior zona
de inibi¢do registrada para Salmonella sp. com outras
bactérias como Bacillus subtilis e Escherichia coli. O
Hibiscus rosa-sinensis também inibiu o crescimento de
S. aureus, P. aeruginosas e foi resistente para E. coli',
obtendo os mesmos resultados deste estudo para a
primeira bactéria. Através de outras técnicas, no trabalho
de Nair et al.’ a atividade antibacteriana dos extratos
aquoso e metanolico de H. rosa-sinensis foram testados
perante as seis bactérias, resultando em inibi¢ao para
cinco delas. Concorda-se neste contexto, o que foi
verificado com o Hibiscus syriacus, em que os extratos
aquosos deste demonstraram atividade antibacteriana
considerdvel em ensaios de diluicdo em caldo contra
0o micro-organismo  Mycobacterium  tuberculosis'.
Outros géneros desta espécie de Hibiscus, como o
Hibiscus sabdariffa e Hibiscus tiliaceus ja demonstraram
acdo antibacteriana frente aos micro-organismos
Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosas, Salmonella choleroesuis e Escherichia coli*** .

Tabela 3. Analise da correlagao entre as diferentes espécies de hibisco, da quantidade de polifendis e antocianinas com a atividade antibacteriana,
independente dos fatores tempo de confrontagdo, espécie bacteriana e da presenga ou auséncia de dessestressores/desinibidores bacterianos dos

extratos alcodlicos

Polifendis totais Antocianinas Atividade Antibacte-  Coeficiente de correlacao
Espécie vegetal
(mg GAE/100g)* (mg/100g)* riana de Pearson (r)**
Hibisco vermelho
155,85 +0,95 85,71 £0,30 7,25
(Hibiscus rosa-sinensis L.)
0,88
Hibisco branco
84,68 £0,36 10,87 £0,42 5,5
(Hibiscus syriacus L.)
p-value p<0,05 p<0,05 -

*média de 3 repeticdes distintas; **correlagao de Pearson em que ha uma correlagdo positiva do coeficiente r (0<r<1); *** valores na mesma coluna indicam
diferenga significativa para o test-t (p<0,05) das médias de polifenois totais e antocianinas entre as duas amostras de planta
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Quanto a relagio dos compostos bioativos
detectados e a atividade antibacteriana dos dois hibiscos
demonstram-se na sequéncia a Tabela 3 a correlagdo de
Pearson, que resulta na intensidade da relag¢ao linear
entre as duas variaveis estudadas.

Constata-se que houve diferenca significativa
entre as duas espécies de planta em relagdo aos compostos
fitoquimicos (Tabela 3). Sobre as médias dos valores arbitrarios
apresentadas na atividade antibacteriana e as quantidades de
bioativos presentes nas flores em questio, demonstra que a
relagdo entre o teor de polifendis e antocianinas é diretamente
proporcional ao poder antibacteriano dos extratos, como
relatado por Maciel et al®.

Na correlagdo de Pearson, indicou-se que hd uma
forte correlagdo positiva entre os compostos fitoquimicos e a
atividade antibacteriana (r = 0,88), ou seja, quanto maior ou
menor a quantidade de compostos encontrados nas espécies
vegetais, maior ou menor sera sua atividade antibacteriana.
Assim, o extrato alcodlico do hibisco vermelho obteve poder
antibacteriano maior do que o extrato alcodlico do hibisco
branco, relacionado a maior quantidade de polifenéis e
antocianinas identificados no primeiro.

Para Torres et al*®, considerando a riqueza
dos constituintes presentes em plantas, igualmente
a este estudo com resultado positivo da atividade
antimicrobiana dos extratos das espécies vegetais testadas,
pode ser devida a presenca de compostos polifenolicos
detectados, uma vez que estes compostos possuem uma
acao inespecifica sobre o micro-organismo, rompendo
a parede celular antimicrobiana e inibindo os sistemas
enzimaticos para a forma¢ao da mesma.

Resultados semelhantes a presente pesquisa
foram verificados por Chao e Yin?, em que utilizaram
o extrato alcodlico e aquoso de hibisco contra bactérias
de interesse alimentar, e concluiram que ha uma
possivel relacao entre os compostos fendlicos e o efeito
antibacteriano. Na revisio de Rios e Recio®, constatou-se
que dos constituintes quimicos presentes nas plantas, os
compostos fendlicos foram predominantes e as bactérias
Gram-positivas sdo sensiveis a este grupo de substancias.

CONCLUSAO

Osresultados revelaram que os extratos alcoolicos
dos dois hibiscos possuem igualmente atividade
antibacteriana  significativos, apresentando eficdcia
bactericida, de inativacio bacteriana e bacteriostética,
portanto de inibicdo do crescimento bacteriano e, sua
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relagdo com os compostos fitoquimicos presentes nas
plantas pode influenciar nesta agao.

Sugere-se, contudo, a utilizagdo acerca dos
extratos dos hibiscos em questdo, como condimentos
ou conservantes alimentares, oportunizando alimentos
naturais, sensorialmente agradéveis, com vistas a
seguranca alimentar sustentavel. Além da possibilidade
destas plantas servirem para sistemas alimentares,
prevenindo a contaminagdo bacteriana e/ou de sua
utilizagdo terapéutica.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi de identificar Staphylococcus aureus e as linhagens resistentes a meticilina
(MRSA) em amostras de leite cru bovino, por meio de métodos moleculares, e de determinar a
concentragao inibitéria minima (CIM) dos isolados. S. aureus pode apresentar linhagens resistentes a
meticilina e a outros antimicrobianos utilizados na pratica médico-veterindria. Foram analisadas 251
amostras de leite cru de tanques de expanséao, procedentes de cinco mesorregides produtoras de leite de
Minas Gerais — Brasil. Por meio de PCR foi identificada a presenca do gene fernA em 278 isolados de
S. aureus;eas linhagens MRSA foram determinadas pela presenga do gene mecA. Os ensaios de PCR foram
positivos para gene femA em 100 % dos isolados testados; e entre essas amostras 11 (3,95 %) apresentaram
produto amplificado de 533 pb correspondente ao gene mecA. Para analisar a susceptibilidade dos isolados
foi realizado o teste de CIM para nove substincias antimicrobianas. Foram identificados 149 isolados de
S. aureus que apresentaram CIM< 4 pg/mL para enrofloxacina, com 92,54 % de susceptibilidade, e 55
isolados testados para sulfametoxazol+trimetoprima, apresentaram CIM < 2 ug/mL com 83,33 % de
susceptibilidade. Estes antimicrobianos foram considerados os mais eficazes.

Palavras-chave. concentragao inibitoria minima, femA, mecA, Staphylococcus aureus, resisténcia a meticilina.

ABSTRACT

This study identified Staphylococcus aureus and the methicillin-resistant (MRSA) strains in raw milk
samples using molecular methods, and their minimum inhibitory concentrations (MIC) were evaluated.
Two hundred fifty-one samples of raw milk samples from bulk tanks, collected in the state of Minas
Gerais, Brazil were analyzed using polymerase chain reaction (PCR) to investigate the presence of fermA
gene in 278 S.aureus isolates. Furthermore, MRSA strains were investigated for detecting mecA gene. All
of 278 isolates contained the femA gene (132 bp), and in 11 samples (3.95 %) the mecA gene (533 bp) was
identified. The minimum inhibitory concentration against S. aureus was determined using enrofloxacin,
trimethoprim-sulfamethoxazole, gentamicin, azithromycin, tetracycline, cephalothin, amoxicillin,
penicillin G and lincomycin. Enrofloxacin and trimethoprim-sulfamethoxazole showed to be the most
effective inhibitors, as this study identified 149 of 161 isolates (92.5 % of susceptibility) with MIC< 4 mg/
mL, and 55 of 66 isolates (83.3 % of susceptibility) with MIC< 2 mg/mL, for the first antimicrobial drug
and the second one, respectively.

Keywords. minimum inhibitory concentration, femA, mecA, Staphylococcus aureus, methicillin resistance.
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INTRODUCAO

Staphylococcus aureus destaca-se como um dos
agentes etioldgicos mais frequentemente associados a
mastite bovina, fato que representa sério risco para a
saude publica. Além disso, a inflamagao da glandula
mamaria bovina ocasiona problemas de sabor e aroma no
leite e seus derivados, menor rendimento na fabricacao
de queijos e perda de gordura e caseina no soro"?. Existe
ainda, o risco de a bactéria chegar aos alimentos ja
processados, seja por contaminagao cruzada, que pode
ser de origem animal, principalmente o gado leiteiro,
ou pela acdo dos manipuladores, na maioria, portadores
assintomaticos. Um ponto critico de controle que deve
ser observado é a produgdo de enterotoxinas (SEs) que,
por serem termotolerantes, podem permanecer no
produto final apds o processamento térmico**.

A rotina de diagndstico microbiolégico para o
S. aureus esta baseada em culturas bacteriologicas, nas
caracteristicas fenotipicas e morfotintoriais, bem como na
sua identificacdo por técnicas bioquimicas. Estes métodos,
porém, possuem baixa sensibilidade, sendo necessaria
a aplicacdo de testes mais sensiveis e que tenham maior
especificidade e rapidez, como a reacdo em cadeia da
polimerase-PCR, realizada diretamente em isolados
bacterioldgicos e em materiais clinicos, como o leite*®.

A identificacdo de S. aureus por PCR pode ser feita
pela detecgdao do gene femA, que tem como produto uma
proteina de48-50kDa, reconhecida como um fator especifico
e codificada cromossomicamente neste patégeno, sendo
envolvido na estrutura da parede celular bacteriana**".

Amostras de S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA) sao reconhecidamente um dos principais
problemas de infecgdo hospitalar no homem e em
animais. Nos ultimos anos, o aumento de estirpes
resistentes a meticilina tornou-se um sério problema
clinico e epidemiolégico. Mais uma vez, com a utilizagao
da PCR ¢ possivel identificar isolados MRSA utilizando
a deteccdo do gene mecA>'*?. Considerado padrao
ouro para diagnodstico, o gene mecA pode ser utilizado
como um indicador de viruléncia dos isolados, uma
vez que estirpes MRSA sdo frequentemente resistentes
a maioria dos agentes antimicrobianos, incluindo
aminoglicosideos,  macrolideos, cloranfenicol,
tetraciclina e fluorquinolonas®®. O tipo de resisténcia dos
MRSA ¢ intrinseca, ndo sendo devida a destruicdo do
antibidtico por lactamases, e sim, por modifica¢gdes na
estrutura-alvo do antimicrobiano.

A utilizagao de antimicrobianos ¢ um componente
importante dos programas de controle da mastite bovina.
Assim, a selecdo do antimicrobiano apropriado é essencial,
tanto do ponto de vista da satude do animal, quanto da
produtividade da glandula mamaria; os resultados dos
testes de susceptibilidade a antimicrobianos ajudam o
médico veterinario clinico na escolha dos medicamentos
apropriados™*®>. No caso das infecgdes estafilococicas da
glandula mamaria, porém, a eficiéncia destes tratamentos é
variavel (3,6 % a 92 %), segundo Owens et al'. Nestes casos,
para aumentar a eficiéncia dos tratamentos destas infecgoes,
a alternativa é a utilizacdo de dosagens maiores que as
encontradas nos produtos comerciais. Isto pode ser avaliado,
“in vitro, por meio da determinacdo da concentragio
inibitéria minima (CIM) considerada uma importante
ferramenta para o controle das infec¢des estafilococicas'”'®.
Este método estd padronizado, possui detalhamento técnico
bem definido e apresenta a vantagem de fornecer dados
quantitativos que podem ser interpretados considerando
as caracteristicas farmacoldgicas e farmacocinéticas dos
antimicrobianos e a concentra¢do minima a ser alcancada
no ubere bovino'>'*2!.

Este trabalho teve por objetivo identificar por
métodos moleculares amostras de S. aureus e de MRSA
isoladas deleite cru e determinar a concentragao inibitéria
minima (CIM) como uma contribui¢do aos estudos das
infecgoes causadas por este micro-organismo.

MATERIAL E METODOS

Amostras de leite

As amostras de leite, de tanques de resfriamento,
foram obtidas do Laboratério de Qualidade de Leite-
LabUFMG, na Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais (EV-UFMG)/Brasil. Foram
obtidas 251 amostras de leite cru, procedentes de cinco
microrregides produtoras de leite de Minas Gerais
(Central Mineira, Noroeste de Minas, Vale do Mucuri,
Regiao Metropolitana, Vale do Rio Doce). Uma aliquota
de 10ul de leite” foi plaqueada em placas de agar seletivo
Baird-Parker (BP) (M043 HIMEDIA Laboratories, India)
suplementado com gema de ovo e de telurito de potassio
(LaborClin®). Apos este procedimento, as placas foram
incubadas a 37 °C durante 24 horas. Apds observa¢ao
de colonias tipicas e atipicas para S. aureus foi realizada
identificacdo fenotipica com colora¢do de Gram, teste de
coagulase em tubo, hidrélise da uréia e fermentagao dos
aglcares manitol, trealose, e sacarose?. No total de 278
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colonias de S. aureus foram isoladas com confirmacio
posterior por teste de genotipagem pela amplificagdo do
gene femA em PCR. Os isolados foram inoculados em
caldo infusdo de cérebro e coragdo (BHI), com 20 % de
glicerol (v/v) e congelados a -20 °C, em tubos eppendorf,
em triplicata, para utiliza¢ao posterior.

Extra¢ao de DNA para amplifica¢io

Os isolados de S. aureus obtidos de amostras de
leite foram submetidos a extracdo de DNA pelo método
de lavagem alcalina®** O DNA foi quantificado por
densidade o6ptica em espectrofotdmetro (NanoDrop®
ND-1000 UV-Vis) e mantidos a -20 °C, até utilizacao.
Foram utilizadas amostras de S. aureus ATCC 25923
como controle positivo.

Detecgao dos genes femA e mecA pela PCR Duplex
Segundo Dias’, os iniciadores utilizados para a
amplificacdodefragmentode132pb(paresdebases)dogene
femA foram: fem-A15 AAAAAAGCACATAACAAGCG
3’ e fem-A2 5 GATAAAGAAGAAACCAGCAG 3.
Para o gene mecA foram amplificados fragmentos
de 533 pb, usando os iniciadores mec-Al (5
AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC 3°) e mec-A2
(5> AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC 3’). De acordo
com metodologia adaptada®* o volume final da
reagdo da PCR duplex foi de 50 pL. Foram utilizados
2,5 pL de tampao 10X (Phoneutria®), 10 pL de dNTP
(0,2 mM), 0,25 pL de cada iniciador (25 pmol / L), 2,0 U
de Taq polimerase (Phoneutria®) e 5 uL de DNA molde
(50-100 ng). A amplificacao foi realizada em um
termociclador (Mini Cycler, MJ Research), com os
seguintes ciclos: desnaturagdo inicial a 94 °C durante
5 minutos, seguido por 35 ciclos de amplificagdo
(desnaturagdo a 94 °C durante 1 minuto, hibridagdo
a 57 °C durante 2 minutos e extensao a 72 °C, durante
2 minutos), terminando com a extensdo final a 72 °C
durante 10 minutos. O tampdo de corrida utilizado
foi o Tris-borato-EDTA gel (TBE) a 0,5X em gel de
agarose a 2 % a correr a 100 volts durante 90 minutos.
Como marcador molecular foi utilizado 100 bp DNA
Ladder Promega®. O gel de eletroforese foi fotografado
usando o programa Image LPix através do aparelho de
Biotecnologia Loccus L.Pix®* Imagem Molecular.

Testes de Susceptibilidade aos Antimicrobianos

Foram testados todos os isolados de S. aureus,
segundo o método de difusdo em disco interpretados
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segundo CLSI®. Foram utilizados os seguintes
antimicrobianos (Cecon®): amoxicilina - 10 pg (AMOX),
azitromicina - 15 pg (AZIT), cefalotina - 30 ng (CFL),
enrofloxacina - 5 pg (ENO), gentamicina - 10 pg
(GEN), lincomicina - 2 pg (LIN), penicilina G - 10 UI
(PEN), sulfametoxazol + trimetoprima -25 pg (SUT) e
tetraciclina - 30 pg (TET).

Testes CIM - Concentragao Inibitéria Minima

Para a determinac¢do da CIM foram adquiridos
0s mesmos antimicrobianos em pé (Sigma-Aldrich®-
E.U.A). Tanto as suspensdes, como placas de agar de
Muller-Hinton (HIMEDIA Lab., India), contendo estes
antimicrobianos, foram preparadas de acordo com as
instrucdes do CLSI*. As concentragdes variaram de
0,125 a 256 pg de cada antimicrobiano. Em todos os
testes foram utilizadas amostras controle American Type
Culture Collection (ATCC): S. aureus ATCC 25923,
S. epidermidis ATCC 12228. Placas sem antimicrobianos
foram usadas como controle de crescimento bacteriano.

Os isolados de S. aureus foram plaqueados em
agar Baird Parker (HIMEDIA Lab., India) e mantidos a
37 °C por 18-24 horas. Apods crescimento 3-5 colonias
foram homogeneizados em 2 mL de PBS estéril
(pH 7,2) até turbidez equivalente a padrdo 0,5 da escala
de McFarland de acordo com CLSI*. Cada cultura em
suspensdo foi transferida para o replicador de Steer”
e as placas foram inoculadas com 1 pL da suspensdo
bacteriana, nao excedendo em 20 minutos o tempo entre
a preparacio do in6culo e a incubagdo por 24 h/37 °C.

A interpretacio dos resultados foi de acordo com
CLSI?®. O CIM dos isolados de S. aureus foi definido
como a concentra¢do mais baixa a qual nao foi observado
nenhum crescimento bacteriano visivel a olho nu. Além
disso, as concentracdes capazes de inibir 50 % e 90 % dos
isolados, designados CIM,, e CIM,, respectivamente,
foram determinadas conforme CLSI*. Todos os ensaios
foram realizados em duplicata.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados de susceptibilidade obtidos dos testes de
difusao em agar foram tabulados de acordo com CLSI*e
correlacionados pelo qui-quadrado (x2) e teste de Fisher
através do programa Graph Pad versao 3.06,32-2003.
Comparagdes com valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente signifitivos. Os testes de MIC para
susceptibilidade do S. aureus aos antimicrobianos
testados foram avaliados de acordo com CLSI***.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Detecc¢ao dos genes femA e mecA

Das 251 amostras de leite cru foram obtidas 278
colonias isoladas de S. aureus identificadas por métodos
fenotipicos e microbiologicos*. Todas as 278 colonias
(100 %) foram positivas para a presenca do gene femA
por apresentarem um produto amplificado de 132
pb (Figura 1). Destes, foram encontradas por PCR
11 amostras (3,95 %) que apresentaram um produto
amplificado de 533 pb correspondente ao gene mecA.
Deste total, sete isolados foram obtidos a partir da regiao
metropolitana de Belo Horizonte/MG, um isolado a
partir da regido Central Mineira/MG, um isolado da
regido do Vale do Rio Doce/MG, um isolado da Regiao
Noroeste/MG e um isolado do Vale do Mucuri/MG.
Pela pesquisa do gene mecA, estas amostras foram
consideradas resistentes a meticilina ou MRSA.

mecA 533pb

w— s we= w» femA 132pb

Figura 1. Reacao em cadeia pela polimerase-PCR - para detec¢do dos
genes femA e mecA

Canaleta 1- PAD-padrao de peso molecular 100 pb; Canaleta 2-gene
mecA 533pb + femA 132pb; Canaletas 3, 4 e 5-apenas gene femA
(Staphylococcus aureus). Testes visualizados sob luz U.V. em gel de
agarose 2 %, corados com brometo de etidio (Img/mL). Gel fotogra-
fado com a utilizagdo do programa LPix Image através do aparelho
L.Pix Molecular Imaging Loccus Biotecnology”

O trabalho de Mehrotra et al® mostrou uma
correlacaio de 100 % entre a presenca do gene femA
e os isolados de S. aureus MRSA, semelhantes a este
trabalho uma vez que, o gene femA ¢é reconhecido como
um fator naturalmente codificado no cromossomo
do S. aureus, tem como produto uma proteina de 48
kDa, estd relacionada com o metabolismo da parede
celular bacteriana e pode ser encontrado em culturas

de crescimento ativo. Dias et al'® apds analisarem 200
amostras obtidas de leite de outras regides leiteiras de
Minas Gerais para deteccdo do gene femA por PCR
diretamente do leite cru, encontraram 145 (72,5 %)
amostras positivas para a presenca de S. aureus.

MRSA estdo presentes em diversas propriedades
produtoras de leite, distribuidas em diferentes regides,
com diferentes percentuais® e a presencga do gene mecA
é considerada um pré-requisito para a identificacdo de
S. aureus MRSA de acordo com Mehrotra et al® que
ao examinaram 19 linhagens obtidas de amostras de
MRSA conhecidas, encontraram 18 (94,73 %) eram
positivas para a presenca do gene mecA, responsavel pela
resisténcia a meticilina.

No presente trabalho, 11 amostras de S. aureus
(3,95 %), apresentaram um produto amplificado de 533
pb correspondente ao gene mecA e foram consideradas
resistentes a meticilina ou MRSA, resultados semelhantes
segundo segundo Moon et al*> que, ao avaliarem 140
propriedades produtoras de leite na Korea, identificaram
696 amostras de S. aureus e destes, 19 (2,7 %) foram
resistentes a meticilina. Por outro lado, em Minas Gerais,
Dias et al*® encontraram 18 amostras de leite (11,0 %) 200
isolados de S. aureus como portadoras do gene mecA. Na
obra de Huletsky et al®, testes feitos com uma variedade de
estirpes de Staphylococcus spp. e S. aureus, pelo método de
PCR multiplex, detectaram que em 1.657 estirpes testadas,
1636 (98,7 %) foram identificados como MRSA.

A resisténcia dos Staphylococcus spp. a meticilina
pode ser mediada por um determinante que transporta
o gene mecA estrutural, que por sua vez, codifica
uma proteina de ligacdo a penicilina (PBP) ligada a
afinidade da PBP para beta-lactimicos®*. O provavel
uso indiscriminado dos antimicrobianos disponiveis
no mercado e a alta capacidade adaptativa dos S. aureus
podem possibilitar a selecdo de linhagens resistentes a
diversos antimicrobianos', o que justifica os diferentes
percentuais de amostras de MRSA positivos encontrados.
Da mesma forma, amostras clinicas de S. aureus ou
estafilococos coagulase negativos (SCN) também podem
transportar o gene mecA, muitas vezes sem expressa-lo*.

Teste de Concentragio Inibitoria Minima-CIM
Inicialmente foram realizados testes de difusdao
em agar de acordo com CLSI*?* em todas as amostras
de S. aureus isoladas de leite cru para conhecer o nivel de
susceptibilidade aos diferentes antimicrobianos.
Das 278 coldnias de S. aureus isoladas, foram
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encontradas 263 amostras (94,0 %) susceptiveis a
gentamicina; 222 (80,0 %) a azitromicina; 220 (79,0 %)
a cefalotina; 212 (76,0 %) a sulfametoxazol-trimetoprima
(SUT); 197 (71,0 %) a amoxicilina; 181 (65,0 %) a
lincomicina; 159 (57,0 %) a tetraciclina; 117 (42,0 %)
a enrofloxacina e 29 amostras (10,0 %) susceptiveis a
penicilina (Figura 2).

Figura 2. Perfil de susceptibilidade (método de difusao em agar) fren-
te aos antimicrobianos testados das colonias de S. aureus isoladas a
partir de leite de cinco microrregides do estado de Minas Gerais. a; b;

¢; d; e; com p< 0,0001;

Assim as provas de concentra¢do inibitoria
minima foram realizadas nos isolados resistentes onde
CIM foi definida como a menor concentra¢do em que nao
foi observado nenhum crescimento bacteriano visivel a
olho nu®. Este teste apresenta a vantagem de fornecer
dados quantitativos’ sendo que CIM, e CIM,  indicam
a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento de
50 % e 90 % dos isolados, respectivamente (Tabela 1).

Para analisar o perfil de susceptibilidade
das amostras, pelo método CIM, os dados foram
confrontados com pardmetros de CLSI*®. Somente com
a utilizacdo deste foi possivel fazer a caracterizacdo das
amostras como sensivel (S) ou resistente (R) frente ao
antimicrobiano testado.

Portanto, os pardmetros para avaliar a resposta
das amostras as diferentes concentra¢des, pelo método
CIM, foram: para amoxacilina, < 0,25 (S) a > 0,5 ug/mL
(R); azitromicina, < 2,0 (S) a = 8 pg/mL(R); cefalotina,
< 8,0 (S) a = 32 pg/mL (R); enrofloxacina, < 4,0 (S) a 2
16 ug/mL (R); gentamicina, < 4,0 (S) a > 16 pg/mL (R);
lincomicina, < 0,5 (S) a 2 4ug/mL (R); penicilina G, < 0,12
(S) a 2 0,25 pg/mL (R); sulfametoxazol + trimetoprima
(SUT) < 2,0(S)a=4 pg/mL(R) e tetraciclina, < 4,0 (S)
a > 16 pg/mL (R).

Tabela 1. Concentragéo inibitéria minima-CIM das amostras de S. aureus e respostas de susceptibilidade as diferentes concentragdes dos agen-

tes antimicrobianos testados

Ponto de SRy
Antimicrobiano corte Concentragdes dos antimicrobianos testados e
(n° amostras testadas) ) numero de isolados susceptiveis encontrados em cada concentragao
ng/mL 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256
Enro (161) <4 23 29 24 284 32 138 12
Sut (66) <2 56 5P 1 1 3
Genta (15) <4 1 2 2 2 24 3 1 » 1
Azit (56) <2 7 18 164 2 2 68 5
Tetra (119) <4 39 36" 6 5 3 3 3 18% 6
Cefalo (58) <8 8 9 5 74 3 1 5 8 98 3
Amox (81) <02 30 174 13 8 8B 4 1
Pen G (249) <0,12 46 22 38 B4 27 16 5 18 18 108 11 6
Linco (97) <05 1 12 26 114 4 6 12 208 1 4

Antimicrobiano: Enro = enrofloxacina; Sut = sulfametoxazole + trimethoprim; Genta = gentamicina; Azit =azitromicina; Tetra = tetraciclina; Cefalo =cefalotina;
Amox =amoxacilina; Pen G = penicilina G 10 UL Linco =lincomicina; 1 = Ponto de corte interpretativo de susceptibilidade®’; A = CIM, = Concentragio que
inibiu 50% das amostras testadas; B = CIM,, = Concentragio que inibiu 90% das amostras testadas'
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Enrofloxacina e o sulfametoxazol+trimetoprima
apresentaram atividade inibitoria (CIM, ) para osisolados
de S. aureus, em concentragdes que variaram entre 1-4
pug/mL e 2-4 pg/mL, respectivamente. Em contraste, os
antimicrobianos menos efetivos foram azitromicina com
CIM entre > 2 - > 16 pg/mL; cefalotina com CIM entre
> 1 - > 32 pg/mL; gentamicina e lincomicina com CIM
entre > 2 -> 32 ug/mL; a amoxacilina com CIM entre >
0,5 - > 64 pug/mL; a penicilina G com CIM entre > 1 - >
64 pug/mL e a tetraciclina com CIM entre > 1 - > 128 g/
mL, necessitando de altas concentragdes para inibirem o
crescimento de isolados de S. aureus.

Os  resultados de  susceptibilidade a
enrofloxacina sao semelhantes aos descritos por outros
autores'>'®* que observaram uma CIM > 2 ug/mL
para a enrofloxacina e susceptibilidade de 83 % de
isolados bovinos de infec¢des mamarias causadas por
S. aureus. Por outro lado, o perfil de susceptibilidade
dos isolados de S. aureus frente & gentamicina variou
de 83 a 100 % com CIM = 0,5 pg/mL, enquanto que
frente a associagdo sulfametoxazol+trimetoprima (SUT)
esta susceptibilidade foi de 97,3 %. Desta maneira,
pode-se considerar que nestas concentragdes estes
antimicrobianos seriam mais efetivos para o tratamento
da mastite bovina estafilocdcica.

Quanto a tetraciclina, além de apresentar um
CIM,, de 128 ug/mL foi possivel perceber a presenca de
linhagens frente aos quais o antimicrobiano foi efetivo
somente na concentragdo de 256 pg/mL. Uma possivel
explicagao é a que os isolados remanescentes podem ter
utilizado o mecanismo de efluxo ou outro, onde proteinas
citoplasmaticas protegeram o ribossomo bacteriano da
acao das tetraciclinas permitiram que a sintese proteica
prossiga normalmente®”*’.

Os isolados de S. aureus foram resistentes a
amoxacilina, penicilina e lincomicina, apresentando
CIM,, = 4 ug/mL, CIM, = 64 pg/mL e CIM, = 32 pg/mL,
respectivamente. Neste caso em mais uma vez foi possivel
perceber a presenca de linhagens frente aos quais os
antimicrobianos mostraram atividade bactericida em
concentragdes maiores, que variaram entre 8 e 256 ug/mL.
O trabalho de Gianneechini et al** ao avaliarem S. aureus
encontraram CIM,, >8 ug/mL e 56 % de resisténcia a
penicilina.

Outros trabalhos'>'7!#* apontaram resultados de
resisténcia a beta-lactamicos (em especial a penicilina)
entre 31 a 63 % com CIM > 8 pg/mL. Mesmo que os
valores absolutos de resisténcia encontrados por estes

autores ndo estejam proximos a este trabalho, deve-se
ter em mente que as infec¢des causadas por S. aureus
sao normalmente tratadas com antimicrobianos, cujas
dosagens sdo estabelecidas com base nos resultados
de susceptibilidade observados in vitro, e em dados
farmacoldgicos da droga usada. Fatores inerentes ao
animal podem afetar a concentragéo efetiva da droga no
sitio de agdo. O uso de antimicrobianos para tratamento
da mastite é um passo importante para o controle da
doenga, mas o amplo uso de penicilinas na Medicina
Veterinaria pode favorecer o desenvolvimento de
resisténcia e explicar a maior prevaléncia de amostras
resistentes aos beta-lactamicos®*.

Testes para determinacio da CIM foram
realizados'” para analisar 123 amostras de S. aureus
bovino e evidenciaram 26 % de resisténcia a penicilina
com CIM50 e CIM% em concentracdes de 0,06 a
0,5 pg/mL. Por outro lado, de acordo com Haran et al'é,
apos analisarem 101 amostras de leites crus, coletados de
tanque, identificaram apenas dois isolados MRSA, sendo
50 % deles resistentes a enrofloxacina e 100 % resistentes
a penicilina. Portanto, ndo existem pardmetros que
possam estabelecer quais os percentuais minimos e
maximos de resisténcia dos isolados de S. aureus de casos
clinicos de mastites bovinas, frente aos mais diversos
antimicrobianos. Tal fato enseja a necessidade de sempre
estabelecer o CIM,, quando os testes de susceptibilidade
a antimicrobianos disponibilizados no mercado
apresentem altos indices de resisténcia, bem como uma
menor disponibilidade de produtos para os tratamentos
de mastite. Determinado caso a caso, o CIM,, pode ser
uma ferramenta util para os tratamentos das mastites
estafilocdcicas, quando nao se dispoe de produtos
comerciais em baixas concentracoes.

CONCLUSAO

A identifica¢ao de micro-organismos por meio de
métodos moleculares é cada vez mais recomendada. No
presente estudo, podemos concluir que as amplificagdes
dos genes femA e mecA, por uma PCR Biplex, mostraram-
se Uteis para a identificacdo de S. aureus isolados de
amostras de leite e devem ser recomendadas como uma
alternativa aos métodos bacterioldgicos utilizados para o
diagnoéstico das mastites estafilocdcicas.

E conhecida que a presenga de amostras MRSA
(mecA+) representa uma preocupa¢ao para a saide
publica, especialmente pela sua presenca no leite cru.
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Apesar do baixo percentual de MRSA encontrado entre
os isolados de S. aureus, os resultados forneceram uma
visdo sobre a presenca destes micro-organismos em
algumas propriedades das microrregides analisadas. As
autoridades sanitarias devem estar atentas aos casos de
multirresisténcias aos antimicrobianos.

As respostas das mastites causadas por S. aureus
frente aos tratamentos apresentam resultados variaveis.
As infecgbes causadas por estes micro-organismos
sao normalmente tratadas com antimicrobianos
cujas dosagens sao estabelecidas com base nos
resultados de susceptibilidade observados in vitro, e
em dados farmacologicos da droga usada. O perfil de
susceptibilidade dos S. aureus frente aos antimicrobianos
mostram indices de resisténcia, como observado neste
trabalho. Os resultados dos testes de CIM, permitem
encontrar concentragdes mais altas para o uso de
antimicrobianos e, assim, aumentar os percentuais
de susceptibilidade, como é caso da enrofloxacina e
da associagdo sulfametoxazol+trimetoprima. Pode-se
concluir que a CIM, é recomendada para a indicagdo
terapéutica dos antimicrobianos e, assim, aumentar a
eficiéncia dos tratamentos das mastites estafilococicas.
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RESUMO

A dgua é uma necessidade vital para qualquer ser vivo e é utilizada para intimeras finalidades. Em funcao
do uso a que se destina deve apresentar determinadas caracteristicas de potabilidade. A qualidade da agua
distribuida no municipio de Cataldo-GO foi avaliada por meio de andlise dos pardmetros de turbidez,
cloragdo e andlise microbioldgica baseando-se nos padrdes estabelecidos pela Portaria n° 2.914/2011-MS, e
para correlacionar a interferéncia climética na turbidez e no cloro. Foram coletadas nove amostras semanais,
durante os meses de julho a dezembro de 2012. A 4gua foi analisada quanto aos pardmetros de turbidez, cloro,
coliformes totais e Escherichia coli. Das 216 amostras analisadas, 7,87 % (17) amostras apresentaram cloro abaixo
do preconizado em legislagio. Em relagéo a turbidez, 100 % das amostras apresentaram valor <5 UT. Quanto aos
coliformes totais e E. coli, 100 % das amostras apresentaram resultados satisfatorios quanto a auséncia em
100 mL. Nao houve correlacdo entre os niveis de cloro e temperatura ambiente, tampouco entre turbidez
e precipitacao pluviométrica. Considerando-se o atendimento ao padrdo de potabilidade por meio das
médias mensais obtidas pelo Departamento de Vigilancia Sanitaria Municipal de Catalao-GO, o sistema
publico de abastecimento de dgua tem atingido niveis satisfatérios de qualidade da dgua tratada.
Palavras-chave. coliformes totais, Escherichia coli, precipitagdo pluviométrica, qualidade da d4gua,
temperatura ambiente.

ABSTRACT

Water is a vital necessity for any living being and it is used for numerous purposes. Depending on the
intended use it must display certain characteristics of potability. This study aimed at evaluating the quality
of water supplied in the city of Cataldao-GO, by analyzing turbidity, chlorination and microbiological
attributes based on the parameters established by Decree n° 2914/2011-Ministery of Health, and to
correlate the climate interference on turbidity and chlorine. Nine samples were collected weekly during
the months from July to December 2012. The water samples were analyzed for turbidity, chlorine, total
coliforms and Escherichia coli parameters. Of 216 analyzed samples, 7.87 % (17) showed chlorine below
the rate recommended in the legislation. Regarding the turbidity 100 % of samples presented value <5
UT. In analyzing the total coliforms and E. coli, 100 % of the samples showed satisfactory results, being
absent in 100 mL of sample. No correlation was found neither between chlorine levels and temperature,
nor between turbidity and rainfall. Considering that the potability standards have complied with the
monthly averages obtained by the Department of Municipal Sanitary of Cataldo-GO, the public water
supply system has reached the satisfactory quality rates of the treated water.

Keywords. total coliforms, Escherichia coli, rainfall, water quality, temperature.
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INTRODUCAO

Aéaguaéumbem puablico universal de importancia
fundamental para os seres vivos. Suas propriedades
estdo relacionadas as necessidades vitais dos individuos,
desde a composicdo de liquidos e tecidos, até as fungoes
exercidas em atividades metabdlicas ¢ reprodutivas.
Dessa forma, a preocupagdo com a qualidade deste
recurso disponibilizado para o consumo humano deve
ser prioridade na elabora¢do dos planos de gestdo dos
recursos hidricos e abastecimento municipal, questdes
essenciais para defini¢do de politicas de saude publica'.

As aguas superficiais, bem como as dos aquiferos
subterraneos contém diversas substancias comuns ao
meio ambiente, tais como sais dissolvidos; particulas
em suspensdo € micro-organismos, que podem provocar
danos a satide das pessoas e portanto, antes de servir ao
consumo humano, essas aguas necessitam de tratamento
que melhore suas caracteristicas sensoriais, fisicas,
quimicas e bacteriologicas?.

Esse processo ¢ desenvolvido nos Sistemas de
Abastecimento de Agua (SAA), infraestrutura utilizada
para conduzir a 4gua dos pontos de captacdo até a entrada
nas redes e reservatorios internos dos domicilios. Para
prevenir contra riscos de contaminacdo, os SAA devem
adotar métodos rigorosos de monitoramento continuo
da qualidade da agua, garantindo que o sistema opere
satisfatoriamente, proporcionando um produto dentro
das normas exigidas para o consumo humano®.

Segundo a Pesquisa Nacional de Saneamento
Basico - PNSB 2008%, do total de 5.531 municipios que
possuem rede geral de distribuicao de agua, apenas
87,2 % dos municipios brasileiros distribuem agua
totalmente tratada, 6,2 % distribuem agua parcialmente
tratada e, em 6,6 % dos municipios ndo hd nenhum
tipo de tratamento. No que diz respeito a existéncia de
instrumento reguladores dos servicos de abastecimento
de agua, a PNSB 2008 revela que apenas 32,5 % dos
municipios brasileiros langam mao de algum instrumento
de regulagdo. A maioria ocorre nas regides Centro/Sul,
onde aproximadamente 40 % dos municipios regulam o
servigo®.

A Portaria n° 2.914/2011 do Ministério da
Satude® dispde sobre os procedimentos de controle e de
vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e
seu padrdo de potabilidade. O documento fixa as normas
para identificar e avaliar os fatores de riscos associados
aos SAA, estabelecendo um conjunto de agdes corretivas

pertinentes a serem adotadas para evitar problemas de
satde para a populacao®.

Um dos indicadores utilizados no controle
de qualidade da agua ¢é a turbidez, expressa por NTU
(Nephelometric Turbidity Units), medida que representa
uma propriedade optica de dispersdo da agua na presenga
da luz. Este fendmeno aumenta com a quantidade de
material particulado em suspensao e desta forma, a
turbidez é maior a medida que se aumenta a carga de
sedimento suspenso’.

O emprego da turbidez como indicador da
eficiéncia do tratamento hidrico encontra duas aplicacdes
principais na avaliacdo da qualidade da 4agua; a primeira
trata-se da indicacdo da remocgdo de cistos e oocistos
de protozoarios por meio de filtracdo e a segunda, do
bom condicionamento da agua pré-desinfeccao, ja que
particulas em suspensdo podem proteger os micro-
organismos dos efeitos dos agentes desinfetantes®.

O cloro ¢ um desinfetante eficiente e com
baixo custo operacional. Assim, embora utilizado
principalmente para a fun¢do de desinfecgdo, a cloragdo
quando aliada a outros procedimentos torna-se eficiente
na inativagdo de bactérias, permitindo que a d4gua tratada
alcance a especificagdio de potabilidade quanto aos
parametros microbioldgicos®.

A eficiéncia de um processo de desinfeccdo
¢ avaliada pela redugdo do numero de organismos
patogénicos,  sendo  invidvel = econdmico e
operacionalmente detectar todos os organismos
patogénicos presentes na agua. Para tornar a avaliacdo
mais segura e menos dispendiosa podem ser utilizados
microrganismos indicadores, sendo que o indicador
mais preciso de contaminacao fecal é a Escherichia col®.

Segundo Pinto’, a determinagdo de coliformes
totais nas amostras de agua distribuida é tida como
indicador da integridade do sistema de distribui¢ao, uma
vez que estes organismos apresentam taxa de inativagdo
similar ou superior a dos coliformes termotolerantes e de
E. coli. Por isso, geralmente, tolera-se um determinado
percentual de amostras positivas para coliformes totais na
agua distribuida, contudo, exige-se auséncia sistematica
de E. coli ou coliformes termotolerantes.

Mediante as consideragdes anteriormente
descritas, foi desenvolvido estudo para verificar a eficicia
do tratamento feito pela SAA do municipio de Catalao/
GO.Objetivou-seavaliarseaqualidade daaguadistribuida
enquadra-se nos parametros estabelecidos pela Portaria
n°® 2.914/2011-MS°. As analises levaram em conta os
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aspectos da turbidez, da cloragdo e microbiolégicas,
procurando correlacionar a interferéncia de fatores
climaticos sobre as duas variaveis iniciais. Os resultados
podem ser utilizados para avaliar sistematicamente e
aperfeigoar as metodologias de controle e preservacao da
qualidade da agua distribuida no municipio.

MATERIAL E METODOS

As amostras de dgua analisadas foram
extraidas do sistema de abastecimento municipal que
é abastecido em aproximadamente 90 % pela bacia do
Ribeirao Samambaia, localizada ao norte do municipio
(Latitude: -18,1450; Longitude: -47,9420), sendo que
a complementagao da agua utilizada é proveniente de
cinco pogos artesianos, caracterizando um sistema misto
de abastecimento.

Foram coletadas nove amostras semanais,
totalizando 216 entre os meses de julho e dezembro de
2012. A agua foi analisada quanto aos pardmetros de
turbidez, cloro, coliformes totais e E. coli. As coletas
ocorreram no periodo da manha, em residéncias
escolhidas aleatoriamente para assegurar que todos os
bairros fossem contemplados.

As coletas foram realizadas seguindo as
orientagbes do Manual de Vigilancia Ambiental e
Instrugdes de coleta de dgua para ensaios laboratoriais'’.
De acordo com o manual, a torneira deve ser
completamente aberta, esperando-se aproximadamente
trés minutos para que a dgua que esteja no encanamento
seja descartada para que, em seguida, seja feita a coleta.
Para cada amostra, foi preenchido o termo de coleta de
agua para consumo humano, contendo informagdes
como: endere¢co completo, data e hora, coordenadas
geograficas, cloro residual livre mg/L, turbidez UT,
registro de precipitagdo pluviométrica nas ultimas 24
horas e assinatura dos responsaveis pela coleta.

Para analise de cloro, foi preenchido um frasco de
10 mL, onde posteriormente acrescentou-se uma pastilha
do reagente DPD (N,N-dietil-1,4 fenilenodiamino). A
solu¢do foi homogeneizada e inserida no colorimetro
portatil modelo DR/890 da marca HACH. Ap¢s a leitura,
o resultado em mg/L foi registrado no termo de coleta.
Antes de cada leitura, o aparelho foi zerado com agua
destilada.

Na avaliacido da turbidez, foi preenchido o tubo
de 10 mL com a dgua, que posteriormente foi colocado
no aparelho turbidimetro portatil modelo 2100P marca
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HACH para a leitura e o resultado, registrado no termo
de coleta.

As analises de coliformes totais e E. coli foram
realizadas pelo Laboratéorio de Saude Publica Dr.
Giovanni Cysneiros — LACEN/GO. Para coleta das
amostras, os procedimentos foram: identifica¢io do
frasco estéril disponibilizado pelo LACEN/GO com
o numero do termo de coleta correspondente; nas
residéncias as torneiras eram completamente abertas
por aproximadamente trés minutos; intervalo no qual
o responsavel pela coleta se paramentava com luvas,
touca e mascara. Em seguida, realizava-se a limpeza da
parte interna e externa da torneira, utilizando-se um
algodao embebido em dlcool a 70 %. Apods essa assepsia,
a torneira era aberta novamente para deixar a agua
escorrer por um minuto, e em seguida, o frasco coletor
esterilizado contendo inativador de cloro era preenchido
com aproximadamente 200 mL de dgua, com bastante
cuidado para que nao houvesse contaminagao do gargalo
ou da tampa. Posteriormente o frasco era fechado e
armazenado em caixa térmica com gelox e encaminhada
para o LACEN/GO.

Para as andlises de coliformes totais e E. coli, a
metodologia utilizada foi de substrato cromogénico/
enzimatico segundo o Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater''.

O termo de coleta de agua foi digitado no
Gerenciador de Ambiente Laboratorial (GAL), sistema ao
qual o LACEN/GO tem acesso. Apos conferir a amostra
o laboratdrio dentro de aproximadamente 15 dias emite
um relatério de ensaios com os resultados das analises
e conclusdo final com o parecer se a amostra analisada
atende aos padroes bacteriologicos de potabilidade
estabelecidos pela Portaria n°® 2.914/2011°.

Os testes de Anderson-Darling e Bartlett
foram aplicados, no programa estatistico Action 2.3
(R Development Core Team, 2008)'?, e a distribui¢do
normal e homogeneidade da variancia, respectivamente,
foram confirmadas em todas as variaveis. Os dados foram
submetidos a Analise de Variancia (ANOVA), utilizando
o programa estatistico SISVAR 5.1, num delineamento
inteiramente casualizado, em blocos e Teste de Tukey
com significancia 5 % para comparagdo de médias.

Os dados meteorolégicos foram obtidos através
do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET)".
Para verificar a correlacido entre os niveis de cloro e
temperatura ambiente, assim como a correlagiao entre
a turbidez e precipitagdo pluviométrica, foi realizado
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o célculo do coeficiente de correlagio por Postos de
Spearman (r), com nivel de significincia de 5 %, obtido
pelo programa estatistico Action 2.3'%

RESULTADOS

Segundo a Portaria n®2.914/2011°, é obrigatério
a manuten¢do de no minimo 0,2 mg/L e no maximo
2,0 mg/L de cloro residual livre no sistema de
distribuigdo. Das 216 amostras analisadas, apenas 7,87 %
(17) apresentaram cloro abaixo do preconizado pela
legislagdo. As médias dos niveis de cloro (mg/L) obtidas
foram analisadas segundo o cronograma da coleta e os
resultados foram organizados nas categorias semanal e
mensal, visto que houve diferenga significativa (p<0,05)
para a interacdo (Tabela 1).

Comparando os resultados semanais do més de
julho, verificamos que as amostras coletadas na tultima
semana continham a menor média de cloro, ao passo que
a segunda semana apresentou a maior concentragao deste
agente. Para os meses de agosto e setembro notamos que
os menores niveis de cloro foram obtidos nas amostras
coletadas na quarta semana, e, no més de setembro, os
resultados indicaram que a cloracio foi mais intensa nas
aguas distribuidas na terceira semana.

Em relagdo as amostras coletadas no ultimo
trimestre de 2012, a menor e a maior média de cloro
observadas no més de outubro foram observadas na
segunda e na terceira semana respectivamente. Em
novembro houve maior concentracdo de cloro nas
amostras coletadas na terceira semana. Quanto as
amostras coletadas no tltimo més da pesquisa, 0 menor

Tabelal. Média dos niveis de cloro (mg/L) obtidos a cada semana

nivel de cloro foi observado na segunda semana.

Expandindo os resultados das amostras semanais
dentro do periodo mensal, foi possivel notar que, para
a primeira semana de cada més a média dos niveis de
cloro maior foi no més de julho. De forma contraria o
menor nivel foi encontrado em dezembro. Em relacgdo as
segundas semanas observamos que as maiores e menores
médias de concentracgdo de cloro foram encontradas nos
meses de julho e outubro, respectivamente.

Para as terceiras semanas, a maior média de cloro
registrada ocorreu nas amostras coletadas em setembro
e a menor em dezembro. Por fim, na ultima semana de
cada més, a maijor média de cloro foi em julho e a menor
em novembro.

A legislagao vigente de qualidade da agua prevé
um valor maximo permitido de turbidez de 5,0 UT em
toda a extensdo do sistema de distribuicdo (reservatdrio
e rede)’. Das 216 amostras de agua analisadas, 100 %
ficaram abaixo do limite estabelecido pela norma. Os
valores médios de turbidez (UT) foram analisados
segundo a interagdo entre os meses e semanas avaliadas,
com diferenga significativa (p<0,05) (Tabela 2).

No ambito das analises semanais, para o0 més de
julho constatamos que na terceira foi observada a maior
intensidade destra propriedade na agua das amostras
coletadas. Para o més de agosto notamos que o maior
nivel de turbidez manifestou-se nas amostras da primeira
semana. Quanto ao més de setembro a turbidez foi maior
na quarta semana.

A maior média de turbidez no més de novembro
foi observada na quarta semana. Por fim, no més de
dezembro a maior média de turbidez foi observada nas

Semanas
Meses
1 2 3 4

Julho 0,70 bE 0,72 cF 0,70 bE 0,69 aF
Agosto 0,63 bC 0,69 cD 0,69 cD 0,58 aB
Setembro 0,66 bD 0,70 cE 0,74 dF 0,62 aE
Outubro 0,61 bB 0,55 aA 0,62 cB 0,61 bD
Novembro 0,61cB 0,56 aB 0,63 dC 0,57 bA
Dezembro 0,59 cA 0,57 aC 0,58 bA 0,59 cC

Médias seguidas por letras minusculas diferentes nas linhas e maitisculas diferentes nas colunas direferem entre si, pelo Teste de Tukey com 5% de significancia
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Tabela 2. Média dos niveis de turbidez (UT) obtidos a cada semana

Semanas
Meses
1 2 3 4

Julho 0,67 bA 0,57 aA 1,32 dF 0,78 cA
Agosto 1,56 dE 0,91 bB 1,13 cC 0,90 aB
Setembro 0,84 aB 1,14bD 1,25cD 1,48 dE
Outubro 1,12bD 1,14 ¢cD 1,11 aB 1,21 dD
Novembro 0,99 aC 1,21 cE 1,02 bA 1,54 dF
Dezembro 1,62 dF 1,06 aC 1,30 cE 1,19bC

Meédias seguidas por letras minusculas diferentes nas linhas e maitsculas diferentes nas colunas direferem entre si, pelo Teste de Tukey com 5% de significancia

amostras coletadas na primeira semana.

De forma analoga as avaliacdes da cloragdo, as
amostras coletadas para avaliar a turbidez também foram
estratificadas em semanas dentro dos meses devido a
interagdo estatisticamente significativa. Os extremos de
manifestagdo da turbidez nas primeiras semanas foram
dezembro com a maior e julho com a menor. No caso das
segundas semanas a maior turbidez encontrada ocorreu
em novembro ¢ a menor em julho. Ja para as terceiras
semanas, a maior média de turbidez observada foi em
julho e a menor em novembro. Por fim, nas quartas
semanas houve maior média de turbidez em novembro
e menor em julho.

Das 216 amostras de 4gua analisadas, 100 %
apresentaram resultados satisfatorios quanto a auséncia
em 100 mL de coliformes totais e E. coli, ratificando que
a agua distribuida pelo SAA de Cataldo atende a Portaria
n° 2.914/2011 quanto aos requisitos de coliformes totais
e E. coli.

O coeficiente de correlacao linear (), e o pvalor
entre os niveis de cloro e temperatura ambiente foram
-0,67 ¢ 0,15, respectivamente. Dessa forma constatou-se
a ocorréncia de correlacdo negativa, embora em termos
estatisticos essa observacdo nao seja significante. Por
ultimo, entre turbidez e precipitagdo pluviométrica, r
= 0,58 e pvalor = 0,06, foi identificada uma correlacao
positiva, porém, sem diferenca estatistica significante.

DISCUSSAO
Neste estudo observou-se niveis de cloro < 0,2 mg/L

em apenas 7,87 % das amostras contrariando com os
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estudos realizados por d"Aguila’® onde das 227 amostras
analisadas, 74 (32,5 %) apresentaram cloro < 0,2 mg/L.

Segundo Teixeira et al>, das 667 amostras
analisadas, 375 (83,5 %) estavam em desacordo com
a legislacdo vigente por apresentarem niveis de cloro
residual livre inadequados. Além disso, 124 (33,1 %)
dessas amostras apresentaram contaminagdo por
coliformes totais e 34 (9,1 %) por E. coli, evidenciando
correlacao direta entre a deficiéncia de cloro e a
contaminacao bacteriologica, fato ndo comprovado neste
estudo, pois, mesmo com cloro residual livre em niveis
insatisfatorios verificado em 17 amostras, ndo houve
nenhuma contaminagdo bacterioldgica.

A auséncia de contaminagdo pode ser explicada
pelo fato de 100 % das amostras apresentarem turbidez
<5 UT, corroborando com estudos de Souza et al'
que defendem que a turbidez interfere na eficiéncia da
desinfeccdo, ja que quanto maior a turbidez, menor a
eficiéncia do cloro e consequentemente menor remogao
de coliformes totais e E. coli.

O INMET" registrou as menores temperaturas
em 2012 no més de julho com média de 20,7 °C, sendo
que neste més foram encontradas as maiores médias de
concentragdo de cloro. Meyer'” ressaltou que este agente
e seus compostos sao fortes agentes oxidantes. Em geral,
a reatividade do cloro diminui com o aumento do pH,
e sua velocidade de reagdo aumenta com a elevagio da
temperatura, logo o cloro volatiliza mais rapido em altas
temperaturas.

Todas as amostras analisadas apresentaram
turbidez <5 UT e ausénciaem 100 mL de Coliformes totais
e E. coli. Estes resultados vem de encontro com estudos
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realizados por Padua e Benardo'® que encontraram uma
correlagdo positiva (R? = 0,8432) entre a turbidez e o
numero mais provavel de coliformes totais por 100 mL,
o que vem reforgar a importancia de se produzir agua
com baixa turbidez nas Esta¢des de Tratamento de Agua
(ETA) visando diminuir os riscos sanitarios da agua
distribuida a populagao.

De acordo com os dados obtidos pelo INMET"
a maior precipitagdo pluviométrica em 2012 ocorreu
em novembro, quando foram registrados 301 mm. Isso
comprova uma relacdo positiva entre turbidez e indices
pluviométricos, uma vez que as maiores médias de
turbidez foram observadas durante esses trinta dias.
Resultados semelhantes foram observados por Teixeira e
Senhorelo’ os quais relataram que a turbidez ¢ provocada
por particulas em suspensdo e que os altos indices
pluviométricos podem carrear particulas de argila, silte,
areia, fragmentos de rocha e oxidos metalicos do solo,
provocando o aumento da turbidez analisada.

Os resultados também revelaram que nenhuma
das amostras apresentou contaminagdo bacteriologica,
com isso acredita-se que os indices de acometimentos
de infecgdes de veiculagdo hidrica tenderdo a limites
baixos. Constatagao em linha com os resultados obtidos
por Kottwitz e Guimardes' no municipio de Cascavel-
PR, onde 100 % das amostras de 4gua do SAA municipal
atendiam as exigéncias da legislagdo vigente quanto a
analise bacterioldgica.

Por outro lado, esses resultados contrastam com
os obtidos por Michelina et al*® ao estudarem a qualidade
microbioldgica da dgua do SAA da regiao de Aragatuba-
SP. Nesse caso os pesquisadores encontaram uma taxa de
17,8 % das amostras contaminadas por coliformes totais
e 8,6 % por coliformes termotolerantes. Ao mesmo ponto
que d"Aguila® das 244 amostras de agua analisadas, 116
(47,54 %) apresentaram positivas para coliformes totais e
47 (19,26 %) foram positivas para E. coli.

Outros trabalhos como Nogueira et al*
avaliaram a qualidade microbioldgica de amostras
de 4gua tratada e nao-tratada proveniente de
comunidades urbanas e rurais na regido de Maringa-
PR. Os resultados mostraram que o maior numero de
amostras contaminadas por coliformes totais (83 %)
e coliformes termotolerantes (48 %) foram extraidas
de fontes de dgua ndo tratadas. Os pesquisadores
também descobriram que mais de 17 % da dgua potavel
tratada continham coliformes, sugerindo tratamento
insuficiente ou recrescimento.

Segundo Bastos et al*? na avaliagdo da qualidade
da agua tratada, os coliformes totais tém valor sanitdrio
importante e sua presenca pode indicar falha no
tratamento, ou possivel contaminagdo pods tratamento
ou, ainda, presen¢a de nutrientes em excesso nos
reservatorios ou nas redes de distribuicao.

Apds o tratamento, a reservagdo deve ser
cuidadosa para que a dgua tratada mantenha as
caracteristicas de potabilidade adquiridas na estagdo. Os
reservatdrios devem ser construidos em locais especificos,
com materiais adequados e devem receber manutengédo
periodica, possuir sistema de ventilacdo e extravasores
protegidos para evitar contaminagdo. Esses reservatorios
devem ser submetidos a um controle sistematico da
qualidade da agua armazenada®*.

CONCLUSAO

Destaca-se que, considerando o atendimento
ao padrdao de potabilidade através das médias mensais
obtidas pelo Departamento de Vigilancia Sanitaria
Municipal de Cataldao-GO, o sistema publico de
abastecimento de agua tem atingido niveis satisfatorios
de qualidade da agua tratada.

Os resultados obtidos nessa pesquisa vém
corroborar a importancia do tratamento da dgua e a
manutencio das redes de distribuicdes, bem como
a vigilancia da qualidade da agua, na qual os drgios
publicos sdo responsaveis. O acompanhamento continuo
da qualidade da agua para consumo humano permitira
verificar as mudangas que porventura venham a ocorrer
ao longo do tempo e determinar se as proje¢des destas
modificagdes poderdo implicar em algum impacto na
saude dos consumidores.
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RESUMO

Este trabalho apresenta os resultados do monitoramento realizado por meio das andlises microscépicas
para pesquisa e identificagdo de particulas magnéticas presentes em acucar cristal produzido e
comercializado nas regides de Ribeirdo Preto, Bauru e Campinas/SP. A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria por meio da REALI (Rede de Alerta e Comunica¢io de Riscos em Alimentos) n° 17/2011
solicitou aos Grupos de Vigilancia Sanitdria a fiscalizagdo e coleta de amostras nas usinas de a¢ticar apds
dentncias de consumidores. Sessenta amostras coletadas entre 2011 e 2012 foram analisadas nos Centros
de Laboratérios Regionais dessas trés regioes, utilizando-se as metodologias de espalhamento da amostra
para analise visual (Zamboni, 1986) e de dissolugdo da amostra (Tec. N° 945.80-AOAC, 2005). Os
resultados foram avaliados segundo as legislagoes em vigor. Das 41 amostras de 2011, 41,5 % continham
particulas magnéticas de até 4,5 mm de comprimento e das 19 amostras analisadas em 2012, 21,1 %
continham particulas de até 2,0 mm, as quais indicam falhas nas boas praticas e riscos a satude, exigindo-
se medidas corretivas na produgio. E necessaria uma legislagio que defina padrdes de referéncia e limites
para a presenca destas particulas, além de maior entrosamento entre inddstria, comunidade cientifica e
orgdos reguladores para garantia de alimentos seguros.

Palavras-chave. agtcar cristal, particulas magnéticas, analise microscdpica, satide ptblica.

ABSTRACT

This study reports the results of microscopic analysis for detecting and identifying magnetic particles in
granulated sugar produced and commercialized in the regions of Ribeirdo Preto, Bauru and Campinas of
Sao Paulo State. The National Health Surveillance Agency through the REALI (Alert and Communication
of Risks in Foods Network) n°17/2011 requested for the Sanitary Surveillance Groups action for
supervising and collecting samples from sugar factories after consumers complaints. Sixty samples
collected between 2011 e 2012 were analyzed at the Centers for Regional Laboratories of these three
regions. The methodologies of scattering sample (Zamboni, 1986) and of dissolution of sample (AOAC,
2005) were employed for detecting the magnetic particles, and the results were evaluated according to
legislations in force. Of 41 samples collected in 2011, 41.5 % contained magnetic particles up to 4.5 mm
of length, and of 19 samples analyzed in 2012, 21.1 % contained particles up to 2.0 mm, which indicate
fails in good practical of manufacture and potentials health risks, which require corrective measures in
production. It is crucial to institute a legislation to set benchmarks and limits for the presence of these
particles, and the greater integration among industry, scientific community and regulatory agencies to
ensure safe food production.

Keywords. granulated sugar, magnetic particles, microscopic analysis, public health.
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INTRODUCAO

O Brasil atualmente é o maior produtor mundial
de cana de agtcar (Saccharum spp.), seguido por India,
Tailandia e Australia, sendo o estado de Sao Paulo o maior
produtor nacional, responsavel por 53,5 % da producédo’.

Apesar da grande importancia s6cioecondémica
para o pais e para o agronegdcio, o setor pode,
eventualmente, apresentar maquindrio antigo, que
propicia a presenca de particulas metalicas no produto
final, provenientes dos equipamentos utilizados no
processamento do agucar. Segundo Vian? usinas mais
antigas como as que surgiram na época do Programa
Nacional do Alcool (Proélcool), necessitam de maior
manuten¢do, uma vez que seu parque industrial conta
com mais de 30 anos. Através da manutencio preventiva é
possivel detectar e diagnosticar defeitos nos equipamentos
industriais e evitar a ocorréncia de prejuizos’.

A demanda deste monitoramento surgiu
em virtude de inimeras denuncias e reclamagdes de
consumidores, ocorridas inicialmente no estado de
Minas Gerais e depois no estado de Sdo Paulo, relativas
a presenca de particulas metalicas em agucar cristal.
Apés a divulgacao pela midia e da repercussdo nacional,
a ANVISA/MS, por meio da REALI (Rede de Alerta e
Comunica¢do de Riscos em Alimentos) n° 17/2011,
acionou o Grupo Técnico de Alimentos do Centro de
Vigilancia Sanitaria do Estado de Sao Paulo (CVS/SP),
que determinou a todos os Grupos de Vigilancia Sanitaria
(GVS), acoes de fiscalizacdo e coleta de amostras para
ensaios de microscopia em todas as usinas de acticar de
suas areas geograficas.

Conforme a Resolu¢do RDC n° 271, de
22/09/2005, da ANVISA/MS?’, o agucar pode ser
definido como: “sacarose obtida a partir do caldo de
cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) ou de
beterraba (Beta alba L.). Sao também considerados
agucares os monossacarideos e dissacarideos, podendo
se apresentar em diversas granulometrias e formas de
apresentacdo. Ainda, essa mesma legislacdo, no item
6 - Requisitos Gerais, diz que: “Os produtos devem
ser obtidos, processados, embalados, armazenados,
transportados e conservados em condi¢des que nio
produzam, desenvolvam e ou agreguem substancias
tisicas, quimicas ou bioldgicas que coloquem em risco a
saude do consumidor. Deve ser seguida a legislacdo de
Boas Praticas de Fabrica¢do”.

A Portaria SVS/MS n° 326 de 30/07/1997, que
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estabeleceu o Regulamento Técnico sobre as condigoes
higiénico-sanitarias e de Boas Praticas de Fabricagao
para estabelecimentos produtores/industrializadores de
alimentos*, no item 3 — Defini¢des, diz que: “Contaminacio:
presenca de substancias ou agentes estranhos, de origem
bioldgica, quimica ou fisica que sejam considerados
nocivos ou nao a saude humana”. Atualmente, a RDC n°
14 de 28/03/2014°, da ANVISA/MS, que dispde sobre
matérias estranhas macroscopicas e microscopicas em
alimentos e bebidas, na letra f) do item X, artigo 4°, Se¢do
III Definigdes, considera “objetos rigidos, pontiagudos
e ou cortantes, iguais ou maiores que 7 mm (medido na
maior dimensio), aqueles que podem causar lesdes ao
consumidor, tais como: fragmentos de osso e metal; lasca
de madeira; e plastico rigido’, e na letra g “objetos rigidos,
com diametros iguais ou maiores que 2 mm (medido
na maior dimensio), aqueles que podem causar lesdes
ao consumidor, tais como: pedra, metal, dentes, caroco
inteiro ou fragmentado” Esta Resolugdo ndo dispoe de
limites de tolerancia para acticares e derivados e, por se
tratar de resolucdo positiva, nio é tolerado qualquer tipo
de matéria estranha neste tipo de produto.

Portanto, matérias estranhas que possam estar
presentes no agticar, que alterem macroscopicamente e/ou
microscopicamente o produto e o diferem da sua defini¢ao,
estdo em desacordo com as legislagdes em vigor.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo
de avaliar a qualidade microscopica de acucar cristal
(embalado e a granel) produzido e comercializado nas
regides de Ribeirdo Preto, Bauru e Campinas, por meio
da pesquisa de matérias estranhas microscdpicas e/ou
macroscopicas, conforme a RDC n° 14 de 28/03/2014°.

MATERIAL E METODOS

Material

Foram analisadas nos Laboratérios do Nucleo
de Ciéncias Quimicas e Bromatoldgicas dos Centros
de Laboratérios Regionais (CLR) do Instituto Adolfo
Lutz das cidades de Ribeirdo Preto, Bauru e Campinas,
18, 6 e 17 amostras, respectivamente, de agicar cristal
embaladas de diferentes marcas e a granel, durante o
segundo semestre de 2011. As amostras foram coletadas
para fins de analise fiscal, em supermercados e usinas,
por equipes de Vigilancia Sanitdria das respectivas
prefeituras, durante um periodo de trés meses.

Durante o Programa Paulista de Analise Fiscal
de Alimentos, realizado no segundo semestre de 2012,
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também foram analisadas no Nucleo de Ciéncias
Quimicas e Bromatolégicas do CLR do Instituto Adolfo
Lutz de Ribeirao Preto e de Bauru, 16 e 3 amostras,
respectivamente, de acucar cristal embaladas de
diferentes marcas, também coletadas pelas equipes de
Vigilancia Sanitaria da regido.

Analise microscopica

A detecgdo das particulas magnéticas foi realizada
por espalhamento da amostra para analise visual
(procedimento macroanalitico), segundo Zamboni®,
assim descrita: “Transferir a amostra para uma bandeja
de aluminio. Examinar com uma lupa e separar o
material estranho utilizando uma pinga ou espatula.
Transferir o material estranho para uma placa de Petri.
Examinar ao microscépio estereoscopico. Passar um ima
sob a placa para a identificagdo da presenca de particulas
magnetizaveis. Medir as particulas magnetizaveis com
régua apropriada. Identificar outras matérias estranhas”

Também, foi realizado o método por dissolucdo
da amostra e filtracdo (procedimento microanalitico),
de acordo com Official Methods of Analysis of AOAC,
técnica n° 945.80” Para a separacdo das particulas
magnéticas das outras matérias estranhas, utilizou-se um
ima. As medi¢oes foram feitas utilizando-se micrometro
de ocular em microscdpio estereoscopico, conforme
WHO? e, utilizadas a Portaria n° 326/1997, da SVS/MS*
e a Resolugao RDC n° 14/2014, da ANVISA/MS®, para a
interpretacao dos resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a revogagio da Resolugdo RDC
n°175/2003°%, em 28/03/2014, e sendo as andlises desta
pesquisa realizadas em data anterior, os resultados foram
apresentados na Tabela 1 de acordo com a Resolu¢ao em
vigor (RDC n° 14/2014, da ANVISA/MS’) e comparados
com a RDC n° 175/2003° e a Portaria 326/1997*.

Das 41 amostras analisadas em 2011, 41,5 %
continham particulas magnéticas de até 4,5 mm de
comprimento sendo que 15 (36,6 %) referiam-se a
amostras embaladas e 26 (63,4 %) a amostras a granel,
sendo verificado, porém, que os resultados das analises
nao foram influenciados pelo tipo de embalagem dos
agucares.

Das 19 amostras embaladas de diferentes marcas
coletadas para analise fiscal durante o Programa Paulista
de 2012 em Ribeirao Preto e Bauru, 21,1 % continham
particulas magnéticas de até 2,0 mm de comprimento e
uma continha um inseto inteiro morto (formiga), além
das particulas magnéticas, estando em desacordo com a
Resolu¢édo RDC n° 14/2014, da ANVISA/MS® (Tabela 1).

Foram também observadas nas amostras
analisadas, matérias estranhas macroscdpicas indicativas
de falhas das Boas Praticas como fragmentos de insetos
nao reconhecidos como vetores mecénicos, fragmentos
de vegetais, matéria carbonizada e outros granulos de
formato irregular e coloragdo branca, provavelmente

Tabela 1. Frequéncia de amostras de agtcar cristal embaladas e a granel em desacordo com as legislacdes em vigor e revogada, quanto a presenga

de particulas magnéticas

Legislacoes

RDC n° 14/2014

RDC n° 175/2003"
Portaria n° 326/1997

Municipio Portaria n°® 326/1997
Amostras embaladas e a granel Amostras embaladas Amostras a granel
Ne % Ne % Ne %
Ribeirao Preto 9 15,0 5 8,3 4 6,7
Campinas 9 15,0 3 5,0 6 10,0
Bauru 3 5,0 3 5,0 0 0
Total 21 35,0 11 18,3 10 16,7

*Legislagao revogada (RDC n° 175/2003, da ANVISA/MS); n: nimero de amostras; %: porcentagem de particulas magnéticas
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resultante de falhas durante o processo de clarificagao do
caldo de cana (Figura 1).

Na época de realizagio desse estudo
utilizou-se a Resolu¢do RDC n° 175/2003, da ANVISA/
MS® que considerava impréprios para o consumo
humano somente os produtos que apresentassem
matéria prejudicial a saide humana, como insetos ou
outros animais reconhecidos como vetores mecainicos,
tais como baratas, moscas, rato/ratazana, pombos
€ morcegos, vivos ou mortos, inteiros ou em partes;
excrementos; objetos rigidos, pontiagudos e/ou cortantes
e parasitos, por causarem agravos a satide do consumidor.
Ja a Portaria n° 326/1997, da SVS/MS* estabelece como
apto para o consumo humano o alimento que atende
ao padrao de identidade e qualidade pré-estabelecido,
nos aspectos higiénico-sanitarios e nutricionais, e
define como contaminagio a presenca de substincias ou
agentes estranhos, de origem bioldgica, quimica ou fisica
que sejam considerados nocivos ou ndo para a saude
humana. Para as amostras a granel coletadas nas usinas de
beneficiamento aplicou-se somente a Portaria n° 326/97
uma vez que a RDC n° 175/2003° aplicava-se apenas a
alimentos em suas embalagens originais integras.

Com a publicagdo da RDC n°® 14 em 28/03/2014°
foi estabelecido as disposigdes gerais para avaliar

a presenga de matérias estranhas macroscopicas e
microscdpicas, indicativas de riscos a saude humana e/
ou as indicativas de falhas na aplicagdo das boas praticas
na cadeia produtiva de alimentos e bebidas, embaladas
ou a granel, fixando seus limites de tolerancia.

Particulas magnéticas presentes no agucar siao
provenientes de partes metalicas de equipamentos
de processo, as quais, além de indicar falhas nas boas
praticas, podem representar riscos a saude. Segundo
dados da literatura, objetos rigidos e/ou cortantes com
dimensdes acima de 7 mm podem provocar lesdes
por dilaceragdo, perfuracao e levar a possivel infecgdo
secundaria no trato digestivo'’. As particulas menores que
7 mm representam possivel risco para grupos especiais,
tais como criangas e idosos, exigindo medidas corretivas
na produgdo do alimento'. As particulas magnéticas
encontradas no presente estudo (medidas sempre em
sua maior dimensao), indicam riscos a saide humana
segundo a RDC 14/2014° e podem servir de alerta para
as usinas produtoras de agticar quanto a manutengio/
substitui¢do de seus equipamentos.

No processo produtivo, sdo aplicados campos
magnéticos de até 8.000 Gauss para retirada de
particulas magnéticas, porém, a eliminagdo completa
ndo ¢ alcan¢ada, principalmente aquelas com tamanhos

Matérias estranhas

41,70%

30%

# Matéria carbonizada

I Fragmentos de msetos +
inseto morto

18,30%

# Fragmentos de vegetais

10% #% Negativas para estas

matérias estranhas

Figura 1. Porcentagem de amostras de agticares cristal embaladas e a granel em desacordo com a Resolugao RDC n° 14/2014 em relagdo a outros

tipos de matérias estranhas
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inferiores a 1 mm'". Segundo Oliveira, Esquiaveto e Silva
Jr'!, o maior impacto da presenca destas particulas é a
sua ocorréncia em alimentos mastigaveis como balas,
caramelos e chocolates.

A presenga de particulas magnéticas em agucar
cristal é uma irregularidade de interesse sob o aspecto
de saude publica, pois dependendo de seu tamanho e
formato o consumidor podera ser exposto a algum tipo
delesdo, além de causar rejeigdo por parte do consumidor
devido a aparéncia alterada do produto.

A realizagdo desse monitoramento constatou
prontamente o problema e possibilitou a agao rapida dos
orgaos competentes para as devidas tomadas de decisdo,
como por exemplo, as a¢des adotadas por parte da
ANVISA/MS, com as publicagdes da Resolugao-RE Ne.
5481, de 07 de Dezembro de 2011'%, Resolugdo-RE Ne.
138, de 18 de Janeiro de 2012" e Resolu¢do-RE Ne. 378,
de 31 de Janeiro de 2012'* que determinaram a proibigdo
da distribuicio e comercializagdo em todo territdrio
nacional, de algumas marcas dos produtos analisados
por apresentarem resultados insatisfatérios devido a
presenca de matérias estranhas, indicando falhas na
adog¢ao de boas praticas de fabrica¢ao®.

Embora a presenca de particulas magnéticas seja
um problema conhecido pela industria, sdo poucos ou
quase inexistentes os estudos sobre a pesquisa de matérias
estranhas ou mais especificamente sobre particulas
magnéticas em agucares, o que possibilita a utilizagdo
destes resultados para realizagdo de novos estudos
relacionados a modernizagao de materiais e equipamentos
utilizados no processamento desse produto.

CONCLUSAO

A auséncia de dados na literatura e de uma
legislacdo que defina padrdes de referéncia e contemple
limites para a presenca e tamanhos destas particulas,
caracteriza uma lacuna de estudos nessa area.

Acoes fiscalizadoras mais efetivas e periodicas
das autoridades sanitiarias deverio ser mantidas,
principalmente com relagdo a manuten¢ao/conservagio
dos magquinarios das usinas utilizados durante o
processamento do agucar.

Asdenunciasdosconsumidoresforam confirmadas
apos a realizagao das analises microscopicas e comparando
os resultados com os dados obtidos no Programa Paulista
de Analise Fiscal de Alimentos realizado em 2012 pelos
Laboratdrios de Ribeirdo Preto e Bauru, verificou-se uma

melhoria na qualidade desses produtos.

Sugere-se um maior entrosamento entre
industria, comunidade cientifica e 6rgaos reguladores
para a garantia de alimentos seguros e saudaveis a
populagao.
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RESUMO

Ambrosia é um tipo de doce deleite preparado artesanalmente com leite, ovos e agticar, muito consumido na
América do Sul, e comumente comercializado em feiras livres, supermercados e docerias. A contaminagdo
de alimentos por micro-organismos patogénicos geralmente ocorre durante as etapas de processamento,
nos centros de distribui¢do, no mercado varejista ou na casa do consumidor. Neste trabalho foi avaliado
o comportamento dos agentes patogénicos Escherichia coli: entero-hemorragica (EHEC) ATCC 4895,
enteropatogénica (EPEC) INCQS 00182 e enteroinvasiva (EIEC) ATCC 43893 em amostras de ambrosia.
Aliquotas de ambrosia foram experimentalmente contaminadas com as cepas analisadas no estudo. Foram
realizadas pesquisas do micro-organismo inoculado ap6s 0, 1, 2, 3,4, 5, 10, 20 e 30 dias de estocagem. EHEC
foi recuperada de todas as amostras até cinco dias apds a contaminagdo. EPEC sobreviveu na ambrosia
e foi isolada até o quarto dia do experimento. A cepa de EIEC conseguiu permanecer viavel durante os
30 dias de estocagem. As cepas patogénicas de E. coli estudadas mostraram diferente comportamento
em ambrosia, mas todos representam perigo potencial para a satide dos consumidores. Este estudo serve
como alerta em relagdo a necessidade da adogdo de medidas higiénico-sanitérias apropriadas durante a
producido, embalagem e manipula¢io da ambrosia.

Palavras-chave. doce de leite, Escherichia coli, seguranga alimentar.

ABSTRACT

Ambrosia is a type of Dulce de Leche hand-made with milk, eggs and sugar, widely consumed in South
America, and it is commonly sold in street markets, supermarkets and candy shops. Food contamination
by pathogenic micro-organisms usually occur during the processing steps, at the distribution centers,
at the retail market or in the consumer home. This study aimed at evaluating the behavior of the
pathogenic strains of Escherichia coli enterohemorrhagic (EHEC) ATCC 43895, enteropathogenic (EPEC)
INCQS 00182 and enteroinvasive (EIEC) ATCC 43893 in ambrosia samples. Aliquots of ambrosia
were experimentally contaminated by the strains analyzed in this study. Detections of the inoculated
microorganisms were done at 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20 and 30 days of storage. EHEC was recovered from all
of analyzed samples until five days after infection. EPEC survived in ambrosia and it was isolated until
the fourth day of the experiment. EIEC strain remained viable during the 30 days of storage. The analyzed
pathogenic strains of E. coli showed different behavior in ambrosia, but all of them demonstrated potential
danger to the consumers health. This study works for warning to adopt appropriate hygiene and sanitary
actions during the ambrosia production, packaging and manipulation.

Keywords. dulce de leche, Escherichia coli, food security.

Rev Inst Adolfo Lutz. 2014; 73(3):293-7 293



Ferrasso MM, Milan C, Silveira DR, Timm CD. Comportamento de Escherichia coli entero-hemorragica, enteropatogénica e enteroinvasiva em

ambrosia. Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2014; 73(3):293-7.

INTRODUCAO

Segundo a legislacao vigente no Brasil, entende-
se por doce de leite o produto, com ou sem adi¢do de
outras substincias alimenticias, obtido por concentracio
do leite sob ac¢do do calor, com ou sem adicao de solidos
de origem lactea e/ou creme adicionado de sacarose’.
A ambrosia é um tipo de doce de leite produzido
artesanalmente com leite, ovos e aqt’lcar.

As Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA)
sao causadas pela ingestdo de alimentos contaminados
por um agente infeccioso especifico ou por toxinas por
ele produzidas®>. A maioria dos paises com sistemas de
notificagdo de casos de DTA tem documentado aumentos
significativos dessas enfermidades ao longo das ultimas
décadas’. Essas enfermidades sdo responsaveis por altos
niveis de morbidade e mortalidade na populagdo em geral,
mas principalmente em grupos de risco, como criangas
jovens, criangas, idosos e imunocomprometidos®.

A ambrosia se enquadra como possivel fonte de
contamina¢do para humanos, tendo em vista que sua
matéria-prima, leite e ovos, pode ser veiculadora de
patdégenos e que a sua produgdo geralmente ¢ artesanal,
nem sempre atendendo aos preceitos das boas praticas
de fabricacéo.

Escherichiacolisdobactériaspertencentesafamilia
Enterobacteriaceae, caracterizando-se como bacilos
Gram-negativos, nao esporulados, capazes de fermentar
a lactose com produgao de acido e gas®. Essas bactérias
podem adquirir atributos especificos de viruléncia
e tornarem-se patogénicas, apresentando diferentes
patogenias que sdo utilizadas para a classificagdo das
cepas em patotipos. E. coli enterotoxigénica (ETEC) esta
associada a surtos de diarreia, pois coloniza o intestino
por meio de adesinas e produz toxinas que induzem a
liberagdo de fluido intestinal®. E. coli enteropatogénica
(EPEC) causa diarreia infantil e é mais frequente em
paises em desenvolvimento’. Possui capacidade de se
aderir a mucosa intestinal, mediada por um fator de
enteroaderéncia chamado EAF, e provocar destruicio
das microvilosidades®. O patotipo EHEC (E. coli entero-
hemorragica) possui como fator de viruléncia a produgéo
de citotoxinas que podem provocar colite hemorragica,
sindrome urémica hemolitica e morte®!°. EIEC ou E. coli
enteroinvasiva é um patégeno intracelular que multiplica-
se dentro das células intestinais, provocando ulcera¢des
do cdlon que resultam em diarreia sanguinolenta®.
A maioria das cepas de EIEC apresenta diversas
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caracteristicas bioquimicas que as tornam diferentes das
demais, entre elas estdo a incapacidade de descarboxilar
a lisina e a ndao fermenta¢do ou fermentagdo tardia da
lactose®.

As consequéncias da infeccdo por E. coli
justificam a importancia de determinar sua capacidade
de sobrevivéncia e comportamento em alimentos,
mesmo naqueles que ndo apresentam as condi¢des ideais
para sua multiplicacdo e desenvolvimento, como doce
de leite pastoso e ambrosia. Assim sendo, o objetivo
desse trabalho foi avaliar a capacidade de sobrevivéncia
e comportamento de E. coli entero-hemorragica,
enteropatogénica e enteroinvasiva em ambrosia.

MATERIAL E METODOS

Produgao da ambrosia

A ambrosia utilizada foi preparada com um litro
de leite pasteurizado padronizado a 3 % de lipidios, uma
duzia de ovos de galinha (gema e clara) e 500 gramas de
agucar. Os ingredientes foram homogeneizados em um
tacho aberto de a¢o inoxidavel e mantidos em fogo baixo,
sem mexer, por aproximadamente 3 h. Posteriormente,
aliquotas de 25 gramas foram assepticamente pesadas e
acondicionadas em sacos estéreis.

Cepas bacterianas

Foram utilizadas as cepas de Escherichia coli
EHEC ATCC 43895, EPEC INCQS 00182 (FIOCRUZ) e
EIEC ATCC 43893.

Inoculos

As cepas de EHEC, EPEC e EIEC foram
cultivadas em 3 mL de caldo Infusio de Cérebro
e Coragdo (BHI, Acumedia, Lansing, Michigan) a
37 °C por 24 h. Depois, um novo cultivo a partir desse
primeiro foi realizado por mais 24 h. Apds, foram
preparadas dilui¢des seriadas para contagens em agar
para Contagem Padrdo em Placas (PCA, Acumedia,
Michigan, USA) e para o preparo dos indculos com
concentrag¢des de 10* UFC/mL.

Contaminagao experimental de ambrosia e contagem
de E. coli.

As amostras de 25 g de ambrosia contidas nos sacos
estéreis foram contaminadas com 0,25 mL de indculo,
obtendo-se a concentragdo final de aproximadamente
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10> células bacterianas por grama de doce. As
amostras experimentalmente contaminadas foram
homogeneizadas nos sacos em que foram acondicionadas,
mantidas a 20 °C e analisadas depois de 0, 1, 2, 3, 4, 5,
10, 20 e 30 dias de estocagem. Como controle negativo,
foi utilizada aliquota de 25 gramas de ambrosia nao
contaminada experimentalmente. Para a contagem, foi
utilizada a técnica do nimero mais provavel (NMP)!..
A cada aliquota de 25 g de ambrosia, foram adicionados
225 mL de solu¢do salina a 0,85 % (m/v) com 20 % de
glicose para obtencdo da diluicdo 10, sendo as demais
dilui¢des decimais preparadas a partir dessa. Para semear
a diluigao 10° 10 mL da diluigao 10" foram adicionados a
10 mL de Caldo Lauril Sulfato (Acumedia) concentragdo
dupla. 1,0 mL de cada diluigdo subsequente foi semeado
em uma série de trés tubos de ensaio de Caldo Lauril
Sulfato. Os tubos foram incubados a 37 °C por 48 h. Para
as amostras contaminadas com EHEC e EPEC apds a
incubacio, as diluicdes que apresentaram formagdo de
gas foram repicadas para tubos de ensaio com 10 mL de
Caldo Bile Verde Brilhante (Acumedia) com tubos de
Durham e incubadas a 37 °C por 48 h. Os tubos de cada
diluicao foram contados considerando a formagédo de gas
e os resultados foram obtidos com uso de uma tabela para

NMP. Para as amostras contaminadas com EIEC, devido
a ndo fermentacao de lactose e auséncia de formacédo de
gas, apds a incubac¢do nos tubos com Caldo Bile Verde
Brilhante, foram feitas semeaduras de cada dilui¢ao em
agar MacConkey (Acumedia) e incubadas a 37 °C por
24 h. O crescimento de colonias foi considerado como
positivo para o tubo de origem. Os resultados finais das
contagens foram obtidos com uso de uma tabela para
NMP. O experimento foi realizado em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As populagoes de E. coli EHEC, EPEC e EIEC em
amostras de ambrosia experimentalmente contaminadas
estdo relatadas na Tabela 1. H4 poucos trabalhos sobre
esse assunto na literatura, sendo esse o primeiro relato
publicado sobre o comportamento de E. coli em ambrosia.

Apesar da baixa atividade de agua e alta
concentragdo de sacarose, a ambrosia mostrou ser um
ambiente favoravel a sobrevivéncia de cepas patogénicas
de E. coli. A cepa de EHEC foi recuperada da ambrosia
até cinco dias apds a contaminacdo experimental. A
sobrevivéncia deste patotipo também foi estudada

Tabela 1. Contagens de Escherichia coli (log NMP/g) em ambrosia experimentalmente contaminada

Tempo de estocagem EHEC EPEC EIEC
Dia 0 1,994 (0,4) 1,66 (0) 2,114 (0,17)
Dia 1 2,224 (1,41) 0,748 (0,15) 1,59* (0,19)
Dia2 2,06 (1,13) 0,84%(0,88) 2,574 (0,85)
Dia 3 1,86" (1,54) 0% (0) 2,724 (0,93)
Dia 4 0,77 (0,56) 0,32° (0,45) 2,024 (1,42)
Dia 5 0,2% (0,28) NR 2,424 (1,14)
Dia 10 NR¢ NR 1,334 (0,02)
Dia 20 NR NR 0,45 (0,64)
Dia 30 NR NR 04(0)

AB Médias com letras distintas na mesma coluna diferiram no teste de Tukey (P<0,05)

“ Média de trés repetigoes (desvio padrao)
¥ Log 0 = numero mais provéavel por g (NMP/g) menor que 1

°NR = E. coli ndo foi recuperada em nenhuma repetigio, considerando o limite de detec¢io da técnica, que é de 0,3 NMP/g

Valores em negrito = E. coli ndo foi recuperada de todas repeti¢oes
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por Timm et al'?, que avaliaram a capacidade de
sobrevivéncia de E. coli O157:H7 em ambrosia. Em
ambos os trabalhos, a bactéria manteve-se viavel por
algum tempo apds a contaminagao experimental, sendo
recuperada até o décimo dia de estocagem. A dose
infectante de E. coli O157:H7 pode ser menor que 100
células*, fator que, aliado a capacidade de sobrevivéncia
desse micro-organismo em ambrosia, colabora para
o aumento do risco potencial & saide do consumidor.
EPEC sobreviveu até quatro dias na ambrosia, tendo
aumentado sua populagdo no primeiro e segundo dias
apos a contaminagao experimental, o que é indicativo de
que a ambrosia proporciona um ambiente favoravel para
a manutencdo desse patotipo, pelo menos nos primeiros
dias apds a contaminagdo. A cepa de EIEC mostrou
ser capaz de se manter viavel por longo periodo na
ambrosia, uma vez que pode ser recuperada até 30 dias
apos a inoculagdo, em uma das trés repeticdes. Embora
ndo tenham sido observadas diferencas estatisticas nas
populacoes de EIEC ao longo do periodo de estudo,
o ambiente propiciado pela ambrosia parece nio ter
efeitos deletérios importantes sobre este patotipo.

Timm et al”® coletaram 28 amostras de doce de leite
no comércio varejista da cidade de Pelotas, Rio Grande do
Sul, e observaram duas amostras (7,1 %) com presenca de
coliformes termotolerantes. Tais resultados sugerem que
esse tipo de alimento pode veicular E. coli, considerando
que esse micro-organismo é a espécie predominante
em culturas de coliformes termotolerantes'. Esse dado
reforca a importancia deste estudo, tendo em vista
que demonstra a provavel sobrevivéncia de E. coli em
doce de leite contaminado de forma nao experimental.
Embora Timm et al”® tenham trabalhado com doce de
leite pastoso, este é o alimento com caracteristicas mais
proximas da ambrosia no qual ja foi reportada a presenca
de coliformes termotolerantes. Peixoto, Weckwerh e
Simionato®, por outro lado, avaliaram a qualidade
microbioldgica de produtos de confeitaria em Ribeirdo
Preto, Sdo Paulo, no ano de 2008, e observaram contagens
de coliformes termotolerantes <3 NMP/g em ambrosia,
demonstrando a qualidade satisfatdria das amostras
analisadas, segundo os padroes estipulados pela RDC n°
12 da ANVISA®.

Os trés patotipos de E. coli avaliados
mostraram capacidade de sobreviver em ambrosia,
0 que constitui um risco a saude do consumidor,
tendo em vista que o doce é comumente estocado
no comércio ou mesmo no ambiente doméstico
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por varios dias, podendo ser consumido quando os
micro-organismos ainda estdo viaveis no alimento. E
importante ressaltar que boas praticas de manipulagao
poés-processamento sdo necessdrias para evitar a
contaminagdo desse alimento, principalmente devido
a alta atividade de agua do produto e o tratamento
térmico durante o seu preparo.

CONCLUSAO

Os patotipos de E. coli estudados mostraram
capacidade para sobreviver em ambrosia, representando
perigo potencial para a saude dos consumidores. Os
resultados servem como alerta em relagdo a necessidade
da adogdo de medidas higiénico-sanitarias apropriadas
durante a produgdo, embalagem e manipulagio da
ambrosia.
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RESUMO

Os métodos microbiologicos alternativos apresentam vantagens sobre os ensaios convencionais, no
entanto ¢ preciso confirmar sua eficicia. O presente trabalho avaliou o sistema Petrifilm™ HS com o
sistema Petrifilm™ EC, em comparagdo com a metodologia convencional na contagem de coliformes a
35 °C em leite pasteurizado. Altas correlagdes foram encontradas entre as metodologias utilizadas para
efetuar a contagem de coliformes a 35 °C. O sistema Petrifilm™ HS para contagem de coliformes a 35 °C
em leite pasteurizado mostrou resultados satisfatorios.

Palavras-chave. Petrifilm™ HS, Petrifilm™ EC, coliformes, leite pasteurizado.

ABSTRACT

Alternative microbiological methods present several advantages over the conventional methodologies, but
their efficiency should be confirmed. The present study aimed at analyzing Petrifilm™ HS and Petrifilm™ EC
systems, and comparing with the conventional methodology for counting coliforms at 35 °C in pasteurized
milk. High correlations were found among these methodologies used for coliforms counting at 35 °C.
Petrifilm™ HS system presented satisfactory results for counting coliforms at 35 °C in pasteurized milk.
Keywords. Petrifilm™ HS, Petrifilm™ EC, coliforms, pasteurized milk.
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INTRODUCAO

O leite é um dos alimentos mais utilizados pela
populagao, devido sua riqueza de nutrientes, sendo,
portanto importante garantir sua qualidade. A qualidade
microbioldgica do leite pasteurizado é influenciada pela
matéria-prima e por condicdes de processamento e pos-
pasteurizacdo’.

O controle microbiolégico em amostras de
leite é realizado, principalmente, através da pesquisa
de micro-organismos indicadores, os quais podem
fornecer informagdes sobre as condigdes sanitarias
durante producdo, processamento e armazenamento,
sobre a estimativa da vida de prateleira do produto,
assim como sobre a possivel presenca de patégenos®. O
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA), através da Instrucio Normativa n° 62/2011,
retine as normas de producio, identidade e qualidade
do leite tipo A, leite pasteurizado e cru refrigerado,
além de regulamentar a coleta de leite cru refrigerado e
o seu transporte a granel’.

Os métodos microbioldgicos convencionais
empregados para contagem de bactérias utilizam
procedimentos que envolvem a homogeneizagao,
dilui¢des, inoculagao em placas com agares especificos
para a formagdo de colonias e contagem. Muitas
vezes, outras etapas também precisam ser realizadas
para permitir que micro-organismos injuriados
por tratamentos fisicos e quimicos recuperem-se e
multipliquem até niveis detectaveis®. A técnica do
Numero Mais Provavel (NMP), também chamada de
técnica dos tubos multiplos, é outra maneira bastante
utilizada pelos laboratérios de microbiologia de
alimentos para estimar a contagem de alguns tipos de
micro-organismos, como coliformes totais (a 35 °C),
coliformes termotolerantes (a 45 °C), Escherichia coli e
Staphylococcus aureus®.

Os métodos microbioldgicos convencionais,
embora sejam confidveis e eficientes, exigem
disponibilidade de tempo e grande trabalho
laboratorial®>. Desta forma, métodos alternativos tém
sido desenvolvidos para obter o resultado final em menos
tempo. Tais métodos sao bastante desejaveis na industria
de alimentos, apesar das técnicas poderem ser mais caras
e requererem pessoal com alto nivel de treinamento*.

Um dos métodos alternativos utilizados para
contagem de micro-organismos em alimentos € o sistema
Petrifilm™ (3M Company, St. Paul, MN, EUA). O teste

é constituido por um sistema de filme duplo, sendo a
base do cartio revestida de polietileno recoberta com
meio de cultura desidratado, que contém nutrientes e um
agente gelificante soluvel em agua fria; o filme superior é
transparente, removivel e contém um corante indicador?.
As placas de contagem de coliformes possuem como
meio de cultura base o agar vermelho violeta bile, corante
indicador 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazélio (TTC) e
agentes gelificantes®. As placas de Petrifilm™ para contagem
de coliformes podem ser classificadas como Petrifilm™ E.
coli (EC) e Petrifilm™ High Sensitive (HS), sendo que a
diferenga entre elas é que a do tipo HS permite a inoculagdo
de 5 mL de homogeneizado de alimento’, enquanto a do
tipo EC permite a inoculac¢do de 1 mL.

A Association  Official Analytical Chemists
(AOAC) e Associantion Frangaise de Normalisation
(AFNOR) reconhecem as placas Petrifilm™ EC e HS
como método oficial®’.

Alguns aspectos importantes do alimento podem
influenciar o desempenho dos métodos alternativos
como, por exemplo, o pH, a atividade de agua, a presenca
de conservantes, certos componentes, como lipidios e
sais e a cor do alimento’.

Baseado na importincia de que a presenca de
coliformes em leite pasteurizado ¢ uma forma de avaliagao
da qualidade geral do produto, este trabalho teve por
objetivos analisar a viabilidade do emprego de um teste
de alta sensibilidade (Petrifilm™ HS) e comparar seu
desempenho com sistema Petrifilm™ EC e a metodologia
convencional para a contagem de coliformes a 35 °C em
leite pasteurizado produzido em lacticinios do Estado de
Santa Catarina — Brasil.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Cento e quarenta e uma amostras de leite
pasteurizado foram coletadas em seis laticinios com
sistema de Inspecdo Federal (SIF), do estado de Santa
Catarina/Brasil, entre dezembro de 2009 e novembro de
2011. A coleta foi realizada por um fiscal sanitario do
Ministério da Agricultura (SFA/SC).

As amostras foram armazenadas em caixas
isotérmicas contendo gelo reciclavel e transportadas
até o Laboratério de Microbiologia do Departamento
de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade
Federal de Santa Catarina, onde foi realizada a verificacédo
da temperatura com termometro digital (Wertern®).
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Analises microbiologicas

As embalagens foram homogeneizadas e
desinfetadas com dlcool 70 %. Foram realizadas
dilui¢coes decimais, utilizando-se agua peptonada
(0,1 %) (Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire,
England)'" e os ensaios de contagem de
coliformes a 35 °C foram realizados em sistema
Petrifilm™ HS, Petrifilm™EC e pela metodologia
convencional.

Sistema Petrifilm™ (3M Company, St. Paul, MN, EUA)

As placas Petrifilm™ HS e Petrifilm™ EC
foram inoculadas com aliquotas de 5 mL e 1 mL de
amostra, respectivamente e incubadas a 35 °C por 24
horas. Decorrido o tempo de incubacio, realizou-se a
contagem de colonias vermelhas associadas a formagao
de gas®.

Metodologia convencional

Os ensaios de coliformes a 35 °C  foram
realizados de acordo com Davidson, Roth e Gam-
brel-Lenarz'?, pela técnica de plaqueamento em pro-
fundidade. Aliquotas de 1 mL foram inoculadas, em
duplicata, em placas de Petri, sendo adicionado agar
vermelho violeta bile (VRBA - Oxoid Ltd., Basingstoke,
Hampshire, England). As placas foram incubadas a 32
°C = 1 °C por 24 horas e, apos este periodo de incu-
bacao, realizou-se a contagem de colonias vermelhas
com 5 mm. Para teste confirmatorio, trés a cinco colo-
nias foram transferidas para tubos contendo caldo bile
verde brilhante 2 % lactose (BVB - OxoidLtd., Basings-
toke, Hampshire, England), incubados a 35 °C + 1 °C
por 48 horas, sendo que resultado final de coliformes
a 35 °C foi expresso a partir da positividade dos tubos,
caracterizada pela turvacao e pela producgdo de gas em
cada tubo individualmente.

Analise estatistica

Os valores obtidos foram convertidos em
forma logaritmica e, na sequéncia, foram submetidos a
analise de regressao. Todas as analises estatisticas foram
realizadas no programa Statistica® 8.0".

Para fins de calculos estatisticos, sempre que os
resultados obtidos foram < 1 UFC/mL, estes resultados
foram substituidos pelo nimero imediatamente inferior,
ou seja, 0,9 UFC/mL.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas amostras de leite pasteurizado, a presenca de
coliformes a 35 °C determinada pelo sistema Petrifilm™ HS
foi de 47,5 % (67/141), no sistema Petrifilm™ EC foi de 36,2 %
(51/141) e na metodologia convencional foi de 34,7 % (49/141).

O coeficiente de correlagdo entre os resultados
obtidos sistema Petrifilm™ HS e pela metodologia
convencional para a contagem de coliformes a 35 °C
mostrou uma associagao linear positiva (Figura 1).
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Figura 1. Dispersao dos resultados da contagem de coliformes a 35 °C
(log UFC/mL) em leite pasteurizado utilizando Petrifilm™ H Semétodo
convencional

A alta correlagdo encontrada na contagem de
coliformes a 35 °C entre o sistema Petrifilm™ HS com a
metodologia convencional esta de acordo com resultados
de Beloti et al’, que encontraram coeficiente de correlagdo
de 0,90 entre o sistema Petrifilm™ HS e a técnica do NMP,
ao analisarem 145 amostras de agua.

Raybaudi et al' encontraram diferenga
significativa na contagem de coliformes em amostras de
leite pasteurizado ao compararem o sistema Petrifilm™,
o método do NMP e um método proposto por Shertha
e Sinha'*, usando Violet red bile (VRB) e demonstraram
que o teste proposto por Shertha e Sinha recuperou
maiores niveis de coliformes, seguido do método do
NMP. De acordo com os autores, os meios de cultura
liquidos oferecem melhores condi¢cdes de multiplicacao
para os micro-organismos quando comparado com meios
solidos, o que poderia explicar a melhor recupera¢do no
teste proposto por Shertha e Sinha e o método do NMP.

O sistema Petrifilm™ HS também mostrou uma
alta correla¢do com o sistema Petrifilm™ EC (r=0,93) na
contagem de coliformes a 35 °C (Figura 2).
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Figura 2. Disperséo dos resultados da contagem de coliformes a 35 °C
(log UFC/mL) em leite pasteurizado utilizando Petrifilm™ HS e Petrifilm™ EC

Silva et al’ avaliaram o sistema Petrifilm™ EC em
comparag¢do com a técnica dos tubos multiplos na detecgdo
de coliformes a 35 °C em queijo minas, lingtiica frescal,
hortalicas e fuba. O sistema Petrifilm™ EC mostrou-se mais
eficiente e pratico, sendo um método alternativo adequado
para a enumeracio de coliformes a 35 °C em alimentos.

Também pode-se observar uma alta correlagio (r=94)
utilizando o método convencional e o sistema Petrifilm™ EC na
contagem de coliformes a 35 °C em leite pasteurizado.

Apesar das altas correlagbes encontradas na
avaliagdo do sistema Petrifilm™ HS para contagem de
coliformes a 35 °C em leite pasteurizado, no Brasil, o sistema
Petrifilm™ HS ndo é reconhecido como método oficial pelo
Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento. No
entanto, este sistema apresenta como vantagem uma redugao
do tempo de 48 horas para a emissdo do resultado final em
comparagdo a metodologia convencional. Essa otimizagdo
do tempo de andlise permite a industria de alimentos maior
agilidade, como, na verificagdo da qualidade do alimento,
na liberacio de lotes e na tomada de decisdes. Aliado
a isso a metodologia alternativa apresenta uma melhor
praticidade laboratorial, pela redugdo do material utilizado
em laboratério, preparo dos meios de cultura e do volume
de residuos gerados durante o ensaio. Como destaca Cattani
et al”®, faz-se necessario utilizar metodologias alternativas
a convencional na rotina diagndstica dos laboratérios para
obtencio de resultados confiaveis e em menor tempo possivel.

CONCLUSAO

O sistema Petrifilm™ HS mostrou resultados
satisfatorios para o ensaio de coliformes a 35 °C em leite

pasteurizado, podendo ser uma alternativa a metodologia
convencional.
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RESUMO

No presente trabalho foi determinada a qualidade do doce de leite pastoso comercial para discutir se
hd descaracterizagdo do produto tradicional pela industria de alimentos, considerando-se o padrédo
de identidade e qualidade (PIQ). Foram avaliadas cinco marcas de doce de leite pastoso e uma marca
definida como amostra padréo, codificadas em DL I, DLII, DL III, DLIV, DL V e DL P. As amostras foram
submetidas a anélise fisico-quimica de umidade, cinzas, lipidios, proteinas e analise dos pardmetros de
cor e textura. Os ingredientes dos rotulos foram analisados e confrontados com o padrio de identidade
e qualidade. Os resultados foram tratados pela anélise de variancia (ANOVA) e teste Tukey com p <
0,05 no software Statistica 10.0 (StatSoft). Os valores obtidos das amostras quando comparados com a
amostra padrio sugerem que o doce de leite tem sido modificado ao longo dos anos. No entanto, mesmo
com a adicdo de outros ingredientes ndo tradicionais ao doce de leite, o produto final esta de acordo
com os parametros estabelecidos pelo padrao de identidade e qualidade, o que pode ser atribuido a uma
permissividade da legislacao Brasileira, aliada a apropriagdo da industria de alimentos sobre o produto
tradicional.

Palavras-chave. doce de leite pastoso, padrao de identidade e qualidade, induastria de alimentos.

ABSTRACT

This study aimed at determining the quality of commercial creamy dulce de leche, and to discuss whether
there is a mischaracterization of the traditional formula by the food industry, considering the identity and
quality standards (PIQ-Brazilian abbreviation). Samples of five brands of creamy dulce de leche and a
standard sample were evaluated, and coded as DL I, DL II, DL III, DL IV, DL V, and DL P. These samples
were investigated by means of physical-chemical analyses of moisture, ash, lipids, and proteins, and analyses
of color and texture parameters. The ingredient labels were analyzed and compared with the identity and
quality standards. The results were treated by analysis of variance (ANOVA) and Tukey test with p < 0.05
in the 10.0 Statistica (StatSoft) software. The values obtained from analyzed samples when compared with
the standard one, it suggests that the dulce de leche been modified over the years. However, even with the
addition of non-traditional ingredients into dulce de leche, the final product has been in accordance with
the parameters set by the identity and quality standards, which can be attributed to a permissiveness of the
Brazilian legislation, allied with the food industry appropriation on the traditional product.

Keywords. creamy dulce de leche, identity and quality standards (PIQ), food industry.
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INTRODUCAO

A produgdo de doce de leite é realizada no
Brasil desde pequenas industrias a grandes empresas,
principalmente no Estado de Minas Gerais, que
historicamente consolidou a “maneira mineira de fazer”
o tipico doce culturalmente conhecido'. De acordo
com Demiate, Konkel e Pedroso? a “maneira mineira
de fazer” o doce se refere basicamente ao resultado da
coc¢do do leite com agticar (sacarose) até a concentracao
e a caramelizagdo desejada.

Mesmosendo produzidoem grandes quantidades,
o produto ndo apresenta uniformidade e a producio
industrial necessita adequar-se em relacao a qualidade,
visando eliminar a diversificacdo de doces de leite
encontrados no mercado®. A auséncia de padronizacio e
a perda de identidade do produto podem ser explicadas,
em parte, pela descaracterizagdao desse doce, produzido
tradicionalmente, ao que remete a maneira de produzir
como expressio de determinada cultura de um povo e que,
inserida no contexto econdmico da producio industrial
de alimentos perde sua relevancia ao adicionar outros
ingredientes permitidos pelos padrdoes de identidade e
qualidade (PIQ).

Segundo a defini¢do da Portaria n° 354, de 4 de
setembro de 1997°, o doce de leite é o produto, com ou
sem adicdo de outras substincias alimenticias, obtido
por concentragdo por meio da a¢do do calor a pressao
normal ou reduzida do leite ou leite reconstituido, com
ou sem adi¢ao de sdlidos de origem lactea e/ou creme
adicionado de sacarose (parcialmente substituida ou nao
por monossacarideos e/ou outros dissacarideos). O doce
de leite tem como ingredientes obrigatorios, o leite e/ou
leite reconstituido e a sacarose na concentracio de no
maximo 30 quilos por 100 litros de leite.

Os drgaos que legislam sobre a referida qualidade
desse doce, em particular ressaltam que a qualidade do
doce de leite, tanto microbioldgica como fisico-quimica,
é uma questdo de saude publica, visto que a populacio
deve ter ao seu alcance produtos de boa qualidade que
proporcionem seguranga ao consumidor. Para que se
garanta a qualidade microbioldgica do leite empregado
como matéria-prima e do produto final sdo empregados
conservadores e para reforcar as qualidades sensoriais
sdo utilizados aromatizantes, corantes, espessantes,
estabilizantes e reguladores de acidez. Por conseguinte, a
adigao desses coadjuvantes de tecnologia leva a alteragdo
do sabor caracteristico do doce de leite tradicional.

Do ponto de vista da Seguranca Alimentar e
Nutricional, é um direito da populacio ter acesso ao
alimento seguro, de boa qualidade e dentro do padrao
estabelecido emlegislagao. Entretanto, ha de se considerar
que atualmente a industria de alimentos se apropria da
forma de produzir alimentos tradicionais, adicionando
ingredientes tecnologicamente mais vantajosos*.

Sob ajustificativa de se reconhecer a relevancia do
ajuste da legislagao diante das transformagdes industriais
e tecnoldgicas ao que se refere a maneira de produzir
alimentos, o objetivo deste trabalho foi determinar
a qualidade do doce de leite comercial e discutir se ha
descaracterizagdo do produto tradicional pela industria
de alimentos, considerando o padrio de identidade e
qualidade (PIQ).

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo observacional analitico
transversal onde foram avaliadas cinco marcas comerciais
distintas de doce de leite pastoso designadas por DL
I, DL II, DL III, DL IV e DL V. Como amostra padrao
(DL P) foi adotada uma marca tradicional de doce de
leite. O critério de selecdo das amostras foi o de menor
valor comercial dentre as disponiveis no mercado local
do municipio de Curitiba/PR. Esse critério se justifica
uma vez que as maiores modificacbes nas formulacdes
tém por finalidade reduzir o custo do produto final. A
amostra padrao foi escolhida por ndo conter ingredientes
que alterassem em proporg¢do a formulacido tradicional
mineira, uma vez que contém em sua formulagdo
apenas sorbato de potassio e bicarbonato de sédio como
conservante e regulador de acidez, respectivamente.

A avaliagdo das amostras foi por meio da analise
tisico-quimica, analise do perfil de cor e textura e andlise
dos ingredientes descriminados nos rétulos dos produtos
comparados com a amostra DL P e com o padrao de
identidade e qualidade (PIQ) definida pela legislagdo
brasileira®.

Foram coletados, em um unico dia, dois potes
de polietileno de 400 g do mesmo lote de cada marca
de doce de leite pastoso, os quais foram transportados
e armazenados a temperatura ambiente até o momento
da andlise. O periodo de validade dos produtos foi
padronizado, em até dois meses de fabricagdo. As
amostras foram inspecionadas para verificar indica¢des
de anormalidade no seu aspecto fisico, odor, alteracao
de cor e condigdes de embalagem. As amostras foram
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homogeneizadas manualmente, com o auxilio de uma
colher, para obtenc¢ao da amostra analitica. As analises
foram realizadas em triplicata.

As andlises fisico-quimicas relativas aos
pardmetros de umidade, cinzas e proteinas foram
realizadas de acordo com as normas analiticas do Instituto
Adolfo Lutz®. Para determinaciao de umidade foi utilizado
o método de secagem direta em estufa de circulagao de
ar a 105 °C. A determinacdo de cinzas foi realizada por
incineracdo em mufla a temperatura proxima de 550 °C
e para a determinagdo de as proteinas, foi empregado o
método de Kjeldahl classico. A determinagéo de lipidios
foi realizada de acordo com o método desenvolvido por
Bligh e Dyer®. Os resultados foram comparados com os
parametros estabelecidos pelo padrido de identidade e
qualidade’.

Para avaliacio dos pardmetros de cor
luminosidade (L*) e intensidade da cor amarelo (b*),
utilizou-se colorimetro Mini Scan Xe Plus, modelo
Ne 45/0-L, série 6403 com D, para luz do dia. Para
avaliacdo de textura (TPA), foi utilizado o texturdmetro
TexturePro CT modelo V1.1, probe cilindrico (TA43) de
25 mm, com velocidade pré-teste: 2 mm/s, velocidade
teste: 1 mm/s, velocidade pds-teste: 1 mm/s, distancia:
10 mm, tempo: 10 s e forca de contato: 50 kg para

obten¢do dos parametros dureza e gomosidade. A lista
de ingredientes foi avaliada de forma qualitativa.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA), modelo inteiramente casualisado e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey com significancia
estatistica de p < 0,05, por meio do software Statistica
10.0 (StatSoft).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, pode-se observar o resultado da
analise fisico-quimica, de textura e de cor obtidos para as
amostras de doce de leite.

Em relacdo a umidade, foi verificado que todos
os valores apresentaram-se abaixo de 30 %, como
preconizado pelo PIQ, exceto a amostra DL P que
apresentou o maior teor de umidade, embora nio tenha
apresentado diferenca estatistica em relacdao as demais
amostras. Sugere-se que isso tenha ocorrido devido ao
tempo de cocgdo e ao teor de acucar do produto, que
sao determinantes para obten¢do da umidade desejada’,
como também pela maior quantidade, em proporcéo, de
leite. Fato que pode ser confirmado pelo teor de cinzas
da amostra.

Tabela 1. Analise fisico-quimica e perfil de cor e textura das amostras de doce de leite

DL P DLI DLII DL III DLIV DLV PIQ
Amostras
Parametros fisico-quimicos
Umidade (g/100g) 36,79+0,10* 25,97+0,12 26,86+0,35 26,73%0,62 22,41+0,23 26,34+0,31 Maix. 30g/100g
Cinzas (g/100g) 1,87+0,01* 1,14+0,02* 1,87+0,02 1,82+0,03 1,39+0,01* 1,63+0,02* Max. 2 g/100g
Lipidios (g/100g) 8,85+0,83* 4,01+0,21* 7,65%0,17* 8,85+0,18 7,87%0,13 6,91£0,04* 6-9g/100g
Proteinas (g/100g) 7,28+0,10* 3,97+0,08* 7,08+0,14 7,06+0,59 6,13+0,12 7,48+0,21 Min. 5 g/100g
Parametros de cor e textura
Luminosidade (L) 10,74* 8,12* 7,98* 9,19* 8,15* 11,16 -
Intensidade de cor amarelo (b) 12,55% 11,25% 11,71* 12,24 9,40* 13,22 _
Dureza (g) 94,00* 128,67 284,00* 281,33 457,67* 330,00* -
Gomosidade (g) 100,50* 108,33 223,67 234,67* 233,33* 299,00* -

DL: Doce de Leite; DL P: Doce de Leite Padrao; * Amostras que diferem estatisticamente (p<0,05) em relagao a amostra DL P, PIQ: Padrao de identidade e

Qualidade
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Os resultados do teor de cinzas mostraram que
nenhuma amostra apresentou valores acima do limite
permitido pela legislagao. No entanto, as amostras DL
I, DL IV e DL V apresentaram diferenca estatistica em
relagdo a amostra DL P. O menor valor encontrado nas
amostras avaliadas pode sugerir menor quantidade de
leite nas formulagdes, considerando que o teor de cinzas
é proporcional a presenca de leite no doce de leite®. Cabe
observar também que a utilizagdo de bicarbonato de
sodio e outros sais na produgdo do doce de leite também
podem alterar os valores de cinzas.

A descrigao dos ingredientes contidos nos rétulos
das amostras avaliadas é apresentada na Tabela 2.

Os doces de leite comercializados apresentaram
variagdo em relagdo ao teor de gordura. O interesse
tecnologico da inddstria em minimizar o custo da
produgdo leva a utilizagdo de substitutos da gordura
para a produgdo do doce, como o amido modificado,
soro do leite, fibra solivel e a polidextrose. Esses sdo
ingredientes que apresentam estrutura quimica diferente
da gordura, mas em contrapartida dispéem de fungoes
que se assemelham as caracteristicas fisico-quimicas,
sensoriais e visuais da gordura (viscosidade, sensagdo na
boca e aparéncia)®.

Segundo Demiate, Konkel e Pedroso? o teor de
lipidios do doce de leite produzido a partir de leite de
vaca integral é, em média, 8,0 %. No entanto, a maioria
das amostras do presente estudo apresentou valores
menores. No rotulo, apenas as amostras DL P e DL III
identificaram a utilizagdo de leite integral. Nenhum outro
rétulo das amostras pesquisadas continha informagao
se o tipo de leite utilizado era integral, semidesnatado
ou desnatado. As amostras DL I, DL III, DL IV e DL V
indicaram a utilizacao de amido, o que poderia interferir
no resultado. A amostra DL I apresentou limite inferior
a recomendagdo do PIQ de 6 a 9 g/100 g de produto e na
compara¢ao com a amostra padréo, as amostras DL I, DL
II e DL V tiveram diferenca significativa em rela¢ao ao
teor de lipidios.

Assim como o teor de cinzas, o de proteina
também ¢é proporcional a quantidade de leite utilizado
como matéria prima®. Podemos observar pelos dados
da tabela 1 que, dentre as seis amostras pesquisadas de
doce de leite pastoso, quatro amostras - DL P, DL II,
DL IIT e DL V - apresentaram valores acima de 7 %. A
amostra DL I apresentou teor inferior ao recomendado
pela legislacdo, de no minimo 5 g de proteina para
cada 100 g de produto, tendo sido a tnica amostra que

Tabela 2. Lista de ingredientes das amostras de doces de leite

Amostra Ingredientes

Leite integral, agticar, regulador de acidez: bicarbonato
DLP
de sddio e conservador sorbato de potéssio

Leite, agucar, glicose, amido modificado, estabili-
zantes citrato de sodio, pectina, regulador de acidez:
DLI
bicarbonato de sédio, conservador sorbato de potéssio

e lactase

Leite pasteurizado padronizado, e/ou leite em p6 recon-
DLII stituido, agticar, enzima {-galactosidade e conservador:

sorbato de potassio

Leite pasteurizado integral, agucar, soro de leite em
po, creme de leite, xarope de glicose, amido de milho,
DL III bicarbonato de sddio, conservante sorbato de potassio,

enzima lactase e aroma sintético idéntico ao natural

de baunilha

Leite, leite reconstituido, agtcar, glicose, creme de leite,
amido modificado, xarope de caramelo, regulador de aci-
DLIV
dez: bicarbonato de sodio, estabilizante citrato de sodio,

conservador sorbato de potassio

Leite pasteurizado padronizado e/ou leite em p6, agu-

car, xarope de glicose, amido de mandioca, regulador
DLV
de acidez: bicarbonato de sddio, conservador sorbato

de potassio e aroma artificial de baunilha

DL: Doce de Leite; DL P: Doce de Leite Padrao

apresentou diferenca significativa para o teor de proteina
em comparagdo com a amostra padrdo. Das amostras
analisadas de doce de leite, somente as amostras DL P
e DL II ndo indicaram a utilizagdo de amido e/ou soro
de leite e leite reconstituido na formula¢ao do produto
(Tabela 2), o que pode interferir no teor de proteinas.

As analises de cor e textura das seis amostras
analisadasdedoce deleite foram utilizadas principalmente
para contrastar os resultados das cinco amostras
comerciais com a amostra padrdo. Os ingredientes
adicionados ao doce de leite podem interferir nos
parametros cor e textura, que por sua vez, sdo relevantes
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na escolha do consumidor.

Segundo Ferreira et al’, os parametros mais
importantes para a avaliacao da cor de doce de leite sdo
a luminosidade (L*) e a intensidade da cor amarelo (b¥).
O parametro L expressa a luminosidade ou claridade da
amostra, isto €, quanto mais préximo de 100 mais clara
a amostra. Houve diferenca estatisticamente significante
entre as amostras DL I, DL II, DL IIT e DL IV em relacao
a amostra padrdao DL P para esse parametro.

A amostra DL V apresentou-se mais clara que as
demais, em contrapartida a amostra DL II apresentou-se
mais escura. A adi¢cdo de amido e a presenca de sélidos
soluveis, como o leite em pd e soro de leite em po,
encontrados na amostra DL V, podem ter influenciado
a coloragio mais clara, pois refletem o tempo de
concentracdo do produto. Assim como a adi¢ao da
enzima [-galactosidase, encontrada na amostra DL II,
que além de evitar a cristalizacdo pela quebra de lactose
nos agucares glicose e galactose, permite que esses fiquem
livres para serem precursores mais rapidos na reagao de
Maillard. Isto pode acarretar em coloragdo mais escura®'’.

A glicose ¢ utilizada em substituicdo a sacarose
e tem como finalidade evitar a cristalizacdo do doce,
melhorando a textura e o brilho do produto. Em
contrapartida, quando utilizada em quantidades muito
elevadas pode resultar em um doce mais escuro e com
consisténcia viscosa'. As amostras DL I, DL III, DL IV e
DL V apresentaram esse ingrediente em sua composigao.

Em relagdo ao parametro de intensidade da cor
amarelo (b*), houve diferenca significativa das amostras
DLI,DLIIe DLIV em relacio a amostra DL P. A amostra
DLV apresentou maior reflexdo de comprimento de onda
associado a cor amarela e a amostra DL IV apresentou
um valor menor em relagdo as outras amostras.

A diferenca da cor no produto final pode ser
atribuida a muitas varidveis: a acidez inicial do leite, a
quantidade e o momento da adigdo do bicarbonato de
sodio, a presenca de agucares redutores além da lactose,
a presenca de glicose ou xarope de glicose, a presenca de
corantes, o teor inicial (calda) e final (doce de leite) de
solidos solaveis, o tempo gasto para a evapora¢io, e a
pressdo de vapor utilizada nos tachos’.

Segundo Ferreira et al’, a dureza corresponde a
forca necessaria para produzir uma deformac¢iao naamostra
e a gomosidade é considerada a energia requerida para
desintegrar um alimento até estar pronto para a degluticéo.
As amostras DLIII, DLIV e DL V apresentaram diferenca
significativa em relagao a amostra DL P.
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Pode-se observar que a dureza e a gomosidade
da amostra DL P foi menor que as demais, isso sugere
que o doce padrao pode ter sido submetido a menor
concentragdo de calor, o que proporcionou uma
caracteristica mais cremosa que pode ter interferido
também em maior teor de umidade, como mostra a
Tabela 1. Ao comparar os resultados da andlise de textura
com os resultados da Tabela 2, pode-se observar que no
doce de leite DL P nao foi adicionado amido ou glicose,
utilizado na fabricagdo com a inten¢do de aumentar
viscosidade’. Das amostras pesquisadas, as amostras DL
I, DLIIL, DLIV e DLV apresentaram tanto glicose quanto
amido em sua composi¢do, o que pode ter resultado em
maior valor de dureza e gomosidade.

Com o comportamento da textura observado
na amostra DL P pode-se sugerir que a adi¢do de alguns
ingredientes ao doce de leite pode promover a rejeicdo ou
a aceitagdo produto.

Muitos ingredientes sdo utilizados como
coadjuvantes tecnoldgicos com diferentes fungoes.
O conservador sorbato de potassio é utilizado para
aumentar o tempo de prateleira, o bicarbonato de
sodio para regular a acidez e a enzima [P-galactosidase é
utilizada para evitar a cristalizacao da lactose e minimizar
a textura arenosa no doce de leite'®. Outros sdo utilizados
para diminuir custos de producao, que por sua vez sao os
principais responsaveis pela descaracterizacao do doce
de leite tradicional.

Além dos dois ingredientes mencionados como
tradicionais (leite e sacarose), a legislacdo® permite a adi¢éo
de outros ingredientes opcionais como: creme sdélido
de origem lactea, mono e dissacarideos que substitua a
sacarose em até 40 %, amidos ou amido modificado em
concentragdo maxima de 0,5 % em rela¢do ao volume de
leite, cacau, chocolate, coco, améndoas, amendoim, frutas
secas. A denominagio “doce de leite para confeitaria” é
obrigatdria caso haja a adigdo de estabilizantes (citrato de
sddio), corante caramelo, espessantes (pectina) e umectantes
(sorbitol), entre outros aditivos no doce de leite?.

Dentre os ingredientes utilizados na formulagao
do doce de leite das amostras analisadas, foram
observados alguns desses: glicose, xarope de glicose ou
caramelo, soro de leite, creme de leite e amidos. Cabe
aqui ressaltar, que ainda que permitidos pela legislagio,
nio sao proprios ou caracteristicos do doce de leite
tradicional. Foi observada também, a presenca de
aditivos alimentares e coadjuvantes de tecnologia como
estabilizante citrato de sddio, espessante pectina e aroma
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artificial de baunilha no rétulo das amostras DL I, DL I1I,
DLIV e DL V. Esses doces nao foram identificados com a
especificagao “para confeitaria’ na embalagem.

Segundo Madrona et al', o amido ¢ utilizado
pela industria de alimentos com o objetivo de aumentar o
rendimento e diminuir custos de producdo. A quantidade
adicionada nao deve ultrapassar um limite de 0,5 g/100
mL de leite. Dentre as seis amostras analisadas, quatro
(DL I, DL III, DL IV e DL V) apresentavam em sua
composi¢do o amido, seja de mandioca, milho ou amido
modificado. Na amostra DL I, além da presen¢a do amido
modificado foi observada a presenca de pectina, que tem
por fungdo o espessamento do doce.

Ferreira et al®, ao avaliar seis marcas de doce de
leite pastoso comerciais, verificou que, em duas delas,
havia a presen¢a de amido na composi¢do. Em seu estudo,
foram observadas modificagoes significativas na analise
da textura para os parametros de dureza e gomosidade
de uma das amostras com amido em relagdo as outras
amostras analisadas. Essa mesma amostra foi a que
obteve as pontua¢des mais baixas na andlise sensorial. O
excesso de amido na composi¢ao pode ser um indicativo
de fraude, além de acarretar prejuizos ao consumidor
devido a mudanca nas caracteristicas sensoriais e reducao
do valor nutricional do produto?.

Outro ingrediente ndo caracteristico do doce de
leite tradicional que aparece na lista é o soro de leite. Esse
é utilizado pela industria de alimentos com a alegagdo
de ser fonte de nutrientes, principalmente proteinas.
As proteinas do soro de leite tém diversas aplicagoes,
tais como, a gelatinizagdo, emulsificagao, solubilidade,
formacao de espuma e viscosidade, que podem
interferir na textura do doce de leite. O soro de leite é
um subproduto residual da fabricagdo de queijos e ¢é
aproveitado e utilizado na produgao de doce de leite para
aumentar o rendimento, diminuir os custos do produto
e, consequentemente, aumentar a lucratividade’. Das
amostras analisadas somente a DL III apresentou soro de
leite em sua composicao.

Para fabricagdo do doce de leite pastoso, o teor
minimo de gordura no leite deve ser de 2,6 %. Para isto, é
realizada uma padronizagédo, onde o leite é centrifugado
para separac¢do do creme e do leite desnatado. Posterior a
esta etapa ocorre a adi¢do do creme ao leite na quantidade
desejada para obtencdo do leite padronizado. Isso
permite controlar o teor de gordura no leite'’. Porém,
como a gordura do leite é de grande interesse tecnoldgico
para a industria lactea, muitas industrias fabricam o doce

de leite com leite baixo teor de gordura’. Infere-se que
esse possa ser o0 motivo da adi¢do de creme de leite em
algumas das amostras analisadas para, possivelmente,
corrigir o teor de lipidios do produto final.

A adigdo de ingredientes, que ndo os coadjuvantes
de tecnologia, podem alterar as caracteristicas fisico-
quimicas e por consequéncia as caracteristicas sensoriais
do doce de leite, principalmente no que se refere a cor e
textura. Os resultados do presente trabalho direcionam
a discussdo da apropriagio do “modo de produzir
tradicional” pela industria de alimentos, que vem ao
longo dos anos modificando a formulagao original desse
doce tipico.

Posto isso, sugere-se que o uso de uma
nomenclatura diferenciada para esses produtos talvez seja
uma alternativa para nortear a escolha do consumidor.
Como exemplo do iogurte e requeijao. A instrugdo
normativa numero 16/2005" determinou a mudanca do
nome do produto iogurte para bebida ldctea, quando o
iogurte for adicionado de soro de leite ou amido, ademais,
esse produto secundario deve conter a adverténcia no
rotulo “Ndo é iogurte”.

A instrugdo normativa numero 359/1997"
determinou a mudanga do nome do produto requeijdo
para preparado ldcteo, quando o mesmo for adicionado de
soro de leite ou amido. No rétulo, a indicac¢ao “cremoso”
sO devera ser utilizada para o produto que atender os
requisitos estabelecidos (ingredientes, presenga de
gordura de origem lactea e teor de umidade) para esse
tipo de requeijao.

Por um lado, as legislagdes que regulamentam os
padrdes de identidade e qualidade e que determinam as
normas de rotulagem dos produtos alimenticios sao re-
levantes tanto para manter a qualidade e identidade de
produtos tradicionais, quanto para atender a expectati-
va do publico consumidor. Porém é necessario que essas
legislagdes, regulamentos e normas sejam atualizados
constantemente, acompanhando o conhecimento gerado
pelas pesquisas cientificas e aplicado nas inovagoes tec-
noldgicas do setor alimenticio®.

CONCLUSAO

Na analise fisico-quimica, mesmo com a adi¢ao
de outros ingredientes ndo tradicionais ao doce de
leite, o produto final esta de acordo com os pardmetros
estabelecidos pelo padrao de identidade e qualidade.
Dessa forma, infere-se que a legislagdo vigente contribui
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para a seguranca do processo de elaboragdo do produto,
porém, nao contempla a garantia e manutengdo das
caracteristicas tradicionais e histéricas do doce de leite.
A permissividade da legislagio Brasileira,
aliada a apropriacdo da industria de alimentos sobre
os produtos tradicionais, vem ao longo dos anos
modificando esse alimento. A amplitude do padrio de
identidade e qualidade estabelecida pela legisla¢ao em
relagao a formulagdo dos produtos possibilita a adigdo
de ingredientes ndo caracteristicos do doce de leite
tradicional, o que leva a altera¢dao da identidade e a

descaracterizagao do produto.
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RESUMOS DE TESES E DISSERTACOES

Doenca renal policistica autossomica dominante em felinos da raca Persa:
aspectos clinicos, laboratoriais, imagenologicos e genéticos

Guerra JM. Autosomal dominant polycystic kidney disease in Persian cats: clinical, laboratory, imaging and genetics
characteristics. Sio Paulo, SP. 2014. [Dissertagio de Mestrado — Area de concentragio: Patologia Experimental e comparada,
Laboratério de Patologia Morfolégica e molecular, Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia - FMVZ, Universidade de Sdo Paulo - USP]. Orientador: Prof. Dr. Bruno Cogliati.

A doenga renal policistica autossomica dominante (DRPAD) felina é caracterizada pela presenca de
multiplos cistos localizados em parénquima renal e, ocasionalmente, hepatico e pancreatico, sendo
uma importante causa de doenca renal cronica terminal. Ela é considerada a enfermidade congénita
hereditaria mais prevalente dos gatos domésticos, porém, os dados epidemioldgicos e clinicos existentes
no Brasil sdo escassos, 0 que torna o seu controle mais dificil no pais. Da mesma forma, a DRPAD em
humanos constitui-se na doen¢a renal monogénica mais comum, acometendo 1 em cada 400 a 1.000
individuos, com curso clinico muito semelhante a doenga em gatos. No presente estudo, 252 felinos da
raca Persa e mesticos de Persa do Estado de Sdo Paulo foram avaliados através de teste genético para
DRPAD. Os resultados indicaram uma prevaléncia de apenas 6,35% de gatos portadores da mutagdo para
DRPAD em heterozigose, valor abaixo dos indices registrados em outros paises. Do total de animais,
uma coorte de 82 felinos da regido metropolitana de Sao Paulo foi selecionada para realizagdo de exames
fisico, laboratoriais, imagenologicos e genéticos. Estes animais foram separados em dois grupos de
acordo com a presenca (n=12) ou auséncia (n=70) de alteragdes ultrassonograficas sugestivas de doenca
renal policistica. A sensibilidade e a especificidade entre o teste molecular e o exame ultrassonografico
para DRPAD nos animais estudados foram ambas de 100%. Os animais com altera¢des genéticas e
ultrassonograficas indicativas de doenga renal policistica autossomica dominante apresentaram aumento
significativo no valor de célcio total sérico, fragio de excre¢do urindria de célcio e de s6dio(p=0,0219;
p=0,0275; p=0,0032, respectivamente). Os demais parametros clinicos e laboratoriais nao diferiram entre
os dois grupos de animais. O exame ecocardiografico revelou que casos de hipertrofia miocardica foram
mais frequente entre os animais positivos para DRPAD (p=0,0001). Dessa forma, é possivel concluir que
exames de triagem ultrassonografica e/ou molecular devem ser utilizados para o diagnéstico de animais
com DRPAD, visto que, alteragdes clinicas e laboratoriais sdo tardias. Exames eletro e ecocardiograficos
devem ser rotineiramente realizados nos felinos cisticos. Ainda, a caracterizagio clinica da DRPAD em
gatos ressalta ndo apenas sua grande importancia para medicina felina, mas também para a comunidade
médica devido a correlacdo com a doenga humana, representando um modelo ortdélogo espontineo, em
animal de porte médio, para o estudo dessa enfermidade e validagao de novos procedimentos terapéuticos.
Palavras-chave. rim policistico, mutagdo, ultrassonografia, eletrocardiografia, ecocardiografia.

Tese disponivel: Biblioteca da Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia da USP
E-mail: juliana.guerra@usp.br
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1.2 ARTIGOS DE REVISA0: Dedicados a apresentagio e a discussdo de temas de interesse cientifico e de relevancia para a satide publica. Devem apresentar for-
mulagdo clara de um objeto cientifico de interesse, argumentagio 16gica, critica tedrico-metodoldgica dos trabalhos consultados e sintese conclusiva. Devem ser

elaborados por pesquisadores com experiéncia no campo em questao ou por especialistas de reconhecido saber.

Informagdes complementares:

= Devem ter até 25 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.
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= As referéncias bibliogréficas, limitadas a 50, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes a problematica abordada. Deve-se evitar a inclu-
sdo de niimero excessivo de referéncias numa mesma citagio. Cita¢des de documentos nao publicados e nio indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e
outros) devem ser evitadas.

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

1.3 COMUNICAGOES BREVES: Sdo relatos sucintos destinados a rapida divulgagdo de eventos significativos no campo da pesquisa de interesse em satide publica
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Informagoes complementares:

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

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

= As referéncias bibliogréficas, limitadas a 15, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes a problematica abordada. Deve-se evitar a inclu-
sdo de niimero excessivo de referéncias numa mesma citagao. Citagdes de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e
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= Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (keywords).

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

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

Informagoes complementares:

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

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

= As referéncias bibliograficas, limitadas a 10, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes a problematica abordada. Deve-se evitar a inclu-
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= Sua apresentagao deve acompanhar as mesmas normas exigidas para artigos originais, porém na forma de texto tnico.
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1.5 RELATOS DE CAs0: Sdo textos que contemplam principalmente a drea médica, em que o resultado é anterior ao interesse de sua divulgagao ou a ocorréncia
dos resultados nao ¢ planejada.

Informagoes complementares:

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

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

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

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

= Devem apresentar Introdugio, Relato de caso, Discussdo e Conclusio, na forma de texto tnico.

1.6 REsumos DE TESES E DISSERTACOES: Sdo aceitos resumos de teses e dissertagdes até um ano apos a defesa.
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= Devem ter até 400 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (keywords).
= Sua apresentagdo deve conter o nome do autor e do orientador, titulo do trabalho em portugués e em inglés, nome da instituigdo em que foi apresentado, area

de concentragdo e ano da defesa.

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

2.1 PAGINA DE IDENTIFICAGAO: Deve constar:

Titulo em portugués e em inglés: O titulo deve ser conciso, completo e conter informagdes. Se 0 manuscrito for submetido em inglés, deve ser fornecido um
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Autores: De acordo com o International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE), sao considerados autores aqueles que contribuiram substancialmente para
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servigo, divisdo, departamento, instituto, faculdade e universidade.
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apresentada. Quando apresentado em evento cientifico, indicar o nome do evento, local e ano da realizagao.

2.2 PREPARO DO MANUSCRITO:

Resumo/Abstract: Todos os textos deverio ter resumos em portugués e inglés, dimensionados para ter até 200 palavras. Como regra geral, o resumo deve incluir

objetivos do estudo, principais procedimentos metodoldgicos, principais resultados e conclusoes.

Palavras-chave/keywords: Devem ser indicados entre 3 a 6 descritores do contetido, extraidos do vocabulario Descritores em Ciéncias da Satde (DeCS) da Bire-

me (disponivel em http://www.bireme.br) nos idiomas portugués e inglés. Em inglés, com base no Medical Subject Headings (MeSH).

Caso nao sejam encontrados descritores adequados para a tematica do manuscrito, poderao ser indicados termos néo existentes nos conjuntos citados.
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Estrutura do texto:

A) Introdugao: Deve ser breve, relatando o contexto e a justificativa do estudo, apoiados em referéncias pertinentes ao objetivo do manuscrito, sintetizando a

importancia e destacando as lacunas do conhecimento abordadas. Nao deve incluir dados ou conclusdes do estudo em referéncia

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

Os critérios éticos da pesquisa devem ser respeitados; os autores devem explicitar que a pesquisa foi conduzida dentro de padrées éticos e foi aprovada por comité
de ética, indicando 0 nome do comité de ética, nimero e data do registro.

C) Resultados: Devem ser apresentados em uma sequéncia légica, iniciando-se com a descrigio dos dados mais importantes. Tabelas e figuras devem ser restritas
aquelas necessarias para argumentagio e a descrigdo dos dados no texto deve ser restrita aos mais importantes. Os gréficos devem ser utilizados para destacar os
resultados mais relevantes e resumir relagdes complexas. Dados em graficos e tabelas nio devem ser duplicados nem repetidos no texto. Os resultados numéricos

devem especificar os métodos estatisticos utilizados na anélise.

D) Discussao: A partir dos dados obtidos e resultados alcangados, os novos e importantes aspectos observados devem ser interpretados a luz da literatura cien-
tifica e das teorias existentes no campo. Argumentos e provas baseadas em comunicagao de carater pessoal ou divulgadas em documentos restritos ndo podem
servir de apoio as argumentagdes do autor. Tanto as limitagoes do trabalho quanto suas implicagdes para futuras pesquisas devem ser esclarecidas. Incluir somente
hipéteses e generalizagoes baseadas nos dados do trabalho. As conclusdes podem finalizar esta parte, retomando o objetivo do trabalho ou serem apresentadas

em item separado.

E) Agradecimentos: Este item é opcional e pode ser utilizado para mencionar os nomes de pessoas que, embora nio preencham os requisitos de autoria, pres-
taram colaboragdo ao trabalho. Serd preciso explicitar o motivo do agradecimento, por exemplo, consultoria cientifica, revisdo critica do manuscrito, coleta de
dados etc. Deve haver permissdo expressa dos nomeados e o autor responséavel deve anexar a Declaragdo de Responsabilidade pelos Agradecimentos. Também

pode constar desta parte apoio logistico de instituigoes.

2.3 CITAGAO NO TEXTO: A exatiddo das referéncias é de responsabilidade dos autores. Devem ser indicadas pelo seu niimero na listagem, na forma de expoente,
sem uso de parénteses, colchetes e similares. Nos casos em que hé citagdo do nome do autor, o nimero da referéncia deve ser colocado a seguir do nome do autor.
Trabalhos com dois autores devem fazer referéncia aos dois autores ligados por “e”. Nos outros casos apresentar apenas o primeiro autor (seguido de et al, em caso
de autoria multipla).

Exemplos: Nos Estados Unidos e Canada, a obrigatoriedade da declaragio dos nutrientes no rétulo do alimento é mais antiga e foram desenvolvidos métodos
hidroliticos, como 0 AOAC 996.061, de extragdo e determinagdo da GT por calculo a partir dos AG obtidos por cromatografia gasosa com detector de ionizagio
em chama (GC/DIC)2,3.

Segundo Changetal31, 0 aumento do tamanho das particulas resulta numa redugéo da area de superficie conferindo uma melhora na retengio e estabilidade das mesmas.

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

Os titulos de periodicos devem ser referidos de forma abreviada, de acordo com o Medline, disponivel no enderego http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/
entrez?db=journals. Para consultar periddicos nacionais e latino-americanos: http://portal.revistas.bvs.br/main.php?home=true&lang=pt.

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

mesmo autor devem ser organizadas em ordem cronoldgica crescente.

Exemplos:

Artigos de periddicos:

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

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

Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for nurses. 2@ ed. Albany (NY):Delmar Publishers;1996.

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

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

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

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

Dissertagdes, teses e monografias:

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

Moreschi ECP. Desenvolvimento e validagio de métodos cromatograficos e avaliagdo da estabilidade de vitaminas hidrossoltveis em alimentos [tese de doutorado].
Sao Paulo (SP): Universidade de Sao Paulo; 2006.

Trabalhos de congressos, simpdsios, encontros, seminarios e outros:
Barboza et al. Descentralizagio das politicas ptblicas em DST/AIDS no Estado de Sao Paulo. III Encontro do Programa de Pos-Graduagdo em Infecges e Saude
Publica; agosto de 2004; Sao Paulo: Rev Inst Adolfo Lutz. p. 34 [resumo 32-SC].

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

Legislacao:
Brasil. Ministério da Satide. Resolugdo RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001. Aprova o Regulamento Técnico sobre Padroes Microbioldgicos para Alimentos.
Didrio Oficial [da] Republica Federativa do Brasil. Brasilia, DE, 10 jan. 2001. Se¢ao 1, n°7-E. p.45-53.

Autoria institucional:

Instituto Adolfo Lutz (Sao Paulo - Brasil). Métodos fisico-quimicos para analise de alimentos: normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz. 42 ed. [1° ed. digital].
Sao Paulo (SP): Instituto Adolfo Lutz; 2008. Disponivel em: [http://www.ial.sp.gov.br/index.php?option=com_remository&Itemid=7&func=select&orderby=1&
Itemid=7].

Organizacion Mundial de la Salud - OMS. Como investigar el uso de medicamentos em los servicios de salud. Indicadores seleccionados del uso de medicamen-
tos. Ginebra; 1993. (DAP. 93.1).

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

Casos nao contemplados nesta instrugdo devem ser citados conforme indicagdo do Committee of Medical Journals Editors (Grupo Vancouver), disponivel em:
http://www.cmje.org. Referéncias a documentos nio indexados na literatura cientifica mundial, em geral de divulgagao circunscrita a uma institui¢do ou a um
evento (teses, relatérios de pesquisa, comunicagdes em eventos, dentre outros) e informagdes extraidas de documentos eletronicos, ndo mantidas permanente-
mente em sites, se relevantes, devem figurar no rodapé das paginas do texto onde foram citadas.

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

e ndo como quadros, graficos etc.

A) Tabelas: Devem ser redigidas em processador de texto Word for Windows 2003 ou compativel e serem apresentadas em arquivos separados, numeradas conse-
cutivamente com algarismos ardbicos, na ordem em que foram citadas no texto. A cada uma deve-se atribuir um titulo breve, nio se utilizando tragos internos ho-
rizontais ou verticais. As notas explicativas devem ser limitadas ao menor niimero possivel e colocadas no rodapédas tabelas e nao no cabegalho ou titulo. Se hou-

ver tabela extraida de outro trabalho, previamente publicado, os autores devem solicitar formalmente autorizagao da revista que a publicou, para sua reprodugao.
B) Figuras: As ilustragoes (fotografias, desenhos, graficos etc.) devem ser citadas como Figuras, apresentadas em arquivos separados e numeradas consecutiva-

mente com algarismos ardbicos na ordem em que foram citadas no texto. Devem conter titulo e legenda apresentados na parte inferior da figura. S6 serdo admiti-

das para publicagio figuras suficientemente claras e com qualidade digital que permitam sua impresséo, preferencialmente no formato vetorial. No formato JPEG,

314

<~



INSTRUGOES AOS AUTORES

a resolugdo minima deve ser de 300 dpi. Figuras em cores serdo publicadas quando for necesséria a clareza da informagio e os custos deverdo ser cobertos pelos
autores. Se houver figura extraida de outro trabalho, previamente publicado, os autores devem solicitar autorizagdo, por escrito, para sua reprodugio.

3. DECLARAGOES E DOCUMENTOS SOLICITADOS: Em conformidade com as diretrizes do International Committee of Medical Journal Editors, sdo solicitados

alguns documentos e declaragdes do(s) autor(es) para a avaliagdo de seu manuscrito. Observe a relagio dos documentos abaixo e, nos casos em que se aplique,

anexe o documento ao processo. O momento em que tais documentos serdo solicitados ¢ variavel:

A carta de Apresentagido do manuscrito, assinada por todos os autores, deve conter:

= Um paragrafo declarando a responsabilidade de cada autor: ter contribuido substancialmente para a concepgao e planejamento ou andlise e interpretacdo dos
dados; ter contribuido significativamente na elaboragao do rascunho ou na revisao critica do contetido; e ter participado da aprovagao da verséo final do manus-
crito. Para maiores informagdes sobre critérios de autoria, consulte a pagina do ICMJE (http://www.icjme.org).

= Um pardgrafo contendo a declaragdo de potenciais conflitos de interesses dos autores.

= Um pardgrafo contendo a declaragdo que o trabalho néo foi publicado, parcial ou integralmente, em outro periddico. Todos os autores devem ler, assinar e enviar
documento transferindo os direitos autorais. O artigo so serd liberado para publicagdo quando esse documento estiver de posse da RIAL.

4. VERIFICAGAO DOS ITENS EXIGIDOS NA SUBMISSAO:

1. Nome e institui¢do de afiliacdo de cada autor, incluindo e-mail e telefone do autor responsavel.

2. Titulo do manuscrito, em portugués e inglés.

3. Texto apresentado em letras Times New Roman, corpo 12, em formato Word ou similar (doc, txt, rtf).

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

5. Carta de Apresentagdo assinada por todos os autores.

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

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

8. Referéncias normalizadas segundo estilo Vancouver, ordenadas pela citagdo no texto e numeradas, e se todas estéo citadas no texto.
9. Tabelas numeradas sequencialmente, com titulo e notas, e no maximo com 12 colunas, em formato Word ou similar (doc, txt, rtf).
10. Figura no formato vetorial ou em pdf, ou tif, ou jpeg ou bmp, com resolugdo minima 300 dpi.

5. REVISAO DA REDAGAO CIENTIFICA: Para ser publicado, o manuscrito aprovado é submetido a revisio da redagdo cientifica, gramatical e de estilo. A RIAL
se reserva o direito de introduzir alteragdes nos originais, visando a manuten¢do da homogeneidade e qualidade da publicagao, respeitando, porém, o estilo e as

opinides dos autores. Inclusive a versiao em inglés do artigo terd esta etapa de revisao.

6. PROVAS: Apds sua aprovagao pelos editores, 0 manuscrito sera revisado quanto a redagdo cientifica. O autor responsavel pela correspondéncia receberd as
provas grificas para revisio por correio eletronico em formato pdf (portable document format). O prazo méximo para a revisio da prova ¢é de dois dias. E im-
portante cumprir os prazos de revisdo para garantir a publicagdo no fasciculo programado. Atrasos nesta fase poderdo resultar em remanejamento do artigo para
fasciculos subsequentes.

7. PUBLICAGAO E DISTRIBUIGAO: Os artigos serdo publicados em ordem cronolégica de aprovagao. As datas de recebimento e de aprovagéo do artigo constardo

obrigatoriamente no mesmo.

E permitida a reprodugio, no todo ou em parte, de artigos publicados na RIAL, desde que sejam indicados a origem e o nome do autor, de conformidade com a

legislagdo sobre os direitos autorais.

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