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RESUMO

O bisfenol A é um composto industrial produzido em larga escala em todo o mundo, sendo
utilizado para produzir polimeros sintéticos, inclusive as resinas epdxi, que sdo empregadas no
envernizamento interno e externo de latas de alimentos, e na produgdo de policarbonato com
aplicagdes em mamadeiras e garrafées de agua. Outras aplicagdes menos significativas sdo a
producéo de policloreto de vinila (PVC), manufatura de papel térmico, poliuretano, poliamida
e de produto para retardamento de chama, bem como na prepara¢io de “selantes” e resinas
dentarias. O bisfenol A é considerado como disruptor endécrino que interfere na produgio,
liberagéo, transporte, metabolismo, ligagdo ou elimina¢io dos hormonios naturais, responsaveis
pela manutengdo do equilibrio e regulagdo dos processos de desenvolvimento. Dentre as vérias
vias de exposi¢do humana ao bisfenol A, a exposi¢do alimentar é a mais preocupante por atingir
potencialmente um maior ndmero de pessoas, em diversas faixas etarias, e que pode ocorrer
durante longos periodos em pequenas doses e sem serem detectadas. Na presente revisao foram
abordadas as vias de exposi¢ao ao bisfenol A, sua toxicidade e as legislagdes quanto aos limites para
garantir a saide humana.

Palavras-chave. bisfenol-A, disruptor endécrino, policarbonato, resinas epdxi, embalagens para
alimentos.

ABSTRACT

Bisphenol A is an industrial compound produced in large scale around the world. This product
is used for manufacturing the synthetic polymers, including epoxy resins, which are applied
for varnishing the both internal and external parts of food cans, and also for producing the
polycarbonate applied on baby bottles and bottles of water. Other less significant applications are
the production of polyvinyl chloride (PVC), to manufacture the thermal paper, polyurethane,
polyamide, flame retardant, and to prepare the dental sealants and resins. Bisphenol A is considered
as an endocrine disruptor that interferes with the production, release, transport, metabolism,
binding or elimination of natural hormones responsible for maintaining balance and regulation of
development processes. Among the various routes of human exposure to bisphenol A, the dietary
exposure is especially worrisome as it potentially reaches higher number of persons in the different
age groups, besides, it may occur during long periods in low doses and without being detected. This
review aimed at addressing the routes of exposure to bisphenol A, its toxicity and the legislations
concerning their limits to ensure the human health integrity.

Keywords. bisphenol A, endocrine disruptor, polycarbonate, epoxy resins, food packaging.

Rev Inst Adolfo Lutz. 2015; 74(1):1-11 1
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INTRODUCAO

A embalagem desempenha um papel
fundamental na industria alimenticia gragas as suas
multiplas fun¢des. Além de conter o produto, a
embalagem é muito importante na sua conservagao,
mantendo qualidade e seguranca, atuando como
barreira contra fatores responsaveis pela deterioragao
quimica, fisica e microbioldgica. A medida que os
alimentos embalados passaram a ter uma maior
importancia na dieta de grande parte das populagdes,
a énfase dada aos problemas toxicologicos advindos
da interacdo da embalagem com o alimento foi
aumentada. Existem embalagens de diferentes tipos
de plastico, cada um com propriedades tnicas e
aplicagdo para contato com alimentos, por exemplo,
policarbonato, polietileno de alta e baixa densidade,
estireno, polipropileno, etc. Estes plasticos sao
fabricados a partir de varios polimeros e aditivos
que sdo utilizados para melhorar a flexibilidade, cor,
resisténcia, durabilidade, etc. Ambos, plasticos e
aditivos podem migrar a partir da embalagem para o
alimento oubebidaaolongodotempo comoresultado
de um aumento na temperatura ou pressao mecénica.
A migragao para o alimento de componentes de
plastico como mondmeros, aditivos, corantes, tintas
de impressao, vernizes, entre outros', podem afetar
as propriedades organolépticas dos alimentos e
produzir efeitos prejudiciais a saude, se ndo for
devidamente controlada e se os niveis ultrapassarem
os valores toxicologicos ou da legislagdo®.

Muitos mondmeros, plastificantes e aditivos
sdao considerados disruptores endocrinos, que
interferem na produgdo, liberacdo, transporte,
metabolismo, ligagdo ou elimina¢ao dos hormonios
naturais, responsaveis pela manutengao do equilibrio
e regulagdo dos processos de desenvolvimento®. Um
destes produtos quimicos é o bisfenol A (BPA). O
BPA tem atividade estrogénica moderada e pode
influenciar a reprodugao. Alguns estudos indicam
que ele tem um potencial de perturbar a agdo
hormonal da tirdide; proliferacio de células de
cancer de prdstata em humanos e bloqueio da sintese
de testosterona’.

O bisfenol A foi primeiramente descrito
pelo quimico russo Alexander P. Dianin em 1891.
Este composto foi sintetizado pela primeira vez por
Thomas Zincke em 1905, a partir de fenol e acetona,

na universidade de Marburg (Alemanha)’.

Em 1938, Dodds e seus colaboradores ao
estudarem as propriedades bioldgicas de varios
bisfendis, detectaram as propriedades estrogénicas
do bisfenol A. Nesse estudo concluiram que a
capacidade estrogénica dos bisfendis esta relacionada
com a presenc¢a de grupos OH em posi¢do para.
Em 1953, o Dr. Daniel Fox da General Electric e o
Dr. Hermann Schnell da Bayer AG, descobriram a
capacidade do bisfenol A formar ligagdes cruzadas
na polimeriza¢ao do plastico policarbonato, e assim
em 1957 (nos EUA) e em 1958 (na Europa), deu-se
inicio a producao industrial de bisfenol A para ser
empregado no fabrico de plastico policarbonato®.

Mais tarde descobriu-se uma nova aplicagao
do bisfenol A no fabrico de resinas epoxi, usadas
atualmente para revestir latas de conserva.

PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS

Obisfenol A2,2-bis(4-hidroxifenil)propano
¢ um composto organico com um peso molecular
de 228,29 g/mol. A temperatura ambiente é uma
substincia sélida, branca, cristalina, com ponto
de fusdo de 156 °C e ponto de ebuligdo de 220 °C
a5 hPa’.

O BPA ¢ constituido por dois anéis fenolicos
ligados por uma ponte de metil, com dois grupos
funcionais metil ligados a ponte. A presenga de
grupos hidroxilas no BPA determina a sua boa
reatividade. De modo semelhante a outros fendis,
BPA pode ser convertido em éteres, ésteres e sais.
Além disso, o BPA sofre substituicdo eletrofilica
como nitragéo, sulfonagio, ou alquila¢ao®.

PRODUCAO E APLICACOES DO BISFENOL A
A sintese do BPA ¢ conseguida por

condensagdo do fenol com acetona em meio acido
ou basico*’, conforme Figura 1.

H,C, CH,

H.C. CH
3 Y 3
"
HO OH HO OH
H,0

Figura 1. Sintese do bisfenol A
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O bisfenol A é um composto industrial
produzido em larga escala em todo o mundo”™®. A
demanda mundial de bisfenol A cresce entre 6 e
10% por ano. 95% do seu uso é para a produgao de
polimeros sintéticos, incluindo resinas epdxi, que sao
aplicadas no envernizamento interno e externo de
latas de alimentos, e na produgao de policarbonato,
resina com aplicagbes em mamadeiras e garrafoes
de agua. Outras aplicagdes menos significativas sao
a produgdo de policloreto de vinila (PVC), fabrico
de papel térmico, poliuretano, poliamida, retardante
de chama e na preparacio de selantes e resinas
dentarias™ .

Policarbonato

O policarbonato (PC) é um poliéster de
cadeia linear (Figura 2), obtido através de uma reagao
de transesterificagdo entre um composto aromatico
hidroxilado (bisfenol A) e carbonato de difenila
ou cloreto de carbonila''. Este polimero possui as
seguintes caracteristicas: alta transparéncia, leve,
resisténcia ao choque e a variagoes de temperatura
desde -40 a 145 °C. Em virtude destas caracteristicas o
policarbonato é utilizado na fabricacao de recipientes
retornaveis e reutilizaveis destinados a entrar em
contato com alimentos*.

¢Hs i
o O-E0b
CHs, n
Figura 2. Estrutura do policarbonato

Resinas epoxi

As principais resinas sintéticas utilizadas no
envernizamento de latas metélicas pertencem aos
grupos dos epdxis, fenolicos, existindo a possibilidade
de combinagdo entre elas como é o epdxi-fendlico,
considerado de uso praticamente universal no lado
interno de latas para acondicionamento de carnes,
pescados, vegetais, produtos de laticinios, bebidas,
etc'.

As  resinas  epoxi-fendlicas  reinem
praticamente todas as caracteristicas necessarias aos
vernizes para latas de alimentos, pela combina¢ao das
propriedades de flexibilidade, aderéncia e resisténcia

quimica da resina epoxidica'.

As resinas epdxi sdo obtidas comercialmente
a partir da rea¢do entre o bisfenol A e a epicloridrina
(1-cloro-2,3-epéxi-propano), que resulta no
monomero conhecido como éter diglicidico do
bisfenol A, também conhecido como BADGE
(Figura 3)'*15.

Muitos alimentos enlatados sdo esterilizados
no processo de produ¢ao, aumentando a possibilidade
de migracao de BPA da lata para os alimentos.
A presenca de bisfenol A pode ocorrer também
quando a reacdo de polimerizac¢ao for incompleta.
Por isto, as embalagens e recipientes confeccionados
com materiais que contenham bisfenol A, em sua
formula¢ido devem ser avaliados quanto ao potencial
de migracdo desse composto. O bisfenol A que é
o material inicial para sintese de policarbonatos
e resinas epoxis, tem sido detectado em latas de
alimentos'S.

- oai-¥oay

Figura 3. Estrutura da resina epdxi

VIAS DE EXPOSICAO AO BISFENOL A

A exposi¢ao humana ao bisfenol A ocorre,
sobretudo por via ocupacional, ambiental e
alimentar®®. A exposi¢do ocupacional ocorre,
sobretudo em trabalhadores de industrias de sintese
de bisfenol A, sintese de PC e artigos de PC, resinas
epoxi, PVC, papel térmico e tetrabromobisfenol A*.

A exposigdo ambiental resulta da
contaminagdo atmosférica, aqudtica e dos solos
com bisfenol A. Esta contamina¢ao ambiental deve-
se especialmente a utilizagdo industrial do bisfenol
A e a reciclagem de papel térmico®. Outra via de
exposicdo resulta da utilizacdo de um compésito a
base de bisfenol A como selante nos tratamentos
dentarios, porque possui boas propriedades
mecanicas, estabilidade quimica e tem capacidade
para simular a cor natural do dente'”.

Dentre as vdrias vias de exposi¢do humana
ao bisfenol A anteriormente referidas, a exposi¢ao



Bernardo PEM, Navas SA, Murata LTE, Alcantara MRS. Bisfenol A: o uso em embalagens para alimentos, exposi¢ao e toxicidade - Uma Revisao.

Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo, 2015;74(1):1-11.

7

alimentar é a mais preocupante por atingir
potencialmente um maior nimero de pessoas e
porque, neste caso a exposi¢ao pode ocorrer durante
longos periodos (possivelmente toda a vida) em
pequenas doses e sem serem detectadas®'®".

A exposi¢ao ao bisfenol A por via alimentar
resulta da utilizagdo de recipientes de plasticos
policarbonatos para contato com os alimentos ou
ainda da utilizagao de resinas ep6xi no revestimento
interior de conservas alimentares. Em ambos os
casos, o bisfenol A é 0o mondmero base para a sintese
de materiais que entram em contato direto com os
alimentos®.

Varios estudos demonstram a migragao de
bisfenol A a partir de recipientes de policarbonato®-*!
e de latas de conserva revestidas com resinas epoxi.
Bisfenol A foi identificado em latas de vegetais, de
férmulas infantis, de bebidas, produtos de peixes e
carnes**,

O polimero de PC apds sintese ¢é
extremamente estavel, no entanto, estudos revelam
que pode ocorrer hidrélise sob certas condi¢oes de
temperatura e pH com conseqiiente libertagcao de
compostos quimicos®***%,

A descoberta de que o bisfenol A poderia
migrar a partir de recipientes de PC foi feita
acidentalmente quando se verificou que recipientes
de PC quando autoclavadosliberavam um composto
com propriedades estrogénicas**.

Um aumento dos valores de migragao
de BPA de até 55 vezes foi observado durante
a exposicdo do policarbonato a temperatura
de ebuli¢ao (100 °C) comparado com dagua a
temperatura ambiente (20 °C)*.

A ligacdo éster existente no policarbonato
pode sofrer hidrélise”. Além da possivel hidrdlise
do polimero pode também ocorrer migracao de
residuos de bisfenol A resultantes da polimeriza¢do
incompleta durante o fabrico do PC*® Em
qualquer dos casos, tratando-se de recipientes de
PC destinados a entrar em contato com alimentos
pode ocorrer migragdo do bisfenol A para os
alimentos**.

A degradacdo de materiais plasticos aumenta
progressivamente com a reutilizagdo, influenciando
as suas caracteristicas. O PC reutilizado 15 vezes
¢ menos hidrofébico que o PC novo o que pode
facilitar a migragdo de bisfenol A em recipientes de

policarbonato usados**.

Uma potencial exposi¢do alimentar ao
BPA deve ser avaliada de acordo com diferentes
padrdes de consumo para bebés na faixa etaria de
0-6 meses. Os bebés com idade entre 0-6 meses
podem ser alimentados com féormula liquida
infantil, férmula infantil em po, leite materno ou
misturas destes alimentos. Além disso, os alimentos
podem ser fornecidos a partir de garrafas feitas de
vidro, de metal ou de plastico, ou exclusivamente
amamentados porlactantes®. Nessa faixa etaria, 81 %
da exposicdo a migracdo de BPA foi proveniente
de mamadeiras de PC e 19 % para férmula liquida
infantil embaladas em recipientes de PC ou latas
de metal com revestimentos epdxi. A migracao de
BPA de resina epo6xi em contato com a formula de
leite em pd contribuiu com aproximadamente 1 %
da exposicao’.

A exposicdio média a BPA em bebés de
0-6 meses amamentados exclusivamente por
lactantes foi de 0,3 pg/kg de peso corporal por
dia, e a exposi¢do no percentil 95 foi de 1,3 pg/kg
de peso corporal por dia. Para crian¢as com faixa
etaria de 6-36 meses em que os alimentos so6lidos
sao introduzidos na dieta, a exposicio ao BPA
diminuiu®.

Ha uma escala de estimativas de exposi¢ao
para criancas alimentadas com férmula.
Geralmente, a exposicdo é maior para bebés
(0-6 meses) alimentados com férmula liquida do
que para as criangas alimentadas com leite em po e
mais alta para bebés alimentados com mamadeiras
de policarbonato do que para criangas alimentadas
com mamadeiras de outro material. A exposicdo
maxima estimada ocorre em bebés de 0-6 meses
de idade, que sdo alimentados com férmula liquida
em mamadeiras de policarbonato: 2,4 pg/kg de
peso corporal por dia na média e 4,5 pg/kg de peso
corporal por dia no percentil 95°.

Para criangas com mais de 3 anos, a
exposi¢do maxima estimada ndo excedeua0,7 ug/kg
de peso corporal por dia em média e no maximo de
1,9 ug/kg de peso corporal por dia. Para os adultos,
a exposicdo maxima estimada nao excedeu a
1,4 pg/kg de peso corporal por dia em média e no
maximo de 4,2 pg/kg de peso corporal por dia’'.

Com base nos dados disponiveis, a exposi¢ao
ao BPA ¢é geralmente menor a partir de fontes nao
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alimentares do que de fontes alimentares. Em outras
palavras, o alimento é de longe o maior contribuinte
da exposi¢do global ao BPA para a maioria dos
grupos populacionais®'.

As resinas (vernizes) sdo empregadas nas
embalagens metalicas com o objetivo principal de
evitar o contato direto do metal com o produto
alimenticio, minimizando as reagdes de interagdo
lata/alimento, tais como as reagdes de sulfuragio e
corrosdo'.

Os requisitos especificos exigidos dos
vernizes para contato com alimentos sdo a
inércia quimica, a resisténcia a esterilizagdo ou a
pasteurizagdo, para produtos termoprocessados,
a resisténcia aos acidos organicos e a sulfuragdo,
no caso de acondicionamento de produtos que
contenham enxofre'.

Pesquisadores =~ mostraram  que  as
concentragdes de BPA em latas aquecidas a 80 °C
foram de 1,6-16,7 vezes maior (6 vezes em média)
que as latas ndo aquecidas e as latas aquecidas a
100 °C obtiveram concentra¢des de BPA de 1,7-55,4
vezes maior (média de 18 vezes) que a concentragao
sem aquecimento, ja a concentragdo de BPA em latas
aquecidas a 100 °C aumentou 6,1 vezes (3 vezes em
média) em relagao as aquecidas a 80 °C>*2.

Eles também provaram que havia uma
associa¢do entre a concentracdo de BPA liberado
de resinas epoxi utilizadas em latas e a temperatura
de pasteurizacio de alimentos enlatados.
Concentragdes baixas de BPA foram encontradas
a partir de resinas epodxi de latas para alimentos
que ndo foram pasteurizadas. Observou-se que
diminuindo a temperatura de tratamento térmico
de 100 °C para 80 °C pode-se reduzir a concentragio
de BPA em até dois ter¢os®.

TOXICIDADE DO BISFENOL A

Um estudo realizado em 1993 revelou que
umasubstanciaestrogénicaselibertavaderecipientes
de policarbonato, essa substancia foi posteriormente
identificada como bisfenol A. Esta descoberta
abriu as portas a polémica sobre os possiveis
efeitos da exposicdo humana ao bisfenol A**.

Provou-se que o BPA pode afetar os
organismos animais e humanos por meio
de interagdes com o estrogénio, androgénio,

hidrocarboneto aromatico e receptores ativados por
proliferadores de peroxissomo; portanto, interfere
na fun¢io ndo s6 do sistema enddcrino, incluindo
alteragdbes na fungdo de hormonios sexuais,
insulina, leptina, adiponectina ou tiroxina, mas
também afeta outros sistemas do corpo, incluindo
os imunolégicos ou nervosos™>*.

Pesquisas tém mostrado o potencial do
bisfenol A de interferir na atividade do horménio
tiroidiano, em induzir a proliferacio de células
de cancer de prdstata e em impedir a sintese de
testosterona quando presente em doses muito baixas
(partes por trilhdo)*.

Os resultados das investigagdes mostraram
que o BPA exerce efeitos multidirecionais em
organismos vivos porque interage com os receptores,
gera ROS (espécies reativas de oxigénio), altera
sinalizagdo celular, provoca alteragdes mutagénicas
e inibe a metilagio do DNA. Foi documentado
efeito hepatotoxico®®, mutagénico e carcinogénico
de BPA em células eucarioticas (estudos in vitro) e
animais (estudos in vivo); no entanto, nao ha provas
suficientes se BPA nas concentragdes normalmente
determinadas no ambiente e/ou no organismo
humano (sangue, urina) pode causar os efeitos acima
mencionados em seres humanos. Os resultados
relativos aos efeitos neurotdxicos e teratogénicos
de BPA sdo inconsistentes, portanto, ndo ha forte
evidéncia de que o BPA apresente acdo em seres
humanos®.

Recentemente, os resultados de estudos
epidemiolégicos mostraram que a exposicdo da
populagdo em geral, ao BPA pode aumentar o
risco de doenca cardiaca corondria e distirbios
metabolicos incluindo diabetes e obesidade; no
entanto, novas investigacoes devem ser realizados
para confirmar os resultados®”.

TOXICOCINETICA DO BISFENOL A

A toxicocinética de BPA tem sido estudada
em roedores, primatas ndo humanos, e humanos®*.
O BPA ¢ rapidamente e extensamente absorvido
apo6s administracao oral e é submetido a um rapido
metabolismo de primeira passagem no intestino e
tigado, sendo completamente absorvido a partir do
trato gastrointestinal. BPA ndo ¢ extensivamente
metabolizado através de reacoes de fase I, mas é
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rapidamente conjugado com acido glucuronico
(metabolismo da fase II) para o ndo ativo BPA-
glucuronide na parede do intestino e figado.
Quantidades pequenas de BPA também podem
reagir com sulfato para formar BPA-sulfato. A
formacdo de conjugados de BPA ¢ considerada um
processo de desintoxicacdo e so as formas livres
de BPA exibem atividade estrogénica'*. Os BPA
conjugados, formados no figado sao transportados
para o sangue em seres humanos para atingir o rim,
sendo ainda excretados na urina, com semi-vidas
terminais de menos de 6 h. Assim, a exposi¢do
de BPA pode ser estimada a partir dos niveis
urinarios*. BPA ingerido por inalagdo ou contato
com a pele ndo sofre efeito de primeira passagem
e, portanto, é eliminado em um ritmo mais lento.
Estudos realizados em animais revelam que o
bisfenol A apds administragdo oral ou subcutanea
atinge concentragdes sanguineas mais elevadas nos
primatas que nos ratos*. O perfil de concentragao
versus tempo observado, apds a administragao oral
de 100 pg de BPA/kg de peso corporal em macacos
adultos foi muito semelhante aos realizados em
voluntarios humanos que receberam uma dose
similar.

O bisfenol A apresenta uma extensa
distribui¢do, tendo sido detectado em diversos
orgaos (figado, medula 6ssea, testiculos, placenta,
corddo umbilical e feto) e tem ainda a capacidade
de atravessar a placenta e ser excretado no leite
materno*®.

Durante a gravidez, a forma conjugada do
BPA circulara através da placenta, e sera submetido
a desconjugacdo, e subseqiientemente causara
a exposicdo do feto dentro do ttero. Isto pode
também resultar na bioacumulagdo de uma parte de
BPA apos a exposicao. De fato, evidéncias recentes
sugerem que em baixas concentragdes, o BPA tem
afinidade lipofilica com gordura. Enquanto que, a
maioria de BPA no plasma (cerca de 95 %) estaligado
as proteinas séricas. Por outro lado, BPA parece ter
uma afinidade desproporcionada em gordura, em
comparagdo com outros tecidos tais como rins,
musculo, e outros locais; “em gordura, aacumulagao
de BPA foi de cerca de trés vezes mais elevada do
que em outros tecidos” Com indicios de potencial
de bioacumulagdo, o BPA tem a possibilidade de
exercer efeitos metabolicos continuos®.

Uma indicagdo que, o BPA pode provocar
bioacumulacdo em humanos decorre das
comparagdes dos niveis estimados de exposicao
ao BPA, dos estudos farmacocinéticos disponiveis
e dos niveis de BPA medidos em tecidos e fluidos
humanos. Como exposi¢des ao BPA sdo estimadas
em 40 ng a 5 ug/kg de peso corporal dia, estudos
sugerem que o BPA é rapidamente metabolizado e
excretado do corpo indicando que o BPA pode ser
indetectavel em amostras humanas. No entanto, BPA
¢ detectado na faixa de nanogramas por mililitro
em amostras de sangue e tecidos. Estes resultados
sugerem que: aingestao de BPA ésuperioraestimada;
ou o metabolismo do BPA apos exposi¢do cronica a
baixo nivel (40 ng a 5 pg/kg de peso corporal dia)
ndo segue nenhum modelo metabolico atual; e/ou
BPA bioacumula no corpo. Assim, as sugestoes de
que o BPA ¢ rapidamente metabolizado e eliminado
do corpo ndo considera o fato de que o BPA nao
conjugado tenha sido repetidamente detectado
em fluidos e tecidos humanos. Quando métodos
sensiveis sdo utilizados, o BPA ndo conjugado
¢ detectado na maioria dos tecidos humanos,
incluindo a unidade feto-placentéaria®.

Verificou-se que a biotransformacio (oxidagao)
de BPA pelo citocromo P450 monooxigenases em
mamiferos associada com a formagao de metabolitos
reativos de BPA, geralmente aumenta a sua toxicidade e
estrogenicidade. Por outro lado, a maioria dos metabolitos
de BPA formados durante as transformacdes das plantas
e microrganismos (bactérias, fungos, algas) apresentam
menor toxicidade e estrogenicidade, e, assim, alguns
micro-organismos sdo considerados tteis na remogao de
BPA do ambiente poluido’.

LEGISLACAO

Para garantir a saude humana, a Unido
Européia estabeleceu limites para muitos compostos
utilizados em materiais de embalagens e estabeleceu
também regulamentos que especificam os ensaios de
migragao, utilizando simulantes de alimentos para
determinar a sua provavel migragao em alimentos®.

Para bisfenol A, foi levantada a hipdtese
de que sua presenga em baixas concentragdes no
organismo humano pode causar efeitos adversos
a saude em virtude, principalmente, de alteragdes
hormonais*.
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Desde a origem desta hipotese, varios

trabalhos  cientificos relatam que  baixas
concentragbes de bisfenol A, durante o
desenvolvimento do corpo humano, podem

provocar proliferacio de células de cancer no
cérebro, na prdstata e nas gliandulas mamadrias,
tem potencial para perturbar a agdo hormonal da
tiroide, provocar puberdade precoce, bloquear
a sintese de testosterona e aumentar o risco de
infertilidade®******, Recentes trabalhos questionam
esta hipotese e relatam que poucos estudos foram
realizados na faixa de exposicao humana ao BPA®.
Por diversas razdes, incluindo consideragdes éticas
e dificuldades na identificacdo de individuos nao
expostos ao BPA do ambiente, muitos estudos tém
adotado a questao do metabolismo do BPA em
animais, particularmente roedores'?.

Em 2006, a European Food Safety Authority
- EFSA, definiu o Tolerable Daily Intake (TDI) de
BPA em 0,05 mg BPA/kg de peso corporal (pc)/dia.
Esta TDI tem por base o nivel sem efeitos nocivos de
5 mg/kg de peso corporal por dia decorrente de um
estudo multigeracional de toxicidade reprodutiva
em ratos, e a aplicagdo de um fator de incerteza
de 100, que ¢ considerado seguro com base em
toda a informagdo sobre a toxicocinética do BPA.
A EFSA, no seu parecer concluiu que lactentes de
3 e 6 meses alimentados com recurso de mamadeiras
de policarbonato apresentam a exposi¢ao mais
elevada ao BPA, embora se encontre ainda abaixo
da TDI. Foi considerado que para este grupo de
lactentes, o nivel de exposicdo ao BPA diminui
quando é eliminada progressivamente a alimentagao
através de mamadeiras de policarbonato e outras
fontes nutritivas se tornam dominantes™.

Em 2008, o Canada proibiu o uso de
policarbonatos na confeccdo de mamadeiras e
estabeleceu limites estritos para BPA em latas de
produtos infantis. Na Dinamarca, em 2010, foi
banido o uso de BPA em materiais para contato
com alimentos destinados a criangas de 0 a 3 anos.
Na Franga, o governo proibiu temporariamente o
fabrico, a importagao, a exportagdo e a coloca¢ao no
mercado de mamadeiras que contenham BPA”.

Em julho de 2010, o Comité sobre
Materiais para Contato com Alimentos, Enzimas,
Flavorizantes e Auxiliares de Processamento (Panel
on Food Contact Materials, Enzymes, Flavourings

and Processing Aids (CEF)) da EFSA, considerou
que a TDI de 0,05 mg de bisfenol A/kg de peso
corporal por dia pode ser mantida e sugeriram
que no momento esta permanecesse como TDI
temporaria®.

Em 2011, a Comissdo Européia, publicou o
Regulamento (EU) n° 10/2011, de 14 de janeiro de 2011,
da Unido Européia, que autoriza o uso de bisfenol A,
em embalagens plasticas destinadas a entrar em contato
com alimentos, com o limite de migracdo especifica
(LME) de 0,6 mg de bisfenol A/kg de alimento, nao
fazendo restricdo de uso ao tipo de material plastico
utilizado na fabricagdo da embalagem. Posteriormente,
publicou a Diretiva n° 8, de 28 de janeiro de 2011, onde
o LME de bisfenol A permaneceu o mesmo, mas o uso
do material plastico policarbonato foi proibido para a
fabricacdo de mamadeiras destinadas a lactentes. Além
disso, foi publicado o Regulamento (EU) n° 321/2011,
que altera o Regulamento (EU) n° 10/2011, no que diz
respeito a restri¢do de uso do bisfenol A e a proibi¢ao do
policarbonato na fabricagdo de mamadeiras destinadas a
lactentes™2

Autoridades Sanitarias mundiais avaliam os
riscos do uso de bisfenol A em relagao a saude

A Autoridade Européia de Seguranca
Alimentar (EFSA - European Food Safe Authority), a
Agéncia de Alimentos e Medicamentos dos Estados
Unidos (FDA-U.S. Food and Drug Administration),
o Ministério Japonés de Saude, Trabalho e Bem-
Estar (Ministry of Health, Labour and Welfare) e
Ministério da Saude do Canadéd (Health Canada),
confirmaram a seguranca das aplicagdes de bisfenol
A em artigos destinados a entrar em contato com
alimentos''.

Provisoriamente, a FDA estd tomando
medidas para reduzir a exposi¢ado humana ao
bisfenol A na alimenta¢io. Estes passos incluem:
apoiar as acoes das industrias para eliminar o uso
de bisfenol A na produgdo de mamadeiras e copos
disponiveis no mercado americano, destinados a
alimentac¢ao infantil. Incentivar o desenvolvimento
de alternativas ao bisfenol A para os revestimentos
de latas de féormula infantil e apoiar os esforgos para
substituir ou minimizar os niveis de bisfenol A,
apoiar uma mudanca na estrutura da legislacao para
monitorar o bisfenol A e apoiar as recomendac¢des do
Departamento de Satde e Servicos Humanos para a
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alimentacdo infantil e preparagao de alimentos para
reduzir a exposi¢do ao bisfenol A>>%,

No Brasil, a Resolugdao RDC n° 17/2008, de
17 de margo de 2008 da ANVISA, correspondente a
Resolucao GMC do Mercosul n° 32/2007, estabelece
o LME de 0,6 mg de bisfenol A/kg de alimento
ou simulante. E a Resolu¢do RDC n° 41, de 16 de
setembro de 2011 da ANVISA, proibe a fabricagdo
e importa¢ao de mamadeiras para alimentagdo de
lactentes que contenham a substancia bisfenol A
na sua composi¢ao. A Resolugdo RDC n° 56/2012,
de 16 de novembro de 2012 da ANVISA,
correspondente a Resolu¢gdo GMC do Mercosul
n° 02/2012, de 19 de abril de 2012, mantém o
LME de 0,6 mg de bisfenol A/kg de alimento e nao
autoriza o uso de bisfenol A em polimeros utilizados
na fabricagdo de mamadeiras e artigos similares
destinados a alimentagdo de lactantes®’.

CONCLUSAO
Estudos com bisfenol A tem sido
desenvolvidos, buscando avaliar seus efeitos

adversos a saude humana, isto envolve a sua
utilizagdo nas embalagens e recipientes para
alimentos, as vias de exposi¢do e toxicidade,
para o estabelecimento de limites de migracao
especifica e indices de tolerdncia didrios mais reais,
minimizando as incertezas quanto a exposicdo de
animais e humanos ao bisfenol A e seus derivados.

No Brasil, a proibi¢ao do uso de bisfenol A em
polimeros utilizados na fabricagdo de mamadeiras
e artigos similares, diminuiu a exposi¢ao alimentar
ao BPA, em lactentes. Novos esfor¢os por parte
dos fabricantes de embalagens plasticas devem ser
incentivados, para o desenvolvimento de tecnologias
na substituicdo ao uso de BPA na produgio de
recipientes reutilizaveis destinados a alimentagdo
infantil.

Pesquisas indicam que a migracdo de BPA
para os alimentos e a exposi¢do por via alimentar,
aumenta progressivamente com a reutilizagdo
continua do recipiente plastico de policarbonato.
Foi constatado também um aumento na migragao
de bisfenol A, através de processos térmicos
de aquecimento dos alimentos diretamente
no recipiente plastico de policarbonato ou na
embalagem metalica revestida internamente com

resina epdxi. Ao mesmo tempo, autoridades de
seguranca alimentar de varios paises confirmam
que o nivel de contamina¢ao diaria por bisfenol
A esta abaixo do TDI de 0,05 mg de bisfenol A/kg
de peso corporal por dia.

Novos e continuos estudos sobre a
exposicdo humana nas diversas faixas etarias
devem ser realizados para avaliar o potencial de:
bioacumulag¢ao; os efeitos da exposi¢do cronica ao
BPA; a possibilidade de exercer efeitos metabolicos
e hormonais. Os resultados destes estudos
contribuirdo quanto ao estabelecimento de medidas
para gerenciamento do risco, envolvendo restri¢oes
ou proibi¢do do uso, limites de exposi¢ao diaria e a
informacgao correta para a populagao.

De acordo com os esclarecimentos
anteriores podemos concluir que a presente revisao
tem a finalidade de abranger varias informacoes
sobre BPA, féormula molecular, caracteristicas e
aplicagoes, além da atualizagao de topicos sobre vias
de exposicao, toxicidade e legislagdes quanto aos
limites aplicados para seguranca da saude humana,
demonstrando a importancia na continuidade das
pesquisas sobre este tema, assim contribuindo
para o fornecimento de alimentos mais seguros a
populacao.
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RESUMO

O leite é considerado um alimento essencial a dieta humana, principalmente para criangas,
tornando-se imprescindivel a garantia da qualidade deste produto, como o controle do teor de sédio.
O alto consumo de sédio pode comprometer a satide da populagio e estar associado com Doengas
Cronicas Nao Transmissiveis. Este estudo visou a determinacio de sddio em leites consumidos no
Brasil: pasteurizado integral, pasteurizado com 3 % de gordura, UHT e em p4, utilizando-se a técnica
de espectrometria de emissdo atomica com plasma de argénio acoplado indutivamente. Foram
detectados teores médios de sddio superiores para o leite UHT; e foi observada variabilidade entre
os teores minimos e maximos para todos os tipos de leite. Ainda, 37 % das amostras apresentaram
teores de sodio superiores aqueles declarados na rotulagem, exceto o leite pasteurizado integral. Os
teores de sddio foram condizentes com as tabelas de composi¢ao de alimentos, exceto quanto ao
valor maximo de s6dio no leite pasteurizado com 3 % de gordura. Este estudo mostrou a importancia
da implementac¢do de programas de monitoramento de sddio nestes produtos, assim como para
recomendar as autoridades competentes o estabelecimento em dispositivo legal referente aos valores
limites de sodio, com vistas & promogao da Saude Publica.

Palavras-chave. sddio, leite, espectrometria de emissdo atomica com plasma de argonio acoplado
indutivamente (ICP OES), Satude Publica.

ABSTRACT

Milk is considered an essential food to the human diet, especially for children; thus, it is crucial to
guarantee the product quality, as the sodium contents control. High sodium consumption may afflict
the health of population and it may be associated with Chronic Non communicable Diseases. This
study aimed at determining the sodium contents in milks consumed in Brazil: whole pasteurized
milk, pasteurized with 3 % fat, UHT and powdered milks, by using inductively coupled plasma optical
atomic emission spectroscopy technique. The detected averages of sodium contents were higher for
UHT milk, and a high variability between minimum and maximum contents was found for all types
of milk. Furthermore, 37 % of analyzed samples showed sodium contents higher than those declared
on the label, except the whole pasteurized milk. The sodium contents were consistent with the food
composition tables, except for the sodium maximum value found in pasteurized milk containing 3 %
fat. This study showed the importance of implementing the sodium monitoring programs for these
products, and to recommend the establishment of a legal provision concerning the limits of sodium
contents to the competent authorities, in view of promoting Public Health.

Keywords. sodium, milk, inductively coupled plasma atomic emission spectrometry (ICP OES),
Public Health.
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INTRODUCAO

Nas tultimas décadas, transformacoes sociais,
como a expansdo demografica e a industrializagdo,
vém afetando a populagio, incluindo mudancas
no seu padrido de saide e de habito alimentar,
com maior consumo de alimentos processados,
resultando em um novo cenario de problemas
relacionados a alimentagdo, nutricio e saude'.
Atualmente, o avango da tecnologia vem oferecendo
ao mercado consumidor grande variedade de
alimentos industrializados com alto grau de
processamento, com caracteristicas de uso excessivo
de agucar, sddio e gorduras, gerando alimentos com
elevada densidade energética®*. Assim, uma dieta
inadequada destes tipos de alimentos pode estar
associadacom Doencas CronicasNao Transmissiveis
(DCNT) como hipertensao arterial, enfermidades
cardiovasculares, diabetes e obesidade'*. De acordo
com o Ministério da Satude e seguindo a tendéncia
mundial, no Brasil as DCNT sao a causa de 72 % das
mortes e de 75 % dos gastos com atengdo a saude no
Sistema Unico de Saude (SUS)°.

Pesquisas nacionais revelam que a
alimenta¢do da populagao brasileira, em todas as
faixas etarias, vem apresentando maior participagdo
de produtos altamente processados e menor
propor¢ao de alimentos saudaveis como cereais,
leguminosas, frutas, hortalicas, leite e derivados,
acarretando deficiéncias em nutrientes e vitaminas.
Estes estudos demonstram ainda que estas caréncias
da popula¢ao podem ser corrigidas melhorando a
qualidade da alimenta¢do com a inser¢do de maior
propor¢ao de alimentos saudaveis nas refei¢des,
reduzindo, assim, a participagdo de produtos
processados®®”.

Dentro do contexto de promocdo da
alimentagdo saudavel, o leite é um alimento
essencial a dieta humana, principalmente para
criangas em seus primeiros anos de vida, sendo
considerado como uma das fontes de nutrientes
fundamentais para o desenvolvimento e crescimento
na infancia®’. A Organizagado Mundial da Saude
(OMS), recomenda que todas as criangas devem ser
amamentadas exclusivamente nos primeiros seis
meses de vida, mas esta pratica é considerada baixa,
correspondendo a 38 %'. No Brasil, o Ministério
da Saude (MS)", adota as recomendagoes da OMS,

onde o aleitamento materno deve ser a primeira
pratica alimentar dos individuos para garantir a
saude e o desenvolvimento adequado das criangas.
Em casos excepcionais, o leite de vaca ¢ utilizado
como alternativa de baixo custo em substituicdo
ao leite materno, além do uso de suplementos
comerciais como formulas infantis a base deleite'*"".

Segundo dados de Projecdes do Agronegdcio
no Brasil, do Ministério da Agricultura, Pecudria
e Abastecimento (MAPA), o consumo de leite
apresenta possibilidades de crescimento no pais, a
uma taxa anual de 1,9 % até 2023'¢. Ainda, de acordo
com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), o consumo de leite no pais em 2013 foi de
23,6 bilhdes de litros, indicando aumento de 5,4 %
sobre o volume registrado em 2012".

Desta forma, considerando o consumo
de leite e seus derivados no pais e a perspectiva
de ampliacdo do mercado interno, torna-se
imprescindivel a garantia da confiabilidade dos
parametros de identidade e qualidade do produto
ofertado a populagdo, bem como daqueles
indicativos de contaminagdo. Dentre os fatores que
influenciam a conformidade do padrao do leite
consumido no Brasil, o so6dio é utilizado como um
indice de qualidade. A presenca deste nutriente
em niveis acima do valor declarado na informacéo
nutricional do produto pode indicar a ocorréncia
de fraude como, por exemplo, adi¢ao de hidréxido
de sédio no ajuste do pH durante o processamento
do produto’**°.

Além disso, dietas inadequadas com ingestao
de grande quantidade de sddio sao fatores de risco a
saude da populagio, e que podem estar associadas
com DCNT como, hipertensao arterial em adultos e
criangas, enfermidades cardiovasculares, acidentes
cerebrovasculares, diabetes e obesidade****. A
OMS preconiza a redugdo de ingestio de sodio,
recomendando o consumo didrio maximo de dois
gramas paraadultos, baseada em evidéncias relativas
entre o consumo do nutriente e as DCNT*. Para
criancas este nivel deve ser diminuido tomando-se
como base suas necessidades energéticas em relagao
aos adultos®.

O Brasil acompanha o cendrio mundial
apresentando altos indices de DCNT, sendo que uma
das causas pode estar associada ao alto consumo
de sédio devido a ma alimentagdo da populacao®.
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Segundo estudo realizado por Sarno et al®*, o
consumo didrio de s6dio em domicilios brasileiros
mantém-se em niveis duas vezes superiores ao
limite recomendado, de modo que diminuir o
consumo desse mineral na popula¢ao infantil e
adulta no pais pode reduzir os fatores de riscos de
diversas enfermidades. Ainda, Araujo et al® descreve
ingestdo inadequada e excessiva de sddio de 89 %
entre os homens e 70 % entre as mulheres.

Diante o exposto, o presente estudo tem
como objetivo a determinacdo do teor de sddio
em diferentes tipos de leites consumidos no Brasil,
visando subsidiar as autoridades competentes
no estabelecimento de valor limite de s6dio, de
fundamentar o controle e a fiscalizagdo, bem
como recomendar a implementa¢ao de programas
de monitoramento no pais, favorecendo habitos
alimentares mais saudaveis para a populacio,
possibilitando a reduc¢ao e o controle das taxas das
DCNT no Brasil, com vistas a promocgao da Satude
Publica.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Para as avalia¢des dos teores de sodio foram
analisadas 540 amostras de leites consumidos no
Brasil, de 90 marcas distintas, coletadas em 18
estados do pais (409 amostras da regido sudeste, 36
amostras da regido central, 45 amostras da regiao
nordeste, 14 amostras da regido norte e 36 amostras
da regido sul), encaminhadas pelo sistema de
Vigilancia Sanitaria para andlise no Instituto Adolfo
Lutz; e distribuidas em: 10 amostras de leite tipo
pasteurizado integral, 75 amostras de leite em p0,
127 amostras de leite tipo UHT e 328 amostras de
leite pasteurizado com 3 % de gordura. As amostras
foram colhidas e analisadas dentro do prazo de
validade dos produtos.

Método analitico

As amostras de leite em pd e de leite
fluido (pasteurizado integral, UHT e pasteurizado
integral com 3 % de gordura) foram previamente
homogeneizadas, ndo sendo submetidas a qualquer
pré-tratamento. As tomadas de ensaio consistiram
de 1,2 g para o leite em p6 ou de 2,5 mL para o leite
fluido, feitas diretamente em frasco erlenmeyer de
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125 mL. A seguir, adicionou-se 2,5 mL de acido
cloridrico concentrado, grau analitico (Merck).
A digestao das amostras foi efetuada sobre chapa
elétrica ajustada na faixa de temperatura entre 100-
120 °C, por duas horas. As solu¢des digeridas foram
filtradas em papel de filtro quantitativo, recolhidas
em baldes volumétricos de 25 mL e o volume foi
completado quantitativamente com agua ultrapura
(Millipore). Dois brancos do reagente foram
preparados para cada lote de ensaio.

A curva de calibra¢do foi preparada pela
diluicdo de uma solu¢do padrio de sodio com
concentragao de 10.000 mg/L (SPEX CertiPrep), em
solugdo de acido cloridrico, grau analitico (Merck),
a 10 % (v/v), para as concentragdes de 2,5 — 10,0 —
25,0 - 50,0 - 100,0 mg/L.

Os teores de sodio nas amostras foram
determinados em um Espectrometro de Emissao
Atomica com Plasma de Argonio Indutivamente
Acoplado (ICP OES), utilizando um equipamento
modelo 3000DV, marca Perkin Elmer. As condi¢des
instrumentais de operagio do equipamento sido
listadas na Tabela 1. O resultado para cada amostra
foi obtido pela média da anadlise de trés replicatas
independentes.

Tabela 1. Parametros instrumentais e operagdo do

ICP OES
Nebulizador Cross Flow
Camara de nebulizacao Tipo Scott
Poténcia de radio-frequéncia (W) 1350
Fluxo de nebulizagdo (L/min) 0,85
Fluxo de plasma (L/min) 15
Fluxo de amostra (ml/min) 1,5
Fluxo auxiliar (L/min) 0,5
Validagao do método analitico
O método analitico foi validado
empregando-se dois Materiais de Referéncia

Certificados (MRC) distintos, obtidos do produtor
National Institute of Standards and Technology
(NIST): RM 8435 Whole Milk Powder e SRM 1549
Non Fat Milk Powder. Para verificar a exatiddo
(recuperagdo) e a precisio do método (coeficiente
de variagdo, CV %), foram preparadas e analisadas
seis amostras independentes para cada MRC.
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Com relagdo as determinacgoes dos valores de limite
de detec¢ao (LD) e de limite de quantificagdo (LQ),
foram realizadas dez prepara¢des independentes do
primeiro ponto dacurvaanalitica, com concentragiao
de 2,5 mg/L.

Os valores de limite de detecgio e de
quantificacdo foram calculados como trés e dez
vezes o desvio padrao da média dos resultados das
concentragdes obtidas para o primeiro ponto da
curva analitica, respectivamente. Os parametros
de exatiddo e precisio foram expressos como
porcentagem de recuperacdo e coeficiente de
variagao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Valida¢ao do método analitico

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos
para a validacgdo do método analitico para os
pardmetros de exatiddo, precisao, limite de detec¢ao
e limite de quantificagao. A andlise dos parametros
de validagdo do método indicou que os resultados
obtidos sao adequados para a determina¢ao de sodio
nos diferentes tipos de leite e foram concordantes
com os valores de referéncia certificados. Assim, o
preparo das amostras utilizando a hidrolise acida
aliada ao emprego da técnica de Espectrometria
de Emissdo Atomica com Plasma de Argonio
Indutivamente Acoplado mostrou ser um
procedimento rapido, exato e preciso, permitindo
0 processamento simultineo de um numero
relativamente grande de amostras.

Avaliacao dos teores de sodio nos produtos leite
fluido e leite em po

Para a determinagdo dos teores de sédio em
diferentes tipos de leite consumidos pela populagao
brasileira, foram avaliados estatisticamente os
dados obtidos e observou-se que os valores
médios encontrados ndo foram estatisticamente
equivalentes entre si (p < 0,05), de acordo com
a analise de variancia - ANOVA fator unico.
As variancias foram consideradas homogéneas
pelo teste de Levene (p > 0,05) e os dados seguem
uma distribuicao aproximadamente normal, com
outliers. Ainda, segundo o teste de Tukey, ao nivel
de 5 % de significincia, ndo se rejeita a hipdtese de
igualdade entre as médias para os tipos de leites em
po e pasteurizado integral (p > 0,05).

Para a avaliagdo dos resultados, ¢
apresentada na Tabela 3 a andlise descritiva dos
teores de sodio obtidos nos diferentes tipos de leites
consumidos no Brasil, a qual se verificou que o leite
tipo UHT apresentou maior valor médio para o teor
de sédio, seguido pelo leite pasteurizado com 3 % de
gordura, leite em pd e leite pasteurizado integral.

A analise dos teores médios de sodio
obtidos no presente estudo pode ser considerada
concordante com a legislagio nacional no que
tange a permissdo de utilizagdio de aditivos na
produgdo de leite para consumo, pois para os leites
dos tipos pasteurizado integral e pasteurizado com
3 % de gordura® nao ¢ permitida a utilizagdo de
aditivos e coadjuvantes de tecnologia/elaboragao.
Para o leite em po, a legislagao aceita como aditivo

Tabela 2. Parametros de validacao do método analitico para determina¢ao de sddio em leite: limite de detec¢ao, limite

de quantifica¢ao, exatidao e precisdo

Material de Referéncia  Valor Certificado L2LED . Precisao (CV %) LD LQ
Certificado mg/k (% Recuperagio) mg/k mgL  mglL
g/kg mg/kg g/kg g g
3670 .
NIST 8435 3560 + 400 (103,1 %) 98 (2,7 %)
5139 0,18 0,61
0
NIST 1549 4970 + 100 (103,4 %) 232 (4,5 %)

LD: limite de detecgdo; LQ: limite de quantificagao; CV: coeficiente de variagdo, expresso em porcentagem
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e coadjuvante de tecnologia/elaboragdo unicamente
a lecitina como emulsionante para a elaboragdo de
leites instantaneos, e como antiumectante, para a
utilizagdo restrita ao leite em p6¥. Ja para o leite
tipo UHT, a legislacdo permite o emprego de sais
de sédio (citrato de sdédio; monofosfato, difosfato e
trisfosfato de s6dio) como aditivos e coadjuvantes
de tecnologia/elaboragdo, separados ou em
combinagdo, em quantidade ndo superiora0,1 g/100
mL expressos em P O,*. Assim, como somente
para o leite tipo UHT ¢ permitida a utilizacao de
sais a base de sodio, torna-se coerente o valor médio
superior de sédio obtido quando comparado aos
demais tipos de leite analisados (Tabela 3).

O estudo demonstrou grande variabilidade
dos resultados obtidos entre os teores minimo e
maximo de sédio nos diferentes tipos de leite (Tabela
3), nas faixas de 21 % para o leite pasteurizado
integral, 289 % para o leite tipo UHT, 133 % para
o leite em pd e 170 % para o leite pasteurizado com
3 % de gordura. Devido a escassez de resultados
analiticos naliteratura, ndo foi possivel acomparacgio
de teores de sodio nestes tipos de produtos. Ainda,
esta variabilidade aponta para a falta de controle
de qualidade para o parametro sédio em leites
comercializados no pais. Este fato evidencia a
importancia da apresentagdo dos dados obtidos,
visando a promog¢do da Saidde Publica no pais.

A analise da Tabela 3 apontou também
para a variagdo ocorrida quando da avaliagdo entre
os valores declarados de so6dio na rotulagem dos
produtos e os resultados analiticos obtidos. Assim,

do total de 540 amostras analisadas, verificou-se
que 202 amostras (37 %) apresentaram teor de sédio
acima dos valores declarados nos rdtulos pelos
produtores, distribuidas em: 12 % para o leite em
p6, 37 % para o leite tipo UHT e 44 % para o leite
pasteurizado integral com 3 % de gordura. Somente
para o leite pasteurizado integral os valores obtidos
foram concordantes com aqueles declarados em
rotulagem. Buzzo et al'® avaliaram os teores de sddio
em leites comercializados no municipio de Sao
Paulo, e indicaram que a maioria das amostras de
leite tipo UHT e de leite pasteurizado estavam em
desacordo com a informagdo nutricional declarada
no rétulo, bem como com dados publicados nas
tabelas de composi¢do de alimentos, evidenciando
resultados semelhantes encontrados no presente
estudo.

Por outro lado, a comparacdo realizada
entre os valores de s6dio minimo e maximo obtidos
com aqueles prescritos em tabelas de composi¢ao
de alimentos nacionais e internacionais (Tabela 4),
mostrou que os teores sio compativeis para os leites
dos tipos: integral pasteurizado, UHT e em po. A
analise indica que, no caso do leite pasteurizado com
3 % de gordura, o valor maximo de sédio obtido é
muito superior aos demais informados nas tabelas
de composi¢ao de alimentos, salientando que nao
¢ permitida a utilizacdo de aditivos e coadjuvantes
de tecnologia/elaboragdo para este tipo de leite*.
Este fato aponta mais uma vez para a caréncia de
controle de qualidade para o parametro sdédio em
leites consumidos pela populagao.

Tabela 3. Andlise descritiva dos teores de sddio obtidos nos diferentes tipos de leite analisados e consumidos

no Brasil
Média + DP Mediana Valor minimo Valor maximo
Tipo de leite N
mg/200mL*
Po 75 87 + 16 86 63 147
UHT 127 109 + 21 109 44 171
Pasteurizado integral 10 74+5 76 67 81
1 0,
Pasteurizado com 3% de 18 99 1 21 94 m 186

gordura

N: niimero de amostras analisadas; DP: desvio padrio; *: unidade equivalente para consumo de um copo (200 mL)
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Tabela 4. Teores de sddio em leite de vaca de tabelas de composi¢ao de alimentos e valores minimos e maximos obtidos

no presente estudo (Lab)

Tipo de Sodio (mg/100 g)
leite TACO» IBGE® UNIFESP* INSA® Souci®® Philippi* Pacheco™ Bowes® Lab

P6 323-432 320549 - 345 - 524 - 365-470 400 -657 372 2419-5447
UHT 51 - - 41-43 48  62,5-105 38,8-69.4 - 21,3 - 82,9
Past. 64 40 - 44 - - 48 45 40-982 41-44 32,5-393
integral

0,
[Pl 3% - - 43 - 49 43 45 - 436-533 40,2  33,5-902
gordura

No Reino Unido, Mhurchu et al*” estimaram
o teor de sodio de grande numero de alimentos
processados, distribuidos em mais de 44.000
produtos, e concluiram que, além do sal de mesa,
mais de 37 % do sédio consumido pela populagiao
encontra-se presente em cinco categorias: bacon,
pao, leite, queijo e molhos. Assim, o valor médio
de sddio em leite obtido pelos pesquisadores de
64 mg/100 g é compativel com aqueles encontrados
no presente estudo. Na Italia, Manzi et al*®
analisaram o contetudo de sédio em diferentes tipos
deleite (integral, UHT semidesnatado, pasteurizado
e microfiltrado), e encontraram valores minimo e
maximo na faixa entre 36,4 e 51,9 mg/100 g. Valores
semelhantes foram encontrados no presente estudo,
considerando os teores minimos de sodio para os
leites UHT, e pasteurizado com 3 % de gordura,
bem como para os teores minino e maximo de sodio
no caso do leite pasteurizado integral. Com relagdo
ao teor de s6dio maximo para os demais tipos de
leite, os valores ultrapassaram aquele descrito pelos
autores (Tabela 4).

Atualmente, a OMS preconiza um consumo
maximo didrio de dois gramas de sédio para
adultos, sendo ainda recomendada a redugdo
desta ingestdo. Ainda, segundo a OMS, no caso de
criangas, a ingestdo de sddio deve ser diminuida,
tomando-se como base suas necessidades
energéticas em relagdo aos adultos®. Paises como
Canada® e Australia® adotam valores restritivos

para ingestdo didria de sédio por criancas de
7 a 12 meses, recomendando o consumo maximo
de 370 e 120 mg, respectivamente. Assim,
considerando o valor maximo de s6dio obtido neste
estudo, para o leite pasteurizado com 3 % de gordura
(186 mg/200 mL), observa-se que o consumo de
um copo (200 mL) por uma crianca de 7 a 12 meses
ja ultrapassaria a ingestdo didria recomendada
pelo organismo de saide da Austrdlia. Portanto,
esta ingestdo de sddio deve ser considerada no
Brasil, visto que o leite de vaca e os suplementos
comerciais com férmulas infantis a base de leite'*"
sao utilizados como alternativa em substitui¢do ao
leite materno.

Desta forma, com base no exposto,
os resultados revelam a importancia da
implementa¢do e manuten¢do de programas de
monitoramento de alimentos no pais, fornecendo
uma ferramenta para auxiliar as industrias
produtoras a se adequarem no controle dos teores de
s6dio nos produtos industrializados. Atualmente,
o Brasil apresenta altos indices de DCNT*, sendo
que uma das causas pode estar associada ao alto
consumo de sodio da populagdo’®. Além disso, o
presente estudo visa recomendar as autoridades
competentes o estabelecimento em dispositivo
legal de valores restritivos de s6dio nestes tipos de
leites, visando garantir e oferecer alimentos mais
saudaveis a populagdo, com vistas a promogao da
Saude Publica.
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CONCLUSAO

De forma geral, a avaliagdo de s6dio em
diferentes tipos de leite consumidos pela populagdo
brasileira (pasteurizado integral, pasteurizado com
3 % de gordura, UHT e em p6), demonstrou que:
o leite UHT apresentou teor de sddio superior aos
demais; houve variabilidade entre os teores minimo
e maximo para todos os tipos de leite; e 37 % das
amostras apresentaram teores de sodio superiores
aqueles declarados na rotulagem, exceto para o
leite pasteurizado integral.

Portanto, os resultados obtidos revelam a
importancia do estabelecimento de politica em
dispositivo legal para valores limites de s6dio nos
processamentos destes tipos de leite, bem como
a implantacdo e manutencdo de programas de
monitoramento de alimentos no pais, visando
fundamentar o controle e a fiscalizagdo destes
produtos, garantindo a oferta de alimentos mais
saudaveis para o consumo da popula¢ao brasileira,
com vistas a promogao da Saude Publica.
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RESUMO

No presente estudo foi verificada a eficiéncia da técnica de Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) multiplex
para deteccdo de fraude por adi¢do de leite bovino em queijo de bufala, e para identificar amostras de
queijo fraudadas no comércio de municipios dos estados do Pard e Amapa. Os queijos de bufala
contendo 10 %, 25 %, 50 %, 75 % e 90 % de leite bovino foram produzidos, bem como os queijos
exclusivamente de vaca e bufala (controles). Essas amostras foram analisadas por meio de Reagdo em
Cadeia da Polimerase. Posteriormente, 44 amostras de queijos bubalinos foram coletadas na regido alvo do
estudo e a PCR multiplex foi novamente utilizada, visando a detecgdo de fraude. Os resultados obtidos
demonstraram que os iniciadores utilizados neste trabalho foram capazes de detectar o incremento de todas
as percentagens de leite de vaca nos queijos de bufala experimentalmente fraudados, e que 13,6 % das
amostras comercialmente disponiveis continham leite bovino. PCR multiplex ¢ uma técnica capaz de
detectar adigdo de valores a partir de 10 % de leite bovino nao declarado na rotulagem de queijo de bufala,
e este tipo de fraude foi encontrado nas amostras comercializadas nos municipios do Amapa e Para,
Brasil.

Palavras-chave. queijo de bufala, fraude, PCR mutiplex.

ABSTRACT

This study aimed at verifying the efficiency of the technique of multiplex Polymerase Chain Reaction (PCR)
for detecting the fraud by adding bovine milk into cheese samples made from buffalo milk, and to identify
the fraudulent cheeses samples marketed in the municipalities of Para and Amapa. The buffalo cheeses
samples containing 10 %, 25 %, 50 %, 75 % and 90 % of bovine milk were experimentally produced; and
also the cheeses made from the cow and the buffalo milk were separately prepared as controls. The analysis
of these samples was performed by multiplex Polymerase Chain Reaction. Subsequently, 44 samples of
buffalo cheeses were collected from the study target region, and they were analyzed by PCR for detecting
the fraudulent specimens. The primers used in this study showed actual performance for detecting all of the
increasing percentages of cow milk experimentally added into buffalo cheeses; also it indicated that 13.6 %
of these marketed samples contained bovine milk. It was concluded that the multiplex PCR is a suitable
technique for detecting the fraud from the concentration of 10 % bovine milk added into buffalo cheese.

Keywords. buffalo cheese, fraud, multiplex PCR.
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INTRODUCAO

De acordo com o Regulamento da Inspe¢ao
Industrial e Sanitaria dos Produtos de Origem
Animal - RIISPOA, entende-se por leite, sem
outra especificacdo, o produto oriundo da ordenha
completa, ininterrupta, em condi¢des de higiene,
de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O
leite de outros animais deve denominar-se segundo
a espécie de que procede’.

O leite de bufala quando comparado ao
leite de vaca oferece vantagens nutricionais, como
maiores teores em solidos totais, gordura, proteina,
calcio e fésforo? e, por isso, este produto tem grande
importancia tanto para o consumo in natura quanto
para elaboragdo de seus derivados, principalmente
o queijo. Porém, por se tratar de um produto
disponivel em pequenas quantidades em varios
paises do mundo, fraudes e adulteragdes por adi¢do
de matérias primas com maior disponibilidade e/
ou custo mais baixo sao frequentemente descritas’.

Dentre as fraudes mais comumente
relatadas, a mistura de leite bovino ao leite bubalino
¢ a mais frequente. Por esta razao, além da avaliagdo
da qualidade organoléptica, microbioldgica e
tisico-quimica do leite, se torna necessario que
métodos eficazes sejam empregados para detec¢ao
de fraudes?, que podem lesar os consumidores
em relacdo aos valores agregados ao produto® e
acarretar riscos indiretos a saude publica, como
reagoes alérgicas.

Varios autores relatam técnicas eficientes
para a detec¢do de possiveis fraudes em leite de
diferentes espécies e seus derivados**. Os principais
métodos mencionados na literatura baseiam-se na
analise das proteinas do leite e, dentre os métodos
baseados na analise de DNA, a técnica de Reagdo
em Cadeia da Polimerase (PCR) é considerada
uma importante ferramenta a ser estudada. Tais
métodos sao capazes de identificar as diferencas
entre os produtos analisados e quantificar a mistura
de leite de diferentes espécies®”.

No Brasil, autores relatam a utilizagdo de
Real Time PCR para a identificacdo e quantificagdo
de material bovino em derivados lacteos e
carneos bubalinos’. Porém, embora os referidos
pesquisadores tenham comprovado a eficiéncia
da técnica, poucos trabalhos tem demonstrado
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a presenca de fraude em produtos bubalinos
comercializados no Brasil e, em especial, na regiao
Norte, que dispée do maior rebanho de bufalos
do pais, segundo dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE)S.

Por esta razdo, o presente trabalho tem por
objetivo verificar a eficiéncia da técnica de Reagao
em Cadeia da Polimerase multiplex para deteccao
de fraude por adigdo de leite bovino em queijo de
bufala e determinar a deteccdo de fraude acima
de 10 % de adicdo pela referida técnica, através da
producao de queijos experimentalmente fraudados
contendo diferentes percentagens de leite bovino.

MATERIAL E METODOS

Visando a determinacdo de fraude por
incremento de leite bovino através da técnica de
PCR multiplex, 5 queijos bubalinos fraudados
experimentalmente (um queijo para cada
proporc¢ao) foram fabricados, em triplicata, no
Laticinio Escola do Instituto Federal de Educagdo
Tecnolégica do estado do Para (IFPA) — Campus
Castanhal, através da adi¢do de 10 %, 25 %, 50 %,
75 % € 90 % de leite de vaca e queijos exclusivamente
a base de leite de vaca e bufala foram produzidos
para serem usados como controle. Para a fabricagao
dos queijos, primeiramente as misturas de leite
foram pasteurizadas separadamente a temperatura
de 72 °C, durante 15 segundos. Posteriormente
as propor¢oes de leite previamente pasteurizadas
foram resfriadas até atingirem a temperatura de
35 °C e transferidas para um tanque apropriado,
onde foi adicionado cloreto de calcio na propor¢ao
40 mL para cada 100 L de leite e 20 mL de coalho,
seguindo o prescrito pelo fabricante da enzima.
Apods, as massas para fabricagio dos queijos
permaneceram em repouso por 45 minutos.
Passado este periodo, com o auxilio de liras,
iniciou-se o corte vertical e horizontal da coalhada
e foi realizada a homogeneizagio da massa
durante 25 minutos, visando facilitar a eliminac¢do
do soro. Apods este processo, parte do soro
liberado foi descartado e cloreto de sédio (10 mg/L)
foi adicionado a massa. A massa salgada foi
novamente homogeneizada e o soro remanescente
foi eliminado. Posteriormente a enformagem da
coalhada foi realizada e os queijos foram prensados
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na propria forma até que o soro residual fosse
eliminado. Apos a enformagem, os produtos foram
acondicionados na camara de refrigeracao a 4 °C,
onde ficaram por 24 horas.

Para a identificacdo de fraude em queijos
comercializados nas regides norte e nordeste do
estado do Para e em Macapa, capital do estado
do Amapa, foram coletadas 44 amostras de 500 g
cada de diferentes tipos de queijos de bufala
disponiveis comercialmente de maneira formal
ou informal. Destas, 9 foram adquiridas no
municipio de Belém (PA), 7 no municipio de
Castanhal (PA), 1 no municipio de Moju (PA),
1 no municipio de Bujaru, 22 na Ilha do Marajé (PA)
e 4 em Macapa (AP). Tanto os queijos fraudados
experimentalmente quanto as amostras obtidas
em diferentes estabelecimentos comerciais foram
transportadas em caixas isotérmicas e mantidas em
refrigeragao até o encaminhamento ao Laboratério
de Higiene e Qualidade de Alimentos da UFPA,
onde foram realizadas a extragdio de DNA e as
reagdes de PCR multiplex em triplicata, através da
colheita de diferentes fracoes de cada amostra.

Para a realizagdo da PCR multiplex, DNA das
amostras foi extraido, segundo protocolo
sugerido anteriormente por Darwish et al” com
modificagdes, sendo as alteragdes realizadas na
etapa inicial do protocolo, onde fra¢des de 0,5 g de
queijo foram umedecidas e maceradas com 1000 pL
de tampao de lise STES (0,2 M de Tris base, 0,5 M
de cloreto de sddio, 0,1 % de Dodecil Sulfato de
Sédio e 0,01 M de Acido Etilenodiamino Tetra-
acético). Posteriormente o material foi agitado em
agitador orbital e incubado em banho-maria a 55
°C, durante a noite, com 10 puL de proteinase K
(20 mg/mL). O restante do processamento das
amostras foi realizado de acordo com o protocolo
original®, sendo o DNA extraido eluido em 200 puL
tampao TRIS-EDTA (TE), pH 8,0. As amostras de
DNA obtidas foram entdo submetidas a eletroforese
em gel de agarose a 1 % para avaliagdo, que foi
realizada sobre luz ultravioleta e com auxilio do
Software Total Lab. TL 100v. 2006, apds o gel ter
sido banhado em cuba contendo brometo de etideo
na concentragao de 5 ug/mkL, durante 40 min.

Para a execucio da referida técnica
foram utilizados primers que amplificam
sequencias do RNA ribossomal mitocondrial

12S especificos para bufala (Primer reverse 5
TTCATAATAACTTTCGTGTTGTTGGGTGT

3’), para vaca (Primer reverse 5
AAATAGGGTTAGATGCACTGAATCCAT  3))
e primers que amplificam  sequencias
comuns as duas espécies (Primer forward

5CTAGAGGAGCCTGTTCTATAATCGATA 3’),
descritos previamente por Lopez-Calleja et al®
Os primers amplificam fragmentos de 220 pares
de base (pb) para DNA de bufala e fragmentos de
346pb para DNA de vaca e foram preparados de
acordo com a instrugdo do fabricante (Ludwing
Biotec®), sendo diluidos em TE pH 8,0, até a
concentragdo de 100 pmol/pL. Solugao para PCR
foi calculada para o volume final de 25 pL para cada
reacao, sendo utilizadas as seguintes concentragdes
dos reagentes: 50 mM de KCl e 10 mM
Tris-HCl (tampao 1X) , 10 mM DNTP mix,
aproximadamente 50 ng de DNA molde, 1U Taq
DNA Polimerase e 10 pmol de cada primer, sendo o
volume completado com agua Milli-Q esterilizada.
Posteriormente, a reacao de PCR foi realizada em
termociclador (Biocycler® MJ96G) durante 30
ciclos, com etapas de desnaturagdo, anelamento
e extensdo de 93 °C/30 s, 56 °C/30 s e 72 °C/30 s
respectivamente, desnaturagao inicial de 93 °C por
3 min e extensdo final de 72°C por 10min, sendo
os amplicons obtidos submetidos a eletroforese
em gel de agarose a 1,5 %, visualizada sobre luz
ultravioleta com auxilio do Software Total Lab.
TL 100v. 2006, ap6s banho em brometo de etideo
(5 ug/mL), durante 40 min.

Os resultados da determinacao de fraude nas
amostras comerciais foram apresentados através de
estatistica descritiva.

RESULTADOS

A Figura 1 demonstra os resultados
obtidos a partir da PCR multiplex realizada em
amostras de queijo experimentalmente fraudados.
Ja a Figura 2 demonstra os controles utilizados
(queijos exclusivamente fabricados com leite de
vaca e bufala) e a presen¢a de uma das seis fraudes
detectadas em amostras de queijo adquiridas
no comércio da regido alvo do estudo, durante a
execucao do trabalho.
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400 pb
200 pb

i3 i Sl
1: marcador molecular 1 kb; 2: queijo contendo 10 % de leite bovino; 3: queijo contendo 25 % de leite bovino;
4: queijo contendo 50 % de leite bovino; 5: queijo contendo 75 % de leite bovino; 6: queijo contendo 90 %
de leite bovino

Figural. Gel deagarose 1,5 % demonstrando a presen¢a fragmentos de DNA bovino (346 pb)
e bubalino (220 pb) obtidos através de PCR multiplex realizada a partir de amostras de
queijos de bufala experimentalmente fraudados com diferentes percentagens de leite
bovino

400 pb —>

200 pb —>

1: marcador de peso molecular molecular 1kb; 2: queijo produzido com 100 % de leite bubalino;
3: queijo produzido com 100 % de leite bovino; 4: queijo de bufala adquirido comercialmente apresentando
bandas correspondentes a presenga de DNA bovino e bubalino

Figura 2. Gel deagarose 1,5 % demonstrando a presenga fragmentos de DNA bovino (346 pb)
e/ou bubalino (220 pb) obtidos através de PCR multiplex realizada a partir de amostras de
queijos fabricados exclusivamente com leite bovino e bubalino (controles) e em uma

amostra adquirida comercialmente

A Tabela 1 demonstra os dados obtidos
a partir da coleta e analise de queijos bubalinos
comercializados na area alvo do estudo.

Os resultados demonstraram que a PCR
multiplex proposta foi capaz de detectar leite
de vaca nos queijos bubalinos fraudados
experimentalmente e que, das 44 amostras
comerciais de queijos bubalino analisadas,
6 (13,63 %) apresentaram incremento de
leite bovino, sendo 5 (11,36 %) destas
amostras provenientes da Ilha do Marajo (PA)
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e 1 (2,27 %) proveniente do municipio de
Macapa(AP). As amostras fraudadas adquiridas
na Ilha do Marajé eram provenientes do comércio
de ambulantes e a amostra de Macapa foi coletada
em uma feira-livre do municipio. Os dados
aqui demonstrados ndo descartam a possibilidade
de que os queijos considerados ndo fraudados
neste trabalho apresentem quantidades inferiores a
10 % de leite bovino, visto que esta foi a percentagem
minima testada como referéncia no presente
artigo.
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Tabela 1. Resultados obtidosa partir dacoletaeanaliseatravés de Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) multiplex paraa
deteccdo de fraude de amostras de queijos de bufala comercializados em municipios dos estados do Para e Amapa, Brasil

IDENTIFICACAO
DA AM OSTR?A LOCAL DE ORIGEM TIPO DE QUEIJO RESULTADO DA PCR
LHQA1 Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detecgdo de DNA bubalino
LHQA2 Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detecgdo de DNA bubalino
LHQA3 Ilha do Marajo, PA Marajé tipo creme Detecgdo de DNA bubalino
LHQA4 Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detecgdo de DNA bubalino
LHQAS5 Ilha do Marajo, PA Marajé tipo creme Detecgdao de DNA bubalino
LHQA6 Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detecgdo de DNA bubalino
LHQA?7 Ilha do Marajo, PA Marajé tipo creme Detecgdo de DNA bubalino
LHQAS Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detecgdo de DNA bubalino
LHQA9 Ilha do Marajo, PA Marajé tipo creme Detecgdo de DNA bubalino
LHQA10 Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detec¢ao de DNA bubalino e bovino
LHQA11 Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detecciao de DNA bubalino e bovino
LHQA12 Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detec¢ao de DNA bubalino e bovino
LHQA13 Belém, PA Marajé tipo manteiga Detec¢do de DNA bubalino
LHQA14 Belém, PA Coaho Detec¢ao de DNA bubalino
LHQA15 Belém, PA Ricota Detec¢ao de DNA bubalino
LHQA16 Belém, PA Mugarela Detec¢ao de DNA bubalino
LHQA17 Belém, PA Mugarela Detec¢ao de DNA bubalino
LHQA18 Castanhal, PA Ricota Detec¢io de DNA bubalino
LHQA19 Castanhal, PA Ricota Detec¢ao de DNA bubalino
LHQA20 Castanhal, PA Coalho Detec¢io de DNA bubalino
LHQA21 Castanhal, PA Coalho Detec¢ao de DNA bubalino
LHQA22 Castanhal, PA Mugarela Detecgdo de DNA bubalino
LHQA23 Ilha do Marajé, PA Marajo tipo creme Detecgao de DNA bubalino e bovino
LHQA24 Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detec¢ao de DNA bubalino e bovino
LHQA25 Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detec¢do de DNA bubalino
LHQA26 Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detecgdo de DNA bubalino
LHQA27 Ilha do Marajo,PA Marajo tipo creme Detec¢do de DNA bubalino
LHQA28 Belém, PA Tipo Minas Frescal Deteccdo de DNA bubalino
LHQA29 Belém, PA Tipo Minas Frescal Detec¢do de DNA bubalino
LHQA30 Belém, PA Mugarela Detecgdo de DNA bubalino
LHQA31 Belém, PA Frescal Detec¢do de DNA bubalino
LHQA32 Castanhal, PA Mugarela Detecgdo de DNA bubalino
LHQA33 Castanhal, PA Mugarela Detec¢do de DNA bubalino
LHQA34 Moju, PA Frescal Deteccdo de DNA bubalino
LHQA35 Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detec¢do de DNA bubalino
LHQA36 Ilha do Marajo, PA Maraj6 tipo creme Deteccdo de DNA bubalino
LHQA37 Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detecgdo de DNA bubalino
LHQA38 Ilha do Marajé,PA Marajo tipo creme Detec¢do de DNA bubalino
LHQA39 Ilha do Marajo, PA Marajo tipo creme Detecgdo de DNA bubalino
LHQA40 Bujaru, PA Frescal Deteccdo de DNA bubalino
LHQA41 Macapa, AP Frescal Detecgdo de DNA bubalino
LHQA42 Macapd, AP Provolone Detecgdo de DNA bubalino
LHQA43 Macapa, AP Frescal Detec¢ao de DNA bubalino e bovino
LHQA44 Macapa, AP Requeijao Detec¢do de DNA bubalino
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DISCUSSAO

Considera-se fraude a substituicdo de um
tipo de leite por outro, na produgdo de queijos'.
Desta forma, o incremento de leite de vaca em
qualquer quantidade, em queijos comercializados
como bubalinos sem especificagio em rotulo
pode vir a lesar o consumidor, que acredita estar
adquirindo um produto derivado exclusivamente
do leite de bufala.

Os queijos analisados neste trabalho
estavam  disponiveis comercialmente como
sendo exclusivamente de bufala. Trabalhos sobre
a producdo do queijo Marajoara demonstram
que, embora existam variagdes, o incremento
de leite de vaca ndo é relatado e estes produtos
sao comercializados como sendo derivados
exclusivamente de bufala. Desta forma, nenhum
dos queijos analisados neste artigo poderia
apresentar tracos de leite bovino sem que este fato
fosse informado ao consumidor.

Visando detectar fraudes em queijos por
adicdo de leite de outra espécie que nao aquela
descritano produto, autores vem utilizando diversas
técnicas. Dentre elas, a PCR vem se destacando, por
se tratar de uma ferramenta que gera resultados
rapidos e por sua alta especificidade®”'°. Segundo
Dias et al'!, diversas formas de PCR podem ser
utilizadas para a detec¢ao de fraude em queijos,
tais como a PCR tradicional, PCR multiplex e a
Real Time PCR. Nosso trabalho propoe a utilizagdao
da técnica de PCR para esta finalidade nos queijos
comercializados na regido alvo do estudo, visto
que a mesma vem sendo utilizada com sucesso
por diversos autores em varios locais do mundo.
Ainda, o presente estudo relata o uso de uma PCR
multiplex para a referida detecgdo, técnica esta
ainda pouco relatada por outros autores com o
propdsito de detectar fraude em queijo bubalino
comercialmente disponivel.

Bottero et al'* descrevem o uso da PCR
multiplex para detecgdo de fraude em amostras de
produtos lacteos, porém demonstram a eficiéncia
da técnica na detec¢do de DNA de bovinos, ovinos
e caprinos. Ja Reale et al”’ propusarem a detecgdo
de fraude em produtos a base de leite ovino,
caprino, bovino e bubalino, porém estes autores
nao analisaram amostras disponiveis no comércio.
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Além destes autores, Felligini et al** também
propuserem o uso da PCR multiplex para detecgao
de DNA bovino e bubalino em queijos, utilizando
primers diferentes daqueles propostos em nosso
trabalho.

A PCR como método de detecgdo de fraude
¢ possivel devido a extracdo de DNA total do leite
e seus derivados, como o queijo. O DNA extraido
¢ utilizado para amplificar o DNA especifico,
utilizando-se primers que codificam parte do
gene de interesse. Esses primers sao responsaveis
pela especificidade da técnica e sua capacidade de
anelamento a fita molde determina o sucesso de
sua aplicagao.

Autores como Maskova e Paulickova'
utilizaram primers para identificar o gene que
codifica o citocromo B, sendo o primer forward
comum as espécies estudadas e o reverse espécie-
especifico. Analisando queijos de cabra e ovelha,
em 24 amostras analisadas, os referidos autores
detectaramquatrofraudesporadigdodeleitedevaca.
Esse mesmo alvo também foi utilizado em primers
em pesquisas feitas por Zhang et al'’e Rea et al's,
que objetivaram detectar o limite minimo de fraude
em queijo de bufala fabricados experimentalmente,
que foi de 35 pg de DNA bovino' e 1 % de adigao
de leite bovino'®, respectivamente. Ainda, primers
visando detectar um componente proprio do leite
também podem ser utilizados, como exemplo
aqueles que amplificam o gene da B-caseina'’. No
presente estudo, os primers utilizados amplificam
sequencias do RNA ribossomal mitocondrial 12S de
bovinos e bubalinos. Os resultados aqui relatados
demonstram que os iniciadores utilizados foram
eficientes na detec¢ao de fraude, tanto para uso em
PCR convencional*® quanto em PCR multiplex.

Ainda, neste trabalho, a detec¢do em
amostras reais foi estabelecida pela fabricacdo
de queijos experimentalmente fraudados com
incremento de diferentes percentagens de leite
bovino. Através desta avaliacdo observou-se que
a PCR multiplex proposta foi capaz de detectar
incorporagdo de leite bovino em percentagens que
variaram de 10 a 100 %, semelhante ao relatado por
Darwish et al’, que utilizaram os mesmos primers e
propuseram o uso de uma PCR tradicional.

Embora a PCR seja eficiente, algumas de
suas etapas sdo cruciais para o sucesso da técnica.
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Dentre estas etapas pode-se citar a extracdo de
DNA. Esta etapa se torna ainda mais relevante para
a realizacdo da técnica diretamente em amostras
alimentares, visto que os alimentos apresentam
varios inibidores, que podem vir a inviabilizar sua
realizagdo. Varios autores citam técnicas de extragdo
de DNA eficientes'™'>'s. A técnica relatada neste
trabalho foia preconizada por Darwish et al’, sendo
conhecida como técnica do fenol/cloroférmio.
Este protocolo foi modificado neste trabalho e
foi efetivo em todas as amostras. O sucesso deste
método de extragdo pode estar relacionado ao
uso da Proteinase K, que segundo os fabricantes
degrada muitas proteinas no estado nativo, mesmo
na presenca de detergentes, sendo desta forma
utilizada em varios protocolos de extragdo por sua
ampla a¢do em diferentes amostras.

Varios autores relatam protocolos para
extragdo de DNA a partir de amostras de queijo.
Lopez-Calleja et al® realizaram em seu estudo a
extragdo de DNA do queijo de bufala, utilizando
além do tampéo de lise, Cloridato de Guanidina
5 M e Proteinase K. No estudo de Teixeira et al'®
foram testados trés protocolos de extracdo de
DNA em amostras de queijo (fenol/cloroférmio,
uso de Tiocinato de Guanidina e Kit QTAMP DNA
stool) e estes autores demostraram que a utilizagdo
da técnica sugerida por Boom et al”’, que utiliza
o Tiocinato de Guanidina bem como a utiliza¢do
do Kit QIAMP DNA stool para extragio de DNA
foram superiores, pois o leite e principalmente
0 queijo possuem baixa quantidade de DNA
proveniente da descamacéao do ubere e este produto
contém varios inibidores da PCR, como alto teor
de proteinas, gorduras e degradagio do DNA
pelo processo de fabricagdo. Os mesmos autores
relatam que a técnica com Tiocinato de Guanidina
nao permite que proteinas e outros contaminantes
estejam presente no final do processo de extragao.
J4 Maskova e Paulickova'®, ao extrairem DNA de
queijo de cabra e ovelha utilizando o Kit Invisorb
Spin Food (Invitek, Co., Berlin, Germany) e
Zhang et al” foram bem sucedidos realizando a
extragdio de DNA pelo método de Brometo de
Cetiltrimetilamonio.

As amostras comerciais analisadas neste
trabalho apresentavam caracteristicas distintas
de comercializagdo, uma vez que eram oriundas

de diferentes tipos de pontos de venda. Dentre
as amostras analisadas, aquelas comercializadas
na Ilha do Marajo e em feiras livres foram as que
se apresentaram fraudadas. Os derivados do leite
de bufala no estado do Pard, principalmente na
Ilha do Marajd, tornaram-se bastante populares,
sendo procurados frequentemente por diversos
turistas e sendo consumidos nos diversos pratos
tipicos comercializados em restaurantes e hotéis
dos municipios que compde a referida ilha, sendo
considerado um queijo amplamente consumido na
regido Norte do pais.

Varios autores definem as caracteristicas
do queijo marajoara, porém, por se tratar de um
alimento produzido na maioria das vezes de forma
artesanal, grandes variagdes sao relatadas. As duas
variagbes mais conhecidas do queijo marajoara
sdo o tipo creme, que possui maior quantidade de
umidade e menor de lipideo e tipo manteiga, que
possui em sua composi¢do manteiga propriamente
dita, contendo menor teor de umidade e maior
teor de lipideo®.

Visando padronizar e legalizar a produgao
do queijo do Marajé, a Agéncia de Defesa
AgropecuariadoEstadodo Para (ADEPARA), criou
alein®7.565 de 25 de outubro de 2011, que legaliza
o licenciamento, o registro e a comercializag¢ao de
produtos artesanais no estado do Pard, e entre
os produtos descritos estdo: Camardo salgado,
produtos lacteos, Derivados de carne, Derivados da
mandioca, Frutas, legumes, Hortalicas e o queijo
do Marajo*'. Embora esta legisla¢ao demonstre um
avango, a mesma ndo fornece concretamente os
padrdes necessarios para uma fiscalizagdo eficiente,
deixando a desejar na fiscaliza¢ao do produto final
por parte dos 6rgaos competentes.

Embora a técnica de PCR venha sendo
aplicada com sucesso na deteccdo de fraudes em
nivel experimental, poucos autores descrevem
resultados referentes a investigacdo em amostras
comercialmente disponiveis. Das 44 amostras
analisadas nesse trabalho, seis (13,63 %)
apresentaram fraude por adi¢ao de leite de vaca.
Resultados semelhantes foram alcancados por
Lopez-Calleja et al®, que relataram o uso da PCR como
alternativa simples e rapida para deteccdo de DNA
especifico de vaca em amostras de leite e queijo
tipo mugcarela de bufala adquiridas na Espanha.
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O primer ou iniciador utilizado por esses autores foi
o mesmo utilizado neste trabalho.

Darwish et al” analisaram 21 amostras de
leite fluido de bufala disponiveis no mercado e
detectaram fraude em 8 das amostras coletadas.
Ja Maskova e Paulickova', investigando fraude
em 17 amostras de queijo de cabra, detectaram
incorporagdo de leite de vaca em 3 amostras,
e investigando 7 amostras de queijo de ovelha,
detectaram a incorporagdo de leite de vaca em
1 amostra.

Teixeira et al'®, ao adquirirem 30 amostras
de queijos, que possuiam registro no Ministério
da Agricultura Pecuaria e Abastecimento no
municipio de Belo Horizonte no estado de Minas
Gerais, dentre as quais sete eram consideradas
somente de leite de bufala e 23 provenientes de
leite, sem especificacdo da espécie, observaram
percentagens de 93,3 % de PCR positivas utilizando
o protocolo de extragao com Tiocinato de
Guanidina. Ao utilizar a técnica com fenol/
cloroformio, que também foi testado em
nosso trabalho nas mesmas amostras, o
resultado diminuiu para 60 %. Este fato
deve ser considerado, visto que o numero de fraudes
aqui demonstrado pode ser ainda maior, caso
outro protocolo de extragdo de DNA seja testado.

Lopez-Calleja et al®, detectaram fraude em
todas amostras de queijo e leite de bufala
experimentalmente preparados com as seguintes
proporg¢des de leite de vaca: 100 %, 10 %, 5 %, 1 %,
0,5 % e 0,1 %, esse fato pode estar relacionado
com o protocolo de extracdo desses autores, que
utilizaram no inicio do processo de extragdo kit
de purificacdo de DNA (Kit Wizard DNA cleanup,
Promega, Madison, WI). Resultado semelhante
foi obtido em nosso trabalho, demonstrando que o
protocolo de extragdo aqui adotado pode ser uma
alternativa viavel para a deteccdo de fraudes em
produtos lacteos através da técnica alvo do estudo.

Reale et al”, além de detectarem as
mesmas proporgdes que os autores citados a cima,
detectaram fraude em proporgdes de 99 %, 90 %,
75 % e 50 % de leite de vaca utilizando o protocolo
de Sambrook et al** para a extragio de DNA.
Os mesmos resultados foram obtidos por Masgkova
e Paulickova'’, que também conseguiram detectar
a fraude por adicao de leite de vaca em queijos de
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cabra com porcentagem minima de 1 %.

O leite de bufala possui composicao
quimica diferenciada e, por tanto, salientamos
que este fato pode dificultar ainda mais a quebra
de estruturas que possibilitam a liberacdao do
DNA nas amostras. Por esta razao, estudos futuros
devem ser desenvolvidos, visando determinar a
influéncia que diferentes tipos de queijo bubalino
podem ter na analise proposta, uma vez que
estes podem apresentar caracteristicas quimicas
distintas que poderdo inclusive inibir as reagdes
de PCR. Além disso, embora os resultados aqui
demonstrados sejam relevantes e apontem para a
presenca de fraude na regido estudada, pesquisas
posteriores devem ser realizadas visando a
detecgdo de percentagens menores de leite bovino
e/ou a quantificagdo desta matéria prima por meio
da Real Time PCR.

CONCLUSAO

Concluiu-se que a técnica de PCR multiplex
proposta foi capaz de detectar de forma eficiente
a presenca de fraude em amostras de queijos
bubalinos pela incorporagao de 10 %, 25 % , 50 %,
75 % 90 % de leite bovino, podendo ser uma
alternativa a ser utilizada na rotina de fiscaliza¢io
destesprodutosparaessepercentualdefraude. Além
disso, o referido trabalho demonstrou a existéncia
de fraude em aproximadamente 13 % das amostras
de queijo de bufala comercializadas na regido alvo
do estudo, o que refor¢a a necessidade de maior
fiscalizacdo por parte dos drgaos competentes para
o consumidor nao siga sendo lesado.
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RESUMO

Avaliaram-se os efeitos da pasteurizagdo (75 °C, 30 minutos), branqueamento (70 °C, 2 minutos)
e congelamento (-5 °C ou -18 °C) nas caracteristicas fisico-quimicas (acidez titulavel, pH e sdlidos
soluveis) e nos carotenoides de polpa de araticum durante 180 dias de armazenamento. Os carotenoides
(all-trans-a-caroteno e all-trans-[-caroteno) foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
A polpa in natura apresentou elevado teor de solidos soluveis (21,27 °Brix), all-trans-a-caroteno
(1,98 mg/100 g), all-trans-p-caroteno (1,58 mg/100 g) e do valor de vitamina A (131,46 RAE/100 g)
quando comparados a outros frutos do Cerrado. A pasteuriza¢do, o branqueamento e o armazenamento
ndo modificaram as caracteristicas fisico-quimicas da polpa. Os tratamentos térmicos diminuiram
igualmente (p > 0,05) os teores de all-trans-a-caroteno, all-trans-p-caroteno e valor de vitamina A
(média: 18, -41 e -41 %, respectivamente). Os carotenoides e o valor de vitamina A nas polpas branqueadas,
pasteurizadas e congeladas a -5 °C ou -18 °C variaram similarmente até 90 dias de armazenamento.
Aos 180 dias de armazenamento, os teores de all-trans-a-caroteno e all-trans-p-caroteno e o valor de
vitamina A aumentaram nas polpas pasteurizadas (média: +6,5 %, +33,0 % e +33,5 %, respectivamente)
e reduziram nas polpas branqueadas (-23,5 %, -19,5 % e -19,5 %, respectivamente). O bindmio
branqueamento/congelamento mostrou-se eficaz para armazenamento da polpa por até 90 dias;
apos esse periodo, recomenda-se o uso da pasteurizagao/congelamento.

Palavras-chave. degradagio térmica, estocagem sob congelamento, estabilidade de carotenoides, fruto do
Cerrado, polpa de fruta.

ABSTRACT

Effects of bleaching (70 °C, 2 minutes), pasteurization (75 °C, 30 minutes), and freezing (-5 or -18 °C)
on the physicochemical characteristics (pH, titratable acidity and soluble solids), and on carotenoids
of “araticum” pulp were evaluated during the 180-day storage. Carotenoids were analyzed by
high performance liquid chromatography. The fresh pulp showed high contents of soluble solids
(21.27 °Brix), all-trans-a-carotene (1.98 mg/100 g), all-trans-B-carotene (1.58 mg/100 g) and vitamin A
value (131.46 RAE/100g) when compared to other fruits from Cerrado. The physicochemical characteristics
of pulp remained unchanged after pasteurization and bleaching, and during the storage (p > 0.05).
Thermal treatments equally decreased the all-trans-a-carotene, all-trans-p-carotene contents, and vitamin
A value (average: -18, -41 and -41 % respectively). Both freezing temperatures influenced on the pulps in
similar manner (p > 0.05). Carotenoids and vitamin A value of the bleached or pasteurized and frozen
(-5 or -18 °C) pulps varied similarly up to 90 days of storage. At 180 days, all-trans-a-carotene and
all-trans-B-carotene contents and vitamin A value increased in pasteurized pulps (in average +6.5 %,
+33.0 % and +33.5 %, respectively), and they decreased in bleached pulps (-23.5 %, -19.5 % and -19.5
%, respectively). Bleaching/freezing binomial was effective for pulp storage up to 90 days; and, after this
period it is recommended the use of pasteurization/freezing approach.

Keywords. thermal degradation, storage under freezing, carotenoids stability, Cerrado fruits, fruit pulp.
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INTRODUCAO

O araticum (Annona crassiflora Mart.) é
um fruto nativo do Cerrado Brasileiro que possui
elevado valor energético, teor de nutrientes e
compostos bioativos'. A polpa do fruto possui
minerais (Ca, Zn, Cu, Fe, P e Mg) e vitaminas
(vitamina C, vitamina E e folatos)'? e destaca-
se como excelente fonte de fibras alimentares e
carotenoides pro-vitaminicos A'.

O araticum possui elevada massa e
rendimento de polpa', a qual apresenta alto
aproveitamento culindrio, sendo consumida
in natura ou processada na forma de sucos,
licores, doces, geleias, tortas e iogurtes™*. Este
fruto constitui uma alternativa para a industria,
uma vez que os produtos derivados de sua polpa
possuem boa aceitagdo e inten¢ao de compra pelo
consumidor*’.

O wuso do araticum pela populacio e
induastria de alimentos é restrito devido a curta
safra e alta perecibilidade do fruto resultante
das suas caracteristicas quimicas, tais como o
elevado pH que favorece o desenvolvimento de
microoganismos'®. Neste contexto, a produgdo de
polpa de araticum constitui importante alternativa
para permitir a sua estocagem na entressafra dos
frutos.

A polpa de fruta é definida como produto
naofermentado,niaoconcentradooudiluido,obtido
pelo esmagamento de frutos carnosos. A legisla¢ao
brasileira estabelece padroes microbioldgicos,
de identidade e caracteristicas fisico-quimicas
minimas para alguns tipos de polpa’”.

Diversos métodos podem ser utilizados
para a conservacdo de polpa de frutas, entre os
quais se destacam as técnicas com emprego ou
remocao de calor (branquamento, pasteurizagdo
e congelamento). Esses métodos inibem o
crescimento de microrganismos e a atividade
enzimatica e, dessa forma, aumentam a vida
de prateleira e a seguranca microbiologica
dos produtos'®''. No entanto, podem alterar o
teor de alguns nutrientes como as vitaminas e
carotenoides.

Os carotenoides sao compostos
insaturados altamente susceptiveis a a¢do da luz,
temperatura, entre outros'’>. Alguns carotenoides,

como o a-caroteno, $-caroteno e B-criptoxantina,
sao convertidos no organismo em vitamina A",
essencial para a diferenciagdo celular, a visdo, o
crescimento Osseo, a reprodu¢do e a integragdo
do sistema imunolégico''>. Além disso, os
carotenoides contribuem para a prevengdo e
o tratamento de doencas cardiovasculares e a
modula¢do do céncer'> %,

Uma vez que os consumidores tém se
tornado cada vez mais exigentes e optado por
produtos com maior vida de prateleira e que
mantenham suas caracteristicas sensoriais e
nutricionais durante o armazenamento, o
objetivo deste estudo foi avaliar o impacto da
pasteuriza¢do, branqueamento e congelamento
(-5°C e -18°C) nas caracteristicas fisico-quimicas
e no teor de carotenoides de polpa de araticum
(Annona crassiflora Mart.).

MATERIAL E METODOS

Coleta, amostragem e selecao dos frutos

Frutosdoaraticum (AnnonacrassifloraMart.)
nativos do Cerrado Brasileiro (Municipio de
Curvelo, Minas Gerais) foram coletados em época
desafra (fevereiroamarcode2011),apossuaqueda
natural da drvore. A amostragem foi realizada em
triplicata, sendo cada uma delas composta por
2,5 kg de frutos (£ 5 unidades) coletados em areas
e arvores distintas.

Apés a  coleta, os frutos foram
acondicionados em caixas de isopor e
transportados para o laboratério, em até 36 horas.
No laboratério, os frutos morfologicamente
perfeitos e com solidos solaveis superiores a
19 °Brix (maturagdo fisioldgica completa) foram
selecionados para analise.

Obtenc¢ao e processamento da polpa

A casca, a polpa e as sementes do araticum
foram separadas com auxilio de uma faca em inox.
A polpa foi homogeneizada em processador de
alimentos (Faet Multipratic, MC5), acondicionada
em embalagens de polietileno (30 g), submetida
ao tratamento térmico (pasteurizacdo ou
branqueamento) e congelada por 180 dias
(-5°Ce-18°C) (Figura 1).
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Despolpamento

V

Acondicionamento, em
sacos plasticos (n = 101)

'

Pasteurizacdo a 75 °C,
por 30 minutos (n = 48)

v v v

Congelamento a -5 °C,
por 180 dias (n = 24)

Congelamento a-18 °C,
por 180 dias (n = 24)

Folpa in natura (n = 3)

Analises dos SS, pH, AT e
carotenoides das polpas
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Figura 1. Fluxograma de processamento e analise da polpa de araticum

Analises quimicas

Para as analises fisico-quimicas, extra¢do
e obtencdo de padrdes de carotenoides, foram
utilizados reagentes grau analitico. Nas andlises
de carotenoides foram utilizados os seguintes
reagentes grau CLAE (cromatografia liquida de
alta eficiéncia): acetona, acetato de etila, metanol
e acetonitrila (Tedia, Brasil). As andlises fisico-
quimicas e de carotenoides foram realizadas antes
e apos o tratamento térmico (T0) e durante o
congelamento (15, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias).

Analises fisico-quimicas

A acidez titulavel, pH e sdlidos solaveis da
polpa de araticum foram avaliados de acordo com
o Instituto Adolfo Lutz?®. A acidez titulavel (AT)
foi determinada por volumetria de neutralizagdo
utilizando solu¢ao padrio de hidréxido de sodio
0,1 mol/L. O pH foi determinado diretamente
na polpa utilizando pHmetro digital de bancada
(Digimed, DM-22), e os solidos soluveis (SS)
foram determinados por refratometria utilizando
refratdbmetro optico (Analytik Jena).

Analise de carotenoides

Foram investigados a presenca e teor de
all-trans-a-caroteno, all-trans-3-caroteno, all-trans-
licopeno e all-trans-B-criptoxantina na polpa de

32

araticum utilizando os métodos de extragdo e
analise propostos por Kimura e Rodriguez-Amaya?'
e Pinheiro-SantAna, Stringheta®, respectivamente.
Cerca de 5 g de polpa foram adicionados de 20 mL
de acetona resfriada (5 °C + 2 °C), homogeneizados
em microtriturador (Marconi, MA 102) e filtrados
a vacuo em funil de Buchnner, utilizando-se papel
de filtro n°JP41 J. (Prolab, Brasil). O procedimento
de extracdo foi repetido por mais duas vezes no
residuo até a descoloragdo completa da polpa.

Posteriormente, o filtrado foi transferidoem
trés fragdes para um funil de separagdo contendo
50,0 mL de éter de petroleo. Apos a transferéncia
de cada fragao, agua destilada foi adicionada para
a separacdo de fases (superior: carotenoides em
éter de petréleo; inferior: acetona-agua) sendo a
fase inferior descartada. Acrescentou-se sulfato
de sodio anidro ao extrato etéreo para retirar o
residuo de dgua. Posteriormente, o extrato foi
concentrado em evaporador rotativo (Tecnal,
TE-211) a 35 + 1 °C e o volume completado para
250 mL com éter de petrdleo. O extrato
foi armazenado em frasco de vidro &ambar
hermeticamente vedado e acondicionado a
-18 £ 1 °C, até o momento da analise.

Antes da andlise, 8,0 mL do extrato foram
evaporados sob fluxo nitrogénio gasoso e o residuo
seco foiredissolvido em 2 mL de acetona grau CLAE.
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Para analise, 50 uL de extrato previamente filtrado
em unidade filtrante (Millipore, Brasil) com
porosidade de 0,45 um foram injetados na coluna
cromatografica. As andlises foram realizadas
utilizando um sistema de cromatografia liquida de
alta eficiéncia — CLAE (Shimadzu, SCL 10at VP)
composto por bomba de alta pressao (Shimadzu,
LC-10at VP), amostrador automatico com loop
de 50 pL (Shimadzu, SIL-10AF) e detector de
arranjo de diodos (DAD) (Shimadzu, SPD-
M10A). Utilizou-se coluna cromatografica RP18
(Phenomenex Gemini, 250 x 4,6 mm, 5 pm),
munida de coluna de guarda (Phenomenex ODS,
4 mm x 3 mm); fase mével composta de metanol:
acetato de etila:acetonitrila (80:10:10, v/v/v), fluxo
da fase mével de 2,0 mL min™ e tempo de corrida
de 13 minutos*.

Durante a extracdo e andlise, as amostras
e os extratos foram protegidos da luz (solar
e artificial) utilizando vidrarias ambar, papel
aluminio e cortinas do tipo blackout, e protegidos
do oxigénio utilizando tampas e ambiente com
nitrogénio gas nas vidrarias.

A identificagdo e quantificacio de
compostos foram realizadas utilizando a-caroteno
e P-caroteno isolados de cenoura e B-criptoxantina
e licopeno isolados de mamido e tomate,
respectivamente, por meio de cromatografia em
coluna aberta®. A pureza dos padroes, obtida em
espectrofotometro (Thermo Scientific, Evolution
60S), foi 94,3 % (a-caroteno), 91,4 % (p-caroteno),
92,1 % (P-criptoxantina) e 93,7 % (licopeno).

Os compostos foram identificados
comparando os tempos de retengdo e espectros
de absorcao obtidos para os padrdes e para as
amostras analisados sob as mesmas condigdes.
Para a quantificagdo dos carotenoides encontrados
nas amostras foram utilizadas curvas analiticas e
equagdes de regressdo construidas por meio da
injecao, em duplicata, de seis solugdes dos padroes
em diferentes concentragdes (all-trans-a-caroteno:
0,033 a 2,060 pg; y = 1730130,16x - 8057,58; R? =
0,999; all-trans-B-caroteno: 0,004 a 1,433 ug; y =
1389460,94x + 24320,87; R* = 0,996).

O valor de vitamina A foi estimado
utilizando os fatores de conversdo do U.S. Institute
of Medicine” em que 1 Equivalente de Atividade
de Retinol (RAE) corresponde a 1 pg de retinol;

12 pg de B-caroteno e 24 pg de outros carotenoides
pro-vitaminicos.

Delineamento experimental e analise dos dados

Foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado, em parcelas subdivididas, com 3
repeti¢gdes. Ostratamentostérmicos (pasteurizagdo
e branqueamento) constituiram as parcelas e as
temperaturas de armazenamento (-5 °C e -18 °C)
representaram as sub-parcelas.

Os dados foram submetidos ao teste de
normalidade (Shapiro-Wilk) e a diferenga entre
os tratamentos avaliada pela analise de variancia
(ANOVA). As diferencas entre as médias
dos tratamentos térmicos (branqueamento e
pasteuriza¢do) dentro de um mesmo tempo de
armazenamento foram avaliadas pelo teste de
Tukey (p < 0,05). A variagdo dos dados dentro
de um mesmo tratamento térmico ao longo
do armazenamento foi avaliada por andlise de
regressdo. A diferenca entre os tempos 0 (T0) e
180 (T180) foi analisada pelo teste t de Student
(p <0,05). As analises estatisticas foram realizadas
utilizando-se o software SAS (Statistical Analisys
System), versdao 9.2 (2008), licenciado para a
UFV.

RESULTADOS

Efeito do tratamento térmico nas caracteristicas
fisico-quimicas e carotenoides

A polpa de araticum in natura apresentou
alto teor de solidos soliveis e pH, além de
baixa acidez titulavel. Além disso, a polpa de araticum
apresentou elevado teor de all-trans-a-caroteno,
all-trans-B-caroteno e de vitamina A, quando
comparada a outros frutos do Cerrado como
cagaita, mangaba e araga***.

Os efeitos do branqueamento e pasteurizagao
nas caracteristicas fisico-quimicas e carotenoides
da polpa foram estatisticamente semelhantes.
Tais tratamentos térmicos ndo alteraram as
caracteristicas fisico-quimicas da polpa, mas
reduziram o teor de all-trans-a-caroteno (em
média, -18 %), all-trans-B-caroteno (em média, -41 %)
e, conseqiientemente, os carotenoides totais
e o valor de vitamina A (em média, -27 e -41 %,
respectivamente) (Tabela 1).
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Tabela 1. Influéncia do tratamento térmico nas caracteristicas fisico-quimicas, teor de carotenoides e valor de
vitamina A da polpa de araticum'*

Variaveis In natura Branqueamento Pasteurizacao

Acidez titulavel (g acido citrico/100g) 0,60 + 0,112 0,52+0,10° 0,49 + 0,07 @
pH 4,71 £0,03 2 4,72 £ 0,06 ® 4,77 £0,01 2

Solidos soluveis (°Brix) 21,27+ 1,672 21,67 £ 0,612 21,00 £ 2,362
all-trans-a-caroteno (mg/100g) 1,98 £ 0,07 @ 1,71 £ 0,09° 1,55+ 0,10°
all-trans-B-caroteno (mg/100g) 1,58 £ 0,142 1,01 £ 0,09° 0,86 + 0,06°
Carotenoides totais (mg/100g) 3,55+0,20° 2,76 +0,26° 2,41 +0,15°
Vitamina A (RAE/100g) 131,46 £ 11,68 # 84,57 +7,82° 71,45 + 4,74°

!'Valores expressos em matéria fresca;> média de 3 repeti¢des;* dados apresentados em média + desvio padrao; * Médias seguidas de uma mesma letra na linha
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia

Estabilidade das caracteristicas fisico-quimicas e carotenoides durante o armazenamento

As caracteristicas fisico-quimicas e os carotenoides nas polpas de araticum variaram em fungdo do
tipo de tratamento térmico (p < 0,05), mas nao foram influenciadas pela temperatura de congelamento e
pela interacdo destas variaveis (p > 0,05) (Tabela 2, Figura 2).

Tabela 2. Solidos solaveis, pH e acidez titulavel em polpa de araticum pasteurizadas ou branqueadas, e congeladas
(-5°C ou -18 °C), por 180 dias ***

Sélidos Soliveis (°Brix)

Tempo Branqueada (-5 °C) Branqueada (-18 °C) Pasteurizada (-5 °C) Pasteurizada (-18 °C)
0 21,67 + 0,614 21,67 £ 0,614 21,00 + 2,36 A2 21,00 + 2,36 42

15 20,27 + 0,634 20,80 + 0,60 A 21,50 + 1,314 21,40 + 1,114

30 21,63 £ 0,764 20,70 + 0,784 21,20 + 1,314 21,07 £ 1,104

60 21,63 + 0,474 21,43 + 0,424 21,33 + 0,964 22,03 + 1,854

90 20,73 + 0,854 20,83 + 0,354 22,00 + 0,304 21,77 £ 0,754
120 21,43 + 0,354 21,90 + 0,364 21,87 + 1,214 21,47 + 1,864
150 21,43 + 0,354 21,73 £ 0,404 22,87 + 1,214 21,63 £ 1,114
180 20,63 + 0,61 4 20,27 + 1,01 4 22,65 + 1,754 22,05 + 1,254

Acidez tituldvel (g dcido citrico/100g)

Tempo Branqueada (-5 °C) Branqueada (-18 °C) Pasteurizada (-5 °C) Pasteurizada (-18 °C)
0 0,52 + 0,10 ¢ 0,52 0,10 A 0,49 + 0,07 4 0,49 + 0,07 A2

15 0,49 + 0,074 0,48 + 0,074 0,49 + 0,034 0,51 + 0,034

30 0,52 + 0,074 0,53 + 0,064 0,52 + 0,054 0,52 + 0,04 42

60 0,52 + 0,034 0,52 + 0,034 0,51 + 0,034 0,53 + 0,044

90 0,51 + 0,064 0,50 + 0,0642 0,49 + 0,024 0,52 + 0,02 42

120 0,50 + 0,044 0,50 + 0,03 42 0,49 + 0,034 0,49 + 0,01 42

150 0,52 + 0, 0842 0,51 + 0, 0842 0,50 + 0, 0342 0,53 + 0, 0442
180 0,49 + 0,074 0,51 +0,0842 0,50 + 0,07 42 0,51 + 0,04 42

pH

Tempo Branqueada (-5 °C) Branqueada (-18 °C) Pasteurizada (-5 °C) Pasteurizada (-18 °C)
0 4,72 + 0,064 4,72 + 0,064 4,77 £ 0,014 4,77 £ 0,014
15 4,76 + 0,054 4,75 + 0,034 4,73 + 0,064 4,76 + 0,034
30 4,74 + 0,04 4° 4,74 + 0,04 4° 4,76 + 0,024 4,78 £ 0,014
60 4,71 £ 0,012 4,71 + 0,054 4,77 + 0,04 A% 4,75 + 0,02 A
90 4,74 £ 0,104 4,78 +£ 0,044 4,78 + 0,02 A° 4,75 + 0,03
120 4,74 + 0,014 4,72 + 0,034 4,73 + 0,014 4,71 £ 0,074
150 4,73 £ 0,034 4,71 £ 0,024 4,73 +£ 0,034 4,72 + 0,064
180 4,72 + 0,054 4,72 + 0,094 4,70 + 0,04 42 4,73 + 0,074

!Analises realizadas em 3 repeti¢des; dados apresentados em média + desvio padrio; *Médias seguidas por uma mesma letra mintscula na linha e maitiscula
na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)
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Figura 2. Comportamento e equagao de regressdo ajustada para all-trans-a-caroteno (A), all-trans-p-caroteno (B),
total de carotenoides (C) e valor de vitamina A (D) em polpas de araticum submetidas a tratamento térmico
(pasteurizagao ou branqueamento) e congelamento (-5 °c ou -18 °C) por 180 dias

Caracteristicas fisico-quimicas

O pH e a acidez titulavel das polpas
branqueadas e pasteurizadas submetidas
ao congelamento nao variaram durante o
armazenamento (Tabela 2). Além disso, os s6lidos
soluveis nas polpas pasteurizadas e branqueadas
também se mantiveram constantes durante o
armazenamento.

Carotenoides e teor de vitamina A

Os teores de a-caroteno, -caroteno, total
de carotenoides e de vitamina A das polpas
nao foram influenciados pela temperatura de
armazenamento e diferiram entre os tratamentos
térmicos a partir de 90 dias de armazenamento
(Figura 2). O teor de all-trans-a-caroteno,
all-trans-B-caroteno nos quatro tipos de
polpas congeladas reduziu até o 30° dia de

armazenamento, seguido de aumento apos esse
periodo. No entanto, este aumento nas polpas
branqueadas ocorreu até o T90, enquanto que nas
polpas pasteurizadas ele se prolongou até o T120.
Apds o T90 nas polpas branqueadas e T120 nas
polpas pasteurizadas observou-se um segundo
ciclo de reducido no teor de carotenoides.

Aos 180 dias de armazenamento, o teor de
carotenoides e o valor de vitamina A em todos
os tratamentos variaram significativamente em
relagdo ao TO (polpa ndo congelada) (Figura 3).
O teor de carotenoides e o valor de vitamina A
nas polpas pasteurizadas em T180 foi
significativamente maior que no TO (em média,
6,5 %, 33,0 %, 10,0 % e 33,5 %, respectivamente).
Em contrapartida, nas polpas branqueadas esses
parametros reduziram em média 23,5 %, 19,5 %,
22,0 % e 19,5 %, respectivamente.
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Figura 3. Variagdo entre o teor inicial (T0) e teor final
(T180) de carotenoides e de vitamina A em polpas de
araticumsubmetidasatratamentotérmico (pasteurizacao
ou branqueamento) e congeladas a -5 °C ou -18 °C

DISCUSSAO

Caracteristicas fisico-quimicas e carotenoides da
polpa de araticum in natura

Até o momento, nao existe uma Instrucdo
Normativa Brasileira que estabeleca os padrdes de
identidade e qualidade para polpa de araticum. Os
valores de solidos soluveis, pH e acidez titulavel
observados na polpa de araticum in natura foram
superiores aos observados em polpa de araticum
coletado no Norte de Minas Gerais®. Essas
diferencas podem ser decorrentes do fato de os
frutos analisados nestes estudos terem sido obtidos
a partir de arvores nativas em estado selvagem, o
que contribui para a variagdo nas caracteristicas
quimicas dos frutos.

O perfil de carotenoides observado na polpa
analisada no presente estudo diferiu do observado
por outros autores'?, os quais identificaram all-trans-
licopeno na polpa de araticum. A varia¢ao no perfil
de carotenoides em alimentos é pouco comum, no
entanto, pode ser observada em algumas variedades
de frutas e hortalicas tais como abdbora, pimenta,
ameixa®.

Apesar dos elevados teores de all-trans-
a-caroteno,  all-trans-B-caroteno,  totais  de
carotenoides e o valor de vitamina A
observados na polpa de araticum, esses valores
foram de 20 a 55 % menores aos previamente
obtidos em nosso laboratério em frutos coletados na
mesma regiao (all-trans-a-caroteno: 2,98 mg/100 g;
all-trans-p-caroteno: 1,97 mg/100 g; totais de
carotenoides: 4,98 mg/100 g e valor de
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vitamina A: 288,79 RAE/100 g)'. Essas diferencas
sugerem que o teor de carotenoides no araticum
também pode ser influenciado por fatores
relacionados ao ano da safra, condi¢des climaticas
e condicoes fisiologicas da arvore.

Efeito do tratamento térmico nas caracteristicas
fisico-quimicas e carotenoides

Apesar da diferenca no binémio tempo/
temperatura dos tratamentos térmicos, os efeitos do
branqueamento e pasteurizagdo nas caracteristicas
fisico-quimicas e carotenoides da polpa foram
semelhantes. Em ambos os tratamentos observou-
se reducao dos all-trans-carotenoides, a qual pode
ser atribuida a isomeriza¢do destes compostos as
formas cis devido a a¢do do calor®. Esta alteragdo
na estrutura quimica dos carotenoides diminui a
sua atividade bioldgica e o valor nutricional dos
alimentos?.

Estabilidade das caracteristicas fisico-quimicas e
carotenoides ao longo do armazenamento

Caracteristicas fisico-quimicas

A auséncia de variagdo no pH e a acidez
titulavel das polpas branqueadas e pasteurizadas
submetidas ao congelamento esta de acordo com
o observado em polpas de acerola®. Além disso,
os solidos soluveis nas polpas pasteurizadas e
branqueadas também se mantiveram constantes
durante o armazenamento, o que sugere que 0s
compostos soluveis presentes na polpa de araticum
foram estaveis. O comportamento dos sélidos
soltveis em polpas de frutas ¢ bastante heterogéneo
e parece ser influenciado pelo perfil de compostos
soluveis (pectina, acucares redutores, vitaminas,
entre outros) da matriz alimentar®. Em estudos
recentes, foi observado decréscimo ou aumento
no teor destes compostos em polpas tratadas em
condicdes similares as do presente estudo®*.

Carotenoides e teor de vitamina A

Asalteragdes do teor de carotenoides durante
oarmazenamento decorrem de processos complexos
os quais sao influenciados por diversos fatores e
afetam a concentracao desses compostos de forma
inconsistente’’. No presente estudo, observou-se que
os carotendides das polpas congeladas reduziram
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até o 30° dia de armazenamento. Esta redu¢ao pode
ser resultado da isomerizacao trans-cis, oxidagdo e
degradacdo dos carotenoides®?*. Apds 30 dias de
armazenamento, verificou-se aumento no teor de
carotenoides, demonstrando a ocorréncia de uma
fase de balango positivo onde a conversdo de outros
carotenoides a all-trans-a-caroteno e all-trans-p-
caroteno superou as reagdes de degradagao2.

O prolongamento do aumento do teor
de carotenoides nas polpas pasteurizadas até o
T120 indicou que a pasteurizagdo foi mais eficaz
que o branqueamento na inibi¢do da velocidade
das reacoes de degradagdo e, consequentemente,
o retorno a fase de balango negativo e declinio
do teor dos carotenoides. A menor eficiéncia do
branqueamento podesejustificar pelanaoinativagao
de todas as enzimas presentes no alimento'®"". Dessa
forma, estas enzimas, mesmo com atividade inibida
pelo frio, podem apresentar atividade residual e,
assim, provocar alteragdes quimicas durante o
armazenamento.

O maijor teor de carotenoides nas polpas
pasteurizadas em T180, em relagdo ao TO, refletiu
o prolongamento da fase de balan¢o positivo entre
T90 e T120. Este prolongamento retardou o retorno
a fase de declinio permitindo que essas polpas,
em T180, ndo se encontrassem em seu balanco
negativo maximo, no qual seria possivel observar
teor de carotenoides inferiores a TO. Nas polpas
branqueadas o balan¢o negativo maximo ocorreu
proximo do T165 (Figura 3).

CONCLUSAO

O binémio branqueamento/congelamento
mostrou-se eficaz para armazenamento da polpa
de araticum até 90 dias, possibilitando o seu uso
especialmente em nivel domiciliar. Apds esse
periodo, recomenda-se o uso da pasteurizagao/
congelamento como método de conservagio da
polpa por até 180 dias.
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RESUMO

Este trabalho avaliou a utilizagdo de residuo de goiaba (casca e semente) na formulagdo de barras de cereais
com qualidade nutricional, fonte de fibras e boa aceitabilidade sensorial. Foram formuladas quatro barras
de cereais contendo proporgdes crescentes de residuos de goiaba em substitui¢ao a aveia, flocos de arroz
e gergelim (B15 % - 15 % de residuos nos ingredientes secos, B30 % - 30 % de residuos nos ingredientes
secos, B50 % - 50 % de residuos nos ingredientes secos e o Padrio — sem residuos). As formula¢des foram
analisadas quanto aos teores de umidade, cinzas, proteinas, lipideos, carboidratos totais e fibra alimentar.
Foi realizada a Analise Sensorial por meio de testes de aceitagdo e de ordenacdo pela preferéncia. As
formulagdes apresentaram em média 10,93 % de umidade, 60,55 % de carboidratos, 9,62 % de lipideos,
8,41 % de proteinas e 1,38 % de cinzas. A adi¢ao de residuos as barras de cereais aumentou o teor de
fibras e apresentou aceitabilidade satisfatoria em todos os atributos sensoriais sem influéncia significativa
(p=0,05) da proporgao de residuos, exceto na textura; B50 % demonstrou as menores médias. Nao houve
preferéncia por formulagdes especificas. A adi¢ao de residuos proporcionou produto com qualidade
nutricional, incremento de fibras alimentares e aceitabilidade sensorial, que contribuem para valorizagdo
de partes do fruto desperdicadas pelas agroindustrias.

Palavras-chave. residuo agroindustrial, barra de cereal, composi¢do quimica, anélise sensorial.

ABSTRACT

This study evaluated the use of guava waste (peel and seed) in the cereal bars formulation and getting
acceptable nutritional quality, good fiber source and sensory acceptability. Four cereal bars were formulated
with increasing proportions of guava waste instead of oats, rice flakes and sesame, being B15 % - 15 %
of waste into the dry ingredients, B30 % - 30 % of waste into the dry ingredients, B50 % - 50 % of waste
into the dry ingredients and the Standard - without “waste”. The formulations were analyzed for moisture,
ash, protein, lipids, total carbohydrates and dietary fiber contents. Additionally, tests of acceptance
and preference ordering were performed. The cereal bars had in average 10.93 % moisture, 60.55 %
carbohydrate, 9.62 % lipid, 8.41 % protein and 1.38 % ash. The addition of waste in cereal bars increased
the fiber contents and they showed satisfactory acceptability in all of the sensory attributes. No significant
influence of the proportions of waste was observed, except on the texture; and B50 % formulation showed
the lowest mean. There was no preference for specific formulations. Guava waste addition into cereal bars
provides products with nutritional quality, increased dietary fiber and sensory acceptability, contributing
to highly regard to the fruit parts and components wasted by agro-industries.

Keywords. agro-industrial waste, cereal bar, chemical composition, sensory analysis.
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INTRODUCAO

A demanda por alimentos nutritivos,
seguros e funcionais esta crescendo mundialmente,
e aingestdo de alimentos com alto valor nutricional
¢ a maneira correta de evitar ou mesmo corrigir
problemas de saude, como obesidade, diabetes,
desnutrigdo, cardiopatias, entre outros, que tém
origem, em grande parte, nos erros alimentares® >

As barras de cereais podem atender a esta
tendéncia ja que sdo elaboradas a partir da extrusao
da massa de cereais de sabor adocicado e agradavel,
sao fonte de fibras, vitaminas, sais minerais,
proteinas e carboidratos digestiveis®. A expansao
do mercado de barras de cereais vem se mostrando
favoravel e no contexto de produtos saudaveis tem
levado a industria alimenticia a diversificacdo de
sabores e atributos dos mesmos®. O crescimento
da comercializa¢do desse produto é decorrente
do resgate de habitos alimentares saudaveis, bem
como da recomendag¢do do consumo regular de
fibras por nutricionistas e o6rgaos oficiais. Este
incentivo esta baseado na constatagdo de que
as fibras, embora ndo fornecam energia, sdo
responsaveis por alteragdes benéficas nas funcgoes
gastrointestinais, regulando os niveis plasmaticos
de glicose, colesterol e triacilglicerois*’, desta
forma, controlando e/ou diminuindo o risco de
certas doengas cronicas e degenerativas’. Em uma
dieta equilibrada, sua ingestdo pode reduzir o
risco de algumas doengas, como as coronarianas e
certos tipos de cancer®.

Admitindo atributos sensoriais e beneficios
a saude, é pertinente reportar a necessidade em
pesquisar novos ingredientes alimenticios, que
permitam melhorar a qualidade nutricional a
baixo custo e ampla aplicabilidade industrial.
Nesse contexto, as industrias beneficiadoras de
frutas produzem grandes quantidades de residuos
que podem ser aplicados em beneficio da saide
humana’, por apresentarem elevadas taxas de
proteinas, fibras, minerais e vitamina C'*!'. Além
disso, o aproveitamento racional de tais residuos
contribuira para reduzir seu descarte inadequado
e minimizar os efeitos poluentes ao meio
ambiente'”.

A goiaba (Psidium guajava) pode ser
considerada uma alternativa vidavel para a
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transformacao de seus residuos agroindustriais em
produtos comercializaveis, devido ao seu alto valor
nutritivo em relagao aos flocos de arroz, gergelim
e aveia, constituintes normalmente utilizados
em barras de cereais, a sua excelente aceita¢do
do consumo in natura, as suas caracteristicas de
sabor apreciadas para o consumo® e, sobretudo,
pela facilidade de manipula¢do de seus residuos'.
Considerando o exposto, este trabalho foi
conduzido com a proposta de avaliar a utilizagdo
do residuo industrial de goiaba, casca e semente
(ndo foi encontrado na literatura risco toxicoldgico
desta), na formulagdo de barra de cereais como
fonte de fibras, que se caracteriza por produto
solido com minimo de 3 % de fibras', e aceitagdo
sensorial satisfatoria.

MATERIAL E METODOS

Matéria-Prima

Para extragdo de casca e sementes de goiaba,
foram utilizados frutos do genétipo de polpa
vermelha Psidium guajava “Paluma’, obtidos de
cultivo organico, produzidos na area experimental
do Colégio Politécnico da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM), Santa Maria/RS.

Os frutos, colhidos no inicio da maturacao,
foram lavados um a um em agua corrente.
Posteriormente, foram submersos durante 15
minutos em solu¢do preparada com 10 mL de
hipoclorito de s6dio (2,5 %) em um litro de agua
e foram novamente enxaguados a fim de retirar os
residuos de cloro. Em seguida, foram separadas
manualmente em casca e sementes. As fragdes casca
e semente foram secas em estufa de circulacao de
ar (55 °C) por 72 h e 2 h, respectivamente, para
permitir a moagem em micromoinho (0,5 mm
a 0,3 mm). O material foi armazenado em sacos
plasticos, sob congelamento, até o momento da
confeccdo das barras de cereais. A composi¢dao
quimica dos residuos utilizados esta descrita na
Tabela 1.

Os ingredientes complementares para a
elaboragdo das barras de cereais (xarope, sacarose,
gordura, lecitina de soja, castanha, flocos de arroz,
aveia, gergelim, uva passa, esséncia de baunilha e
chocolate) foram obtidos no comércio da cidade
de Santa Maria/RS.
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Tabela 1. Composi¢ao quimica da farinha da casca e da semente de goiaba

Porcentagem na matéria seca

Parametros

Casca Semente
Proteina 4,4 + 0,09 9,6 + 0,21
Fibra Total 54,49 + 1,04 64,73 + 1,33
Fibra Insoluvel 39,46 + 0,88 59,59 + 0,67
Fibra Soluvel 15,03 + 0,41 5,13+ 0,37
Lipidios 1,27 £ 0,11 11,3 £ 0,15
Cinzas 3,42 + 0,17 0,82 + 0,22
Umidade 13,93 + 0,59 5,87 + 0,45

Resultados expressos em base umida (média + desvio padrio)

Elaboracao das barras de cereais

Foram elaboradas quatro formulagdes debarra
de cereais com crescentes propor¢des de substituicao
das fontes de fibras (flocos de arroz, aveia e gergelim)
de uma formulagdo padrdo de barra de cereal por
farinha de casca de goiaba e farinha de semente de
goiaba, perfazendo 15 %, 30 % e 50 % de substituigao
dos ingredientes secos. As formulagdes teste foram
desenvolvidas a fim de obter um produto com maior
aporte de fibras e com caracteristicas sensoriais
aceitaveis.

Como ingredientes para elaboracdo das
barras de cereal, foram utilizados, além dos residuos
de goiaba, xarope de milho, gordura vegetal, sacarose,
lecitina, castanha, flocos de arroz, aveia, gergelim, uva
passa, esséncia de baunilha e chocolate (Tabela 2).

Inicialmente a castanha, flocos de arroz,

aveia e gergelim foram tostados em forno a
180 °C durante 15 minutos. Apos, aqueceu-se O
xarope, gordura vegetal, sacarose e lecitina em
fogo brando (180 °C) até atingir “ponto de fio”
Em seguida, incorporaram-se os ingredientes
tostados, a esséncia, as farinhas de casca e de semente
de goiaba, misturando todos os ingredientes durante
2 minutos. Colocou-se a massa em forma refrataria
coberta com papel vegetal, para prensagem até
espessura aproximada de 1,5 cm e moldagem da
barra de cereal, deixando-a firme e lisa. O chocolate
derretido em banho-maria foi colocado sobre essa
massa, que, apos repouso por cerca de 3 h, foi cortada
em cubos e embalada em papel aluminio. As barras
decereaisforamelaboradascomformatoquadrangular,
com boas caracteristicas sensoriais e semelhantes ao
produto convencional encontrado no mercado.

Tabela 2. Formulagao utilizada na elabora¢ao das barras de cereal

INGREDIENTES Padrio B15 % B30 % B50 %
XAROPE DE AGLUTINACAO
2%
Xarope 31,00 31,00 31,00 31,00
Gordura 1,20 1,20 1,20 1,20
Sacarose 5,30 5,30 5,30 5,30
Lecitina 1,00 1,00 1,00 1,00
Total 38,5 % 38,5 % 38,5 % 38,5 %
INGREDIENTES SECOS
g%

Castanha 1,00 1,00 1,00 1,00
Flocos 24,00 19,96 15,50 10,00
Aveia 24,00 19,20 15,50 9,80
Gergelim 4,00 3,20 2,40 1,20
Uva passa 1,10 1,10 1,10 1,10
Casca po 0,00 4,82 9,30 15,49
Semente p6 0,00 4,82 9,30 15,50
Esséncia 0,20 0,20 0,20 0,20
Chocolate 7,20 7,20 7,20 7,20
Total 61,5 % 61,5 % 61,5 % 61,5 %
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Caracterizacdo quimica das formulacoes de
barras de cereais

A determinagdo da composi¢cdo quimica das
barras de cereais foi realizada de acordo com métodos
analiticos propostos pela AOAC', em triplicata, sendo
a matéria seca (MS) realizada em estufa a 105 °C
durante 12 h (método n° 925.09 da AOAC); cinzas
(CZ) por incinera¢do em mufla a 550 °C por 5 h
(método n° 923.03); o teor de proteina bruta
determinado pelo método de Kjeldahl (N x 6,25),
n° 920.87 e o teor de fibra alimentar determinado
conforme o método enzimatico-gravimétrico 991.43,
obtendo-se as fragoes de fibra alimentar total (FT),
soluvel (FS) e insoluvel (FI) das amostras de barras
de cereais, sendo que o conteudo de fibra soluvel foi
determinado observando-se a diferenga entre fibra
total e insolavel.

O teor de lipideos das barras de cereais foi
determinado pelo método de Bligh e Dyer"”, os
carboidratos destas, foram estimados por diferenca,
subtraindo-se de cem os valores obtidos para
umidade, proteinas, lipidios, fibra alimentar e cinzas.
Para determinar o valor energético das barras de
cereais, foram considerados os fatores de conversao
de Atwater segundo Wilson, Santos e Vieira'® de
4 kcal/g de proteina, 4 kcal/g de carboidrato e 9 kcal/g
de lipideo.

Analise Sensorial

Para a avaliagdo sensorial, o projeto foi
submetidoaaprovaciodo Comitéde Eticaem Pesquisa
da UFSM, sob nimero do processo: 23081.015/2011-00,
sendo aprovado (CAAE: 0171.0.243.000-11) em
seus aspectos éticos e metodoldgicos de acordo com
as Diretrizes estabelecidas na Resolugcdo 196/96 e
complementares do Conselho Nacional de Saude.

As formulagdes teste foram submetidas aos
testes: afetivo de aceitacdo e de ordenagdo quanto
a preferéncia. Os testes foram realizados em sala
com cabines individuais, no laboratério de Analise
Sensorial do Departamento de Tecnologia e Ciéncia
dos Alimentos da UFSM, conduzido em grupo de 50
adultos ndo treinados, de ambos os sexos. No teste
afetivo de aceitagdo as amostras foram apresentadas
de forma mondadica separadamente e codificadas
com numero de trés digitos aleatérios. O grupo
de provadores avaliou cada amostra quanto aos
atributos cor, aroma, sabor, textura (sensagdo na
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boca), utilizando uma escala heddnica de 7 pontos
(1 = desgostei muitissimo, 4 = indiferente e 7 = gostei
muitissimo), além de avaliar a aceitagdo global do
produto, atribuindo uma nota desta escala heddnia
de 7 pontos citada anteriormente®.

O teste de ordenagdo quanto a preferéncia foi
realizado em dia distinto da primeira analise. Nesse
teste, as trés amostras codificadas aleatoriamente
com algarismos de trés digitos e, foram apresentadas
ao provador para que ele as ordenasse conforme
a intensidade de sua preferéncia (mais preferida,
intermedidria e menos preferida)®.

Analise estatistica

Os dados das andlises quimicas e afetivo
de aceitacdo das formulacbes de barras de cereais
foram expressos por meio de média, desvio-padrio e
submetidos a andlise de varidncia (ANOVA). A analise
comparativa dos resultados foi realizada por meio
do teste de Tukey ao nivel de significancia de 5 %,
utilizando-se o software SPSS versao 8.0. O teste de
ordenacio por preferénciafoiavaliadoatravés dotestede
Friedman, utilizando a tabela de Newell e MacFarlane*
para verificar se existe diferenca entre as amostras.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Composi¢ao quimica das formula¢des de barra
de cereal

NaTabela3,épossivel visualizar osresultados
da andlise quimica das barras de cereais formuladas
com 15 %, 30 % e 50 % de substituicdo das fontes de
fibra por casca e semente de goiaba, assim como a
composi¢ao da formulagiao padrao (sem acréscimo
dos residuos).

A umidade das formulagdes testadas variou
entre 9,14 % a 13,71 %, apresentando valores
estatisticamente inferiores aos da formulagdo
padrdo (14,5 %), mas todas em concordancia com
o valor de 15 % regulamentado pela legislacdo,
Resolucao CNNPA n°12 de 1978, referente aos
produtos a base de cereais®'. Através dos resultados
obtidos por Gutkoski et al', observa-se que a
umidade de barras de cereais aumenta com as
reducbes de sacarose e da concentragido de fibra
alimentar, ratificando a menor umidade para
amostras contendo casca e sementes de goiaba,
que incrementaram a por¢ao fibrosa das barras.
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Tabela 3. Composi¢do quimica das formulagdes de barras de cereais

Parametro B15 % B30 % B50 % Padrao
Umidade 9,14 + 0,164 13,71 + 0,09° 9,94 + 0,16° 14,50 £ 0,072
Cinzas 1,28 + 0,00¢ 1,41 £ 0,01° 1,45 + 0,01* 1,13 + 0,014
Proteina 8,08 + 0,26 8,70 £ 0,05* 8,46 + 0,08 7,95 £ 0,14¢
Lipidios 9,50 + 0,17° 10,13 + 0,86° 9,22 + 0,46° 12,75 £ 0,22
Fibra Total 15,41 £ 3,51 19,94 + 3,22 24,71+ 2,95° 7,6 +0,37°
Fibra Insoluvel 8,23 + 1,51 14,45 + 1,27%® 19,22 + 3,822 4,46 + 0,09¢
Fibra Soluavel 7,18 £ 1,99 5,48 + 1,93 5,49 + 0,87 3,1 £0,28™
Carboidratos 65,72 + 3,94 59,80 + 4,02 56,14 + 2,58 70,55 + 0,44*

Valor Caldrico

380,73 £ 13,19°

365,21 + 8,51°

341,43 + 14,15

428,72 +0,39*

ns: ndo significativo (p < 0,05); Médias com letras iguais na mesma linha néo diferem entre si (p < 0,05) pelo teste de Tukey; Resultados expressos em
porcentagem de base umida (média + desvio padrao); Teor de carboidratos calculado por diferenca excluindo as fibras; Valor caldrico expresso em

kcal/100 g da barra de cereal

Em relagdo aos nutrientes analisados, as
formulagdes teste apresentaram comportamento
favoravel na maioria dos parametros avaliados,
principalmente observando o crescimento no
valor de fibra alimentar. As formulagdes teste
apresentaram valores de cinzas, que correspondem
aos teores de minerais, superiores ao valor da
formulagdo padrao diferindo estatisticamente entre
si (p < 0,05), assemelhando-se aos encontrados na
literatura para barras de cereais, cujos valores em
g.100 g foram 1,13 1,40 a 1,61%; 1,18 a 1,21**. O
fator desencadeante do melhor aporte de minerais
foi a casca utilizada nas substituicdes, com 3,42 %
de minerais, aliado ao baixo teor de minerais
presente no arroz e na aveia, uma vez que o conteudo
de cinzas totais em cereais pode variar de 0,3 a
3,3 g/100 g' *. Considerando a disposicao de
proteinas nas formulagdes, casca e semente
proporcionaram aumento de 1,63 % a 9,43 % no
aporte proteico, comparado a formula¢do padrio.
Esse efeito se deve ao maior teor de proteinas
da semente, substituta dos flocos de arroz que
apresentam menor teor proteico. Os resultados sao
maiores quanto a formula¢do de barras de cereais
apresentadas por Guimaraes e Silva®® e Silva et al”’ e
menores que as formula¢des com polpa de Baru®.

Ao avaliar o teor de lipidios, fragdo mais
calorica dos constituintes presentes nos alimentos
e em especial, ha maior rigor quando se trata de ali-
mentos funcionais ou de reduzido valor caldrico'.
A formulagdo padrao apresentou valor lipidico
superior aos valores das formulagoes teste que niao
diferiram entre si. O alto valor encontrado pode
ser explicado pela maior concentragdo de aveia na

formulagdo padrdo visto que este cereal contribui
com conteudo de dleo entre 4,00 e 11,00 %* e pelo
alto teor de lipidios do gergelim representando em
torno de 50 % de sua composi¢ao®.

As barras de cereais apresentaram elevagao
no teor de fibras a medida que se aumentou o
percentual de residuos, favorecendo as formulagoes
B30 % e B50 % nao apresentado diferenga
significativa (p > 0,05) entre si, a formulagdo B15 %
nao diferiu estatisticamente (p > 0,05) do padrao.
Ressalta-se a importancia desses resultados sabendo
dacaréncia do consumo de fibras pela populagao e de
que varias doengas, como cancer de c6lon e do reto,
cancer de mama, diabetes, aterosclerose, apendicite,
doenga de Crohn, sindrome do intestino irritavel,
hemorroidas e diverticulite tém sido relacionadas
com uma baixa ingestao de fibras alimentares'.
Os elevados teores de fibras alimentares permitem
afirmar que as barras de cereais estudadas podem
ser denominadas de alimento funcional de acordo
com a legislagdo brasileira'®, uma vez que se obteve
formulagbes classificadas como ricas em fibras
alimentares, que exige minimo de 6 g de fibras/100 g
(para alimentos sdlidos) para tal classificagdo. As
formulacoes testadas apresentaram teor de fibras
alimentares de 2 a 3,8 vezes superior aos teores de
fibras reportados por Guimaraes e Silva® em suas
barras de cereais com murici-passa. Ao comparar
as barras de cereais ja existentes no mercado, como
as de frutas vermelhas com chocolate, que possuem
49 g de fibras em por¢ao de 25 g (tamanho
convencional de uma barra de cereal), as propostas
de B30 % e B50 % fornecem 5,0 g e 6,1 g fibras por
unidade de 25 gramas, respectivamente, atendendo

43



Roberto BS, Silva LP, Macagnan FT, Bizzani M, Bender ABB. Qualidade nutricional e aceitabilidade de barras de cereais formuladas com casca e semente de

goiaba. Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2015;74(1):39-48.

as expectativas do consumidor. Adicionalmente,
a ingestao de uma unidade de 25 g de qualquer
produto testado perfaz, no minimo, 12 % da
ingestao didria necessaria de fibras, admitindo a
formulagao B15 % e a ingestao diaria recomendada
de 30 g (RDA: 25 g a 30 g)’'. Deve-se salientar o
ponto crucial deste aumento da fibra alimentar que
ocorreu devido ao incremento notdrio das fibras
insoluveis nas formulagdes teste. O teor variou
de 8,23 % a 19,22 % entre os produtos testados,
potencializado com o maior incremento de casca e
semente em vista de serem materiais ricos na por¢ao
insoluvel das fibras. Essa por¢do das fibras age
sobre a motilidade e sobre o tonus da musculatura
do cdlon, regulando o tempo de permanéncia do
seu conteiudo e aumentando o volume fecal®>. De
fato, o aumento de volume de fezes reduz o tempo
de transito, corrige a constipagdo e inibe alterag¢oes
patolégicas no intestino e no célon, diminuindo o
risco do aparecimento de hemorroidas ou de cancer
ligado a presenca de substancias carcinogénicas
estacionadas nessa fracdo do intestino por tempo
mais ou menos longo, tais como NH, e écidos
biliares degradados®. A porgao soluvel, responsavel
por retardar o esvaziamento gastrico, a absor¢ao
da glicose e por reduzir o colesterol no soro
sanguineo®*, nao teve resposta significativa na
substituicdo das fontes de fibras por ingredientes
secos de casca e semente de goiaba, embora a
formulagdo B15 % tenha apresentado valores
numericamente maiores. Resultados semelhantes
podem ser explicados pela alta representatividade

da fibra solavel, como [B-glicanas na aveia®. Por
outro lado, a formula¢do B30 % teve a melhor
relacdo fibras soluveis/insoluveis, que, conforme
Figuerola et al”, a relagdo recomendada para uma
boa dieta é de 1:2. Com base apenas nessa relacéo,
a aplicabilidade dietética dessa formulagdo seria
melhor indicada.

Como observado na Tabela 3, houve
decréscimo do valor calérico a medida que se
adicionou residuos da industrializagdo da goiaba
as formulagoes, perfazendo reducgao energética de
11,2 % a 20,4 %, o que foi decorrente do incremento
de fibras nas formula¢oes, no entanto as amostras
enriquecidas nao diferiram entre si (p > 0,05)
mas diferiram da amostras padrdo (p < 0,05). Em
estudo de Silva et al*”’, avaliando barra de cereal com
residuo de maracuja, o comportamento caldrico
foi condizente com o presente estudo, encontrando
valores de 363,9 e 344,2 kcal.100 g'', sendo a barra
com adi¢ao de fibras advindas do residuo capaz de
reduzir o valor calérico do produto em 5,4 %.

Anélise sensorial

Analise sensorial é uma metodologia
destinada a avaliar a aceitagdo de produtos no
mercado, pesquisando os gostos e as preferéncias de
consumidores. Com base nos resultados, é possivel
medir, avaliar e interpretar a percep¢ao sensorial
em relacdo ao produto analisado. O teste realizado
pelo grupo de 50 adultos nao treinados demonstrou
boa aceitabilidade das formulagdes testadas para
todas as caracteristicas avaliadas (Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios da escala heddnica de 1 a 7 referentes a cor, aroma, sabor, textura e aceitagdo global

em formulacdes de barras de cereais

Médias B15 % B30 % B50 % p

Cor 5,78 £0,79™ 5,64 £ 0,80 5,58 £0,95™ 0,469
Aroma 5,80 + 0,76™ 5,78 £ 0,81™ 5,80 £ 1,07 0,602
Sabor 5,58 +1,27™ 5,60 £ 1,03™ 5,42 £ 1,07™ 0,322
Textura 5,70 £ 0,99* 5,96 + 0,86* 5,06 + 1,08 0,296
Aceitagdo Global 5,68 + 0,91 5,72 £ 0,72 5,52 + 0,78 0,438

ns: médias nao diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5 % de significincia; Médias com letras diferentes na mesma linha diferem entre si

(p <0,05) pelo teste de Tukey
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Nao houve diferenca significativa
(p = 0,05) nos atributos testados, exceto na
textura, entre as formulagdes de barras de cereais,
mostrando grande similaridade das amostras
testadas. Esse fato demonstra que a casca e a
semente adicionadas na barra de cereal acentuam
a textura das barras, porém nao sdo suficientes
para alterar substancialmente os outros atributos
sensoriais, resultando em produtos com boa
qualidade sensorial e com a vantagem de serem
alimentos funcionais (maior aporte de fibra).

Nota-se que o possivel escurecimento
enzimatico e caramelizacdo da sacarose nio
afetaram a aceitabilidade quanto a cor das barras.
O aroma condizente com a casca da goiaba foi
visivelmente aceito pelos provadores oscilando
entre médias de 5,78 a 5,80.

O sabor é uma das caracteristicas
principais para a boa aceitagdo. Preconiza-se,
neste parametro, conservar as caracteristicas
particulares do produto tradicional, no caso
barra de cereal. As formulacdes desenvolvidas
obtiveram as menores médias em relagdo ao
sabor, comportamento também analisado em
barras de cereais com residuo de maracuja®.
As médias variaram entre 5,42 e 5,60 ndo
apresentando diferenca significativa (p > 0,05),
indicando que o maior aporte de fibras e o
aumento da adstringéncia das barras, atribuido
a presenca de taninos®, ao incorporar o residuo
nas formulag¢des, interferiram de forma similar
na aceitabilidade do sabor das formulagdes.

Atexturapodeserdesignadacomoatributo
fisico, perceptivel pelos receptores mecénicos,
tateis e eventualmente pelos receptores visuais e
auditivos. Segundo Bourne™®, esse pardmetro é o
principal fator de rejei¢do em um produto e, neste
estudo, foi o unico parametro que apresentou
diferenca significativa (p < 0,05), admitindo que
a maior quantidade adicionada de residuos, B50
%, altera a textura da formulag¢ao, ainda que esta
concentracdotestadandodesclassifiqueoproduto,
com média de 5,06. Os valores discrepantes
quanto a textura relacionam-se com o maior
percentual de fibras, que segundo Izzo e Niness?,

a adicao de fibra na formulacio normalmente
aumenta a dureza das barras de cereais, afetando
diretamente sua textura e, possivelmente, com
a adstringéncia proporcionada pelos taninos,
como ja observada.

Analisando a aceitagao global, as médias
ficaram acima da interseccdo que classifica as
formulagdes como aceitaveis, emborando tenham
apresentado diferenca significativa (p > 0,05).
Observa-se que a formulacao B30 % apresenta
numericamente a maior aceitacdo global, 5,72.
Para a amostra B50 %, ha a tendéncia de menor
média, 5,52. Visivelmente as formulacdes sdo
favoraveis em relacdo a formula¢do proposta
por Silva et al”’ com residuo de maracuja o
qual sofreu alteragdo negativa significativa na
avaliacao global com a maior adicdo (40 %) de
residuo.

Os resultados obtidos no presente
trabalho demonstraram que as formulagdes
propostas apresentam viabilidade tecnoldgica,
de forma a garantir qualidade sensorial, além
de serem condizentes com as exigéncias dos
consumidores atuais que desejam produtos com
qualidade sensorial, nutricional, e que agreguem
beneficios a satde, com baixo custo.

Na avaliacdo sensorial pelo teste de
ordenagdo, comparando-se os modulos da
diferenca com a DMS (diferenca minima
significativa) de 24, conforme a tabela de Newell
e MacFarlane®, nao houve diferenca estatistica
significativa entre as amostras ao nivel de 5 %
de significancia. Para melhor visualizagdo dos
resultados, o nimero de vezes escolhido em cada
ordem foi transformado em escala percentual na
constru¢do do grafico de perfil de preferéncia
(Figura 1). Assim, verificou-se que a amostra
B15 % ficou em primeiro lugar o maior numero
de vezes, porém a formulagio com maior
incidéncia nas mais preferidas foi observada na
amostra B30 %, a qual, embora tenha sido mais
frequentemente escolhida como preferéncia
secundaria, poucasvezes foiescolhida comoapior
amostra, ratificando os resultados encontrados
na aceitagdo global dos produtos.
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Figura 1. Frequéncia das ordens das formulacdes de barras
de cereais pela avaliacdo dos provadores

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho
permitem concluir que os percentuais de residuo
da industrializacao da goiaba (casca e semente)
utilizados aliam viabilidade tecnoldégica e
nutricional as formulacdes de barra de cereal,
apresentando incremento no teor de fibra
alimentar, baixo valor lipidico e caldrico,
caracteristicas sensoriais satisfatorias de modo
que garantiram boa aceita¢do pelos provadores.
Permite-se concluir também que o maior teor de
casca e sementes nas barras de cereais ndo afetam
a preferéncia dos consumidores.

Portanto, essas constatacoes tornam-se
satisfatorias a medida que destacam novas fontes
de fibras, desenvolvimento de novos produtos
funcionais com baixo custo e potencial solugdo para
o descarte de residuos agroindustriais de goiaba.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver bebidas elaboradas com extratos de arroz (quirera, integral
parboilizado e integral) com sabores de mamao e maracuja, e estudar as caracteristicas fisico-quimicas,
sensoriais e microbiolégicas. Foram avaliados custo das formulagoes, aceitabilidade, contagem de
bolores e leveduras, contagem de coliformes a 35 °C e a 45 °C, a presenga de Salmonella sp e as demais
caracteristicas: composigdo centesimal, agticares redutores, fibra alimentar, acidez titulével total, sélidos
soliveis e potencial antioxidante. Todas as bebidas podem ser consideradas alimentos funcionais, em
fun¢do de seus teores de fibra alimentar total. No entanto, na bebida elaborada com o extrato de arroz
integral parboilizado foram detectados os maiores teores de fibra alimentar total (2,37 g.100 g') e
soltvel (1,20 g.100 g*). A adi¢ao de extratos de arroz integral e integral parboilizado tornou a bebida de
maracuja e mamao nutricionalmente mais rico em proteinas e lipidios. Todas as bebidas foram aceitas pela
populagio entrevistada com atributo intencédo de compra de acima de 90 %, e apresentaram conformidade
nos padrdes microbioldgicos exigidos pela legislagao brasileira. A quirera, o arroz integral e o integral
parboilizado podem ser utilizados como ingredientes na formulagdo de bebidas a base de polpa de mamao
e maracuja.

Palavras-chave. Oryza sativa L., desenvolvimento de produtos, bebidas, intolerancia a lactose.

ABSTRACT

This study aimed at developing drinks prepared with extracts of rice, sugar and flavored with papaya
and passion fruit pulp, and to evaluate the physical-chemical, chemical, sensory and microbiological
characteristics. Cost of formulations, acceptability, yeast and mold counts and coliforms counting at
35 °C and 45 °C and Salmonella sp detection were investigated, and the additional features as chemical
composition, sugars, dietary fiber, total titratable acidity, soluble solids and antioxidant potential. All of
the drinks may be considered as functional foods owing to their total dietary fiber contents. However,
the extract prepared with parboiled brown rice showed the highest contents of total dietary fiber
(2.37g.100 g") and of soluble one (1.20 g.100 g). The passion fruit and papaya pulps drink turned out
to be nutritionally richer in proteins and lipids, by adding the brown rice and brown parboiled rice. All
of the drinks were accepted by the interviewed persons, being the purchase intention > 90 %, and their
microbiological standards were in compliance with the Brazilian legislation. Broken rice, brown rice and
brown parboiled rice may be used as ingredients in the papaya and passion fruit pulps-based beverages
formulations.

Keywords. Oryza sativa L., product development, beverage technology, lactose intolerance.
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INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor de arroz
da América Latina e o décimo maior produtor
mundial, com producao anual (safra 2011/2012)
de, aproximadamente, 11,66 milhdes de
toneladas’.

O arroz é consumido, principalmente, na
forma de graos inteiros, como produto de mesa
e seu aproveitamento como matéria-prima para
a industria de transformacdo é praticamente
inexistente, especialmente, quando comparado
com a utilizagdo diversificada do produto em
varios outros paises. Para o consumo de mesa,
sdo conhecidos trés tipos de arroz em fun¢do da
forma de processamento pds-colheita: integral,
branco polido e parboilizado. Apesar de ser
mais rico em nutrientes que o arroz polido
(forma mais apreciada), o arroz integral é pouco
consumido, restringindo-se a uma pequena
parcela da populacao com habitos de consumo
mais sofisticados e de maior poder aquisitivo.
Ja o arroz parboilizado, que sofre tratamento
hidrotérmico antes do descascamento, pode ser
consumido na forma de parboilizado polido ou
parboilizado integral.

As principais etapas do beneficiamento
do arroz compreendem o descascamento (20 %
da casca e 80 % de arroz integral), a brunigdo
e o polimento (em que sdo retirados, parcial
ou totalmente, o embrido e a maior parte da
pelicula que recobre o arroz integral)®. Dessa
etapa, resulta o farelo (ao redor de 8 % do
volume do produto em casca). Logo apds, ocorre
a separagdo das fracoes de grdos quebrados
(aproximadamente 14 %) e inteiros (ao redor
de 58 %), bem como a classificacdo dos graos
quebrados em grandes, médios e quirera®. Para
a industria de beneficiamento do arroz, a quebra
de graos ¢ de extrema importancia econdmica,
especialmente quando se atenta para a diferenca
de 80 % na valorizagao do produto inteiro em
relagdo ao quebrado’. O valor nutricional da
quirera é comparavel ao do arroz polido, pois
somente a forma de apresentagdo ¢ diferente
(quebrado). O parboilizado e o parboilizado
integral podem ser mais nutritivos que o polido e
o integral, respectivamente, devido ao fato de que
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parte do conteido de vitaminas e sais minerais
(soluveis em dgua), durante a parboilizagao,
difunde-se no endosperma, caso o processo seja
adequadamente controlado. Uma alternativa
para ampliar a utilizacdo alimentar da quirera,
do arroz integral e do integral parboilizado
poderia ser a elaboracdo de bebidas compostas
por extratos destes produtos e polpas de frutas.
O mercado brasileiro de bebidas ndo
alcodlicas esta em plena expansdo ja ha alguns
anos, particularmente o de sucos e néctares de
frutas e de bebidas a base de soja. Entretanto,
estas ultimas vém sendo associadas a uma
caracteristica negativa, quanto a sua composigao,
pois possuem ao redor de 15 proteinas que
podem causar alergias: a P34 e as globulinas
2S, 7S, e 115, o que é motivo de preocupagio
para os especialistas. A alergia alimentar ¢ uma
reagdo anormal em relagdo a algum componente
presente no alimento, principalmente proteinas,
provocando reagdes desagradaveis. Ja a proteina
do arroz apresenta boa digestibilidade (88 %)
e hipoalergenicidade®. Assim, uma alternativa
para substituir produtos elaborados com extrato
de soja, na alimentagdo de pessoas alérgicas a
esta, e/ou intolerantes a lactose, poderia ser o
uso de bebidas elaboradas com extratos de arroz,
a qual estimularia o consumo de quirera, arroz
integral e arroz integral parboilizado. O processo
de saborizagdo com frutas ja bem conhecidas
e difundidas no mercado como o maracuja e
o mamado, facilitaria também a inser¢do deste
novo produto desenvolvido, além de, com a
incorporagdo destes as formulagoes, ha-se um
ganho em relagdo ao aporte de substancias
essenciais na dieta humana, dentre as quais
poderiamos citar a vitamina C e caroteno6ides®.
Logo, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver e avaliar as caracteristicas fisicas,
quimicas, sensoriais e microbioldgicas de bebidas
elaboradas com extratos de arroz (quirera,
arroz integral e arroz integral parboilizado),
saborizadas com mamao e maracuja.

MATERIAL E METODOS

A quirera, o arroz integral, o arroz
integral parboilizado, 0 mamao, o maracuja e o
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agucar foram obtidos em supermercado local. No
momento da aquisicdo, as frutas apresentavam
boa qualidade, frescas, compactas, firmes e
isentas de doencas.

Os processos para obten¢do dos extratos
de quirera, arroz integral e arroz integral
parboilizado foram andlogos (3 tratamentos).
Inicialmente, realizou-se lavagem de cada
arroz em agua potavel corrente, a fim de se
reduzir ou eliminar sujidades fisicas. Logo apds,
realizou-se o cozimento a 85 °C por 20 minutos
(quirera), 85 °C por 30 minutos (arroz integral
e arroz parbolizado). Para tal, foram utilizados
fogao industrial de quatro bocas e panelas de
aluminio com capacidade de 20 L, limpas e
sanitizadas com soluc¢ao de hipoclorito de s6dio
a concentragdo de 200 ppm. Nesses recipientes,
foram adicionados, separadamente, os graos
de arroz e a quantidade de agua estabelecida,
conforme o andamento do processo de
cozimento, sendo que a agua utilizada nao foi
completamente evaporada. Depois, realizou-se
a desintegragcdo em liquidificador doméstico
dos graos cozidos, utilizando a propor¢ao de
uma parte de produto cozido para duas partes
de agua, batendo-se por 5 min até obtengdo de
misturas homogéneas. Os homogenatos foram
tiltrados em panos de algodao de malha fina
(previamente esterilizados em autoclave), para
retirada de qualquer material em suspensdo na
mistura. O permeado obtido, liquido opaco e
esbranquicado, foi denominado de extrato. A
fim de completar o processamento das bebidas,
realizou-se a saborizagdo das mesmas, por meio
da adigao de polpas de mamao e de maracuja.
Para tal, em cada bebida, utilizou-se 28 % de
extrato (quirera de arroz, arroz integral ou arroz
parbolizado), 29 % de polpa de maracuja, 29 %
de polpa de mamao e 14 % de agucar cristal.
Liquidificaram-se cada extrato com as polpas
de frutas e o agucar, por cinco minutos, até
a total homogeneiza¢do dos ingredientes. As
bebidas foram pasteurizadas a 65 °C, durante
30 minutos, embaladas em recipientes plasticos
de polietileno de alta densidade (PEAD) com
tampas rosqueaveis, previamente sanificados
(200 ppm de cloro ativo), e mantidos sob
temperatura de refrigeracdo (5 = 2 °C), até

avaliacdo microbioldgica e sensorial (6 horas
apos). Amostras foram congeladas a -18 + 2 °C
para posterior realizagdo das andlises fisico-
quimicas.

As analises fisico-quimicas realizadas
foram: umidade, cinzas, pH e proteinas;
lipidios; agticares redutores; carboidratos, foram
realizadas conforme AOAC International’; valor
energético foi estimado conforme os valores de
conversao de Atwater descritos em Wilson et al%
solidos soluveis e o contetido de fibra alimentar
total, soluvel e insoluvel foram determinados
segundo AOAC International’; a capacidade
antioxidante, in vitro, foi avaliada pelo teste do
DPPH, descrito por Borguini e Torres’. Todas as
analises foram realizadas em triplicata.

Realizou-se teste de aceitabilidade em
supermercado, com 100 consumidores assiduos
de bebidas ndo alcodlicos, nao treinados, de
ambos os sexos aleatoriamente e diferentes
faixas etarias. As amostras foram apresentadas
em copos plasticos de 25 mL a uma temperatura
de 8 °C + 2 °C. Utilizou-se delineamento em
blocos casualisados, designando-se de bloco
cada provador e escala hedonica estruturada
de 9 pontos, sendo 1 (desgostei muitissimo) e 9
(gostei muitissimo), para avaliagao da aparéncia,
da cor, do aroma e do sabor, além da inten¢do
de compra que foi obtida por meio de resposta
afirmativa ou negativa para a aquisi¢ao do
produto, conforme Della Modesta'® (Comité de
ética numero AAE25753913.6.0000.5083).

Para a avaliagdo microbioldgica das
bebidas desenvolvidas foram realizadas as
analises do nimero mais provavel por grama
de amostra (NMP.g"') de coliformes totais e
coliformes a 45 °C, a presenga ou auséncia
de Salmonella sp, e o nimero de unidades
formadoras de colonias (UFC) de bolores e
leveduras, segundo as metodologias propostas
pelo ICMSF'". Os resultados obtidos foram
avaliados por meio de andlise de variincia e
as médias foram comparadas pelo teste Tukey
(p > 0,05), utilizando o pacote estatistico
SISVAR', para analise dos dados. O custo das
matérias-primas utilizadas nas formulagoes foi
calculado, utilizando-se os pregos do mercado
varejista em maio de 2013.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A composi¢do centesimal e o valor
energético das bebidas elaboradas com quirera de
arroz (BQA), arroz integral (BAI) e arroz integral
parboilizado (BAIP) saborizadas com mamao
e maracuja estdo apresentados na Tabela 1. Os
teores de umidade, proteinas, fibra alimentar
insoluvel e acucares redutores, ndo diferiram
(p > 0,05) entre os tratamentos. O teor de cinzas
foi maior (p < 0,05) na bebida com arroz integral
(BAI) e diferindo apenas da (BQA). O teor de
lipidios foi menor (p < 0,05) na bebida com
quirera de arroz e ndo diferiu entre as demais. Os
teores de fibra alimentar total e soluvel diferiram
(p <0,05) entre todos os tratamentos, assim como
ovalor energético. O teor de carboidratos totais foi
menor na bebida com arroz parboilizado integral,
nao diferindo entre os demais tratamentos.

As bebidas apresentaram  umidade
elevada, devendo, obrigatoriamente, passar por
processo térmico (pasteurizagio ou UHT) e
ser mantida em temperatura de refrigera¢ao. O
arroz, o maracuja e o mamao sio boas fontes de
minerais, apresentando teores de cinzas de 0,30;
0,50 e 0,88 g.100 g para arroz polido, integral e
integral parboilizado cozidos, respectivamente;
e de 0,4 g.100 g' tanto para mamdo como para
maracuja, conforme dados da Tabela Brasileira
de Composi¢ao de Alimentos da Universidade de
Sao Paulo - TBC".

Com relagdo ao teor de proteina, frutas, em
geral, ndo sdo boas fontes protéicas. Maeda et al*,

ao estudarem néctar de camu-camu (Myrciaria
dubia McVaugh), encontraram baixo teor deste
macro nutriente (0,049 g.100 g'), porém, muito
menor que o das bebidasabase de extratos de arroz,
devido, possivelmente, a incorporagao da proteina
deste cereal, que apresenta, em média, 7 g.100 g'*
no arroz polido e 8-9 g.100 g' no integral®®.

O teor de lipidios foi menor na bebida
elaborada com extrato de quirera de arroz, pois
segundo Vieira e Carvalho '%, o maior percentual de
lipidios do grao de arroz se encontra no gérmen e em
suas camadas mais periféricas, que sdo removidas
no arroz polido e, conseqiientemente, na quirera
de arroz. Assim, a utilizagdo dos extratos de arroz
integral e arroz parboilizado integral em bebidas a
base de néctar de frutas é uma forma de aumentar
seu valor nutricional, pois o arroz integral apresenta
indices mais elevados de proteinas, lipidios, fibras,
sais minerais como fosforo, ferro e potassio e
vitaminas como a tiamina, riboflavina e niacina'’.

A presenca de fibras alimentares nos
alimentos é de grande interesse na drea da saude,
ja que tém sido relatados numerosos estudos que
relacionam essas com a preven¢ao de enfermidades.
Por outro lado, é importante, também, conhecer o
tipo de fibra presente em cada alimento, pelo menos
quanto a sua solubilidade em agua, tendo em vista
que, embora existam efeitos fisiologicos relacionados
com a fragdo fibra total, existem outros, como a
reducdo da colesterolemia e da glicemia, que tém
sido mais relacionadas com a fra¢ao solavel da fibra
atuando na redugdao dos niveis de triglicerideos
sanguineos e sdo parcialmente metabolizadas por

Tabela 1. Composicao centesimal, fibra alimentar e agticares redutores das bebidas elaboradas com quirera de arroz
(BQA), arroz integral (BAI) e arroz integral parboilizado (BAIP) saborizadas mamao e maracuja

. q Tratamentos!

Nutriente (g.100 g) BQA BAI BAIP
Umidade 74,8 + 1,954 76,58 + 1,694 81,27 + 2,354
Cinzas 1,16 + 0,04" 1,55 +0,08% 1,42 + 0,094
Proteinas 0,45 + 0,02* 0,48 + 0,014 0,47 +0,03*
Lipideos 0,05+ 0,018 0,50 + 0,014 0,50 +0,01*
Fibra alimentar total 1,70 £ 0,10¢ 2,00 + 0,108 2,37 £ 0,154
Fibra alimentar insoluvel 1,00 + 0,10* 1,00 + 0,114 1,17 + 0,07*
Fibra alimentar soluvel 0,70 + 0,00¢ 1,00 + 0,008 1,20 £ 0,10*
Acucares redutores 11,99 + 1,144 11,06 + 1,374 11,98 + 0,10*
Carboidratos 20,07 + 0,314 24,06 + 0,234 18,93+ 0,128
Valor energético* 79,85 + 2,36° 102,66 + 18,524 84,78 + 1,928

'Letras iguais na mesma linha nao diferem entre si a 5 % de probabilidade de erro pelo teste Tukey; *Dado em kcal.100 g
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bactérias presentes na flora intestinal'®. Matsuura et
al’, quantificando os componentes da fibra alimentar
do maracuja (Passiflora edulis), encontrou 30,7 % de
celulose; 27,8 % de pectina; 1,6 % de hemicelulose e
1,1 % de lignina (todos em base seca). Os teores de
fibra total e soluvel encontrados na bebida elaborada
com extrato de arroz parboilizado integral foram
maiores (p < 0,05) que nas demais. Assim, devido a
esse elevado teor de fibra alimentar total, as bebidas
elaboradas com extratos de arroz, maracuja e mamao
podem ser consideradas como alimentos funcionais,
ja que, alimentos liquidos com teor de fibras acima de
1,5 g.100 g'. Entretanto, as mesmas ndo podem ser
consideradas como fonte de fibras uma vez que para
essa caracterizagao, devem ser observados valores
acimade 3 g/100 g*. Segundo Marletetal®', em 2002, 0
consumo de fibras alimentares é de aproximadamente
20 a 35 g por dia, ou 10 a 13 g de fibras/1000 kcal. Na
pratica, essa quantidade nao é alcangada pela maioria
dos brasileiros podendo as bebidas servir como uma
alternativa para que a populagao brasileira alcance os
niveis de consumo recomendados na dieta diaria.

As bebidas a base de extratos de arroz
forneceram baixos teores de carboidratos e valor
caldrico, quando comparados a alguns alimentos que
sao referidos na TACO?. Tha et al®, em estudo sobre
néctares de maga, encontraram valores de agucares
redutores entre 4,6 e 11,5 g.100 g'e Silva et al*
em néctares de manga entre 6,23 e 10,0 g.100 g,
além de valor caldrico de 113 e 96 kcal.100 g nas
respectivas bebidas.

Outras caracteristicas fisico-quimicas das
bebidas elaboradas com quirera de arroz, arroz
integral e arroz integral parabolizado saborizadas com

mamao e maracuja estdo apresentados na Tabela 2.

O pH ¢é de suma importancia para
a formulagdo de bebidas, uma vez que ndo deve
ser superior a 4,5, visto que acima deste valor pode
favorecer o crescimento do Clostridium botulinum,
caso o produto sejaarmazenado em vacuo ANVISA®.
Neste estudo, verificou-se que as bebidas elaboradas
com extratos de arroz apresentaram valores médios
de pH abaixo de 4,5, sendo maior nas BAI e BAIP,
que ndo diferiram entre si (p > 0,05). Estes valores
sd0 maiores que os encontrados em néctar de
camu-camu (2,89)" e proximos aos valores
encontrados em néctar de maga (3,0-3,5) por Tha
et al®, néctar de manga (3,27-3,53) por Silva et
al* e néctar misto de mamao, maracuja e acerola
(3,22-3,49) por Matsuura et al*.

Chitarra e Chitarra® indicam o teor de
sélidos solaveis como parametro fisico-quimico que
representa uma das melhores formas de avaliagao do
grau de dogura de um produto. Segundo a normativa
n°12, de 4 de setembro de 2001, néctar de mamao e
de maracuja devem possuir teor de sdlidos soluveis
minimo de 10 e de 11 °Brix, respectivamente®.
Os teores de sélidos soluveis das bebidas elaboradas
com extratos de arroz permaneceram entre 17,4 e
22,8 °Brix, mostrando que, com a adi¢do dos extratos
de arroz ao néctar misto de maracuja e mamao,
ocorreu aumento significativo de solidos soltveis
nos produtos finais. A BQA e BAI apresentaram
os maiores teores de solidos soluveis, diferindo da
BAIP. No processo de parboilizagao ocorrem reagdes
quimicas entre os componentes do grao, devido ao
efeito catalisador da temperatura, diminuindo a
quantidade de substancias soltveis por lixivia¢ao.

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas das bebidas elaboradas com quirera de arroz (BQA), arroz integral (BAI) e
arroz integral parboilizado (BAIP) saborizadas mamao e maracuja

Trat: tos!
Caracteristicas ratamentos
BQA BAI BAIP

pH 3,00 + 0,04 3,21 £0,03* 3,20 + 0,054
Solidos soluveis” 22,8 +£ 0,744 21, 6+ 0,674 17,4 + 0,68
PA ext. etéreo™ 3,05+ 0,178 3,88 + 0,304 3,55+ 0,194
PA ext. aquoso” 6,17 £ 0,30* 4,85 + 0,23" 6,47 £ 0,414
PA ext. alcodlico™ 3,85+ 0,218 2,59 +0,23¢ 4,85 + 0,38
PA total™ 13,07 + 0,68® 11,32 + 0,76¢ 14,87 + 0,974

'Letras iguais na mesma linha nao diferem entre sia 5 % de probabilidade de erro pelo teste Tukey; ‘Dado em (°Brix); "Dado em % de descoloragao do radical

DPPH; *** potencial antioxidante (PA)
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A atividade antioxidante é a medida da
capacidade das substincias extraidas da matriz
do alimento de seqiiestrarem radicais livres ou
de retardarem o processo de oxidagdo lipidica
em um sistema controlado. A presenca de
diferentes componentes antioxidantes em tecidos
vegetais, especialmente, frutas e hortalicas, faz
com que seja relativamente dificil mensurar
a atividade antioxidante de cada componente
separadamente. Desse modo, diversos métodos
tém sido desenvolvidos para calcular a atividade
antioxidante total das amostras. Os pesquisadores
tém testado diferentes solventes e métodos de
extragdo para certificar a maxima solubiliza¢dao dos
antioxidantes’. Quanto a atividade antioxidante
nas bebidas desenvolvidas neste experimento,
BAIP apresentou resultados superiores em relagdo
aqueles apresentados pelas outras formulagoes.
Tal resultado pode ser devido aos diferentes tipos
de arroz utilizado nas bebidas desenvolvidas, uma
vez que o arroz parbolizado apresenta um teor mais
elevado de compostos bioativos atuantes na captura
de radicais livres. Pesquisas tém demonstrado o
efeito benéfico de compostos fenolicos de diferentes
fontes, inclusive do arroz, na saude humana. Este
efeito decorre de sua acdo antioxidante, auxiliando
na prevencdo de danos celulares e de doengas
cronicas, incluindo doencas cardiovasculares,
envelhecimento, diabetes e cancer. No arroz, maior
atividade antioxidante é observada nos graos
integrais e naqueles com pericarpo vermelho e
preto, devido & maior concentragao de polifenois.
A utilizagdo de trés solventes de diferentes
polaridades (éter etilico, etanol e d4gua) possibilitou
a solubilizacao de compostos mais polares (extrato
aquoso), de polaridade intermedidria (extrato

alcodlico) e apolar (extrato etéreo) da amostra em
estudo. Nota-se que a maior atividade antioxidante
das bebidas foi encontrada no extrato aquoso,
mostrando que, mesmo apds o processamento
térmico, as bebidas mantiveram a capacidade de
seqliestrar radicais livres.

Os escores médios obtidos no teste de
aceitabilidade, a inten¢do de compra e o custo das
bebidas elaboradas com quirera de arroz (BQA),
arroz integral (BAI) e arroz integral parboilizado
(BAIP) saborizadas com mamao e maracuja estdo
apresentados na Tabela 3.

Todos os atributos avaliados no teste de
aceitabilidade obtiveram escores médios entre oito
(gostei muito) e nove (gostei extremamente), e nao
diferiram (p < 0,05) entre si, constatando a boa
aceitabilidade de qualquer uma das formulagoes
desenvolvidas com extratos de arroz. Resultados
inferiores foram detectados por Silva et al®, ao
desenvolver barras alimenticias incorporadas com
farinhas de frutos do cerrado.

A adigdo de quirera na formulagdo pode
resultar em reduc¢do do valor do produto final,
entretanto, sabe-se que ndo sé as melhorias no
desenvolvimento de novas formulagdes mais
nutritivas e baratas determinam o prec¢o final do
produto, uma vez que impostos, mdo de obra,
atravessadores dentre outras variaveis podem
encarecer o produto final. Nao obstante, ressalta-se
que o desenvolvimento da bebida pode ser uma
forma vidvel de aproveitamento de residuos
oriundos do beneficiamento do arroz. Como nao
ha a adicdo de conservantes, nas formulacoes, é
importante salientar que novos estudos devem
ser feitos, relacionando-os a vida util do produto
desenvolvido neste trabalho.

Tabela 3. Escores médios dos atributos obtidos no teste de aceitabilidade, intensdo de compra e custo das bebidas elaboradas
com quirera de arroz (BQA), arroz integral (BAI) e arroz integral parboilizado (BAIP), saborizadas mamao e maracuja

Escore Tratamentos'
BQA BAI BAIP
Aparéncia 8,57 + 1,014 8,56 + 1,09 8,59 + 1,244
Cor 8,62 + 1,024 8,59 +1,054 8,51 + 1,034
Sabor 8,27 +1,254 8,10 +1,43* 8,27 + 1,654
Odor 8,35 + 1,344 8,20 + 1,46* 8,37 +£1,734
Intensdo de compra (%) 93 90 95
Custo (R$.L1) 2,90 3,08 3,21

! Letras iguais na mesma linha nao diferem entre si a 5 % de probabilidade de erro pelo teste Tukey
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Os resultados médios das analises
microbiolégicas das bebidas elaboradas com
quirera de arroz (BQA), arroz integral (BAI) e
arroz integral parboilizado (BAIP), saborizadas
com mamdo e maracuja apresentaram auséncia
de bolores e leveduras, Salmonella sp, coliformes
totais e coliformes termo-tolerantes; estando dentro
dos limites estabelecidos pela RDC n°12, de 02 de
janeiro de 2001, que preconiza padrdes maximos
de 10* UFC.g"' para bolores e leveduras, 10>NMP.g"!
para coliformes a 45 °C e auséncia de Salmonella sp.
em 25 g de amostra, para néctares de frutas”.

CONCLUSAO

Os extratos de arroz podem ser utilizados
como ingredientes na formulagao de bebidas
funcionais, sendo oOtima alternativa para
consumidores com intolerancia a lactose e/ou
alérgicos a produtos derivados de soja; além de
incrementar o consumo de quirera, arroz integral e
integral parboilizado.

A adi¢ao de extratos de arroz na formulagao
de bebidas com mamado e maracuja melhora o
valor nutricional do produto, sendo considerado
alimento rico em fibras, além de ter significativo
potencial antioxidante. Os produtos apresentam
alta aceitabilidade entre os consumidores, estando
dentro dos padrdes microbioldgicos estabelecidos
pela legislacao brasileira vigente.
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RESUMO

O presente estudo pesquisou o melhor algoritmo de testes laboratoriais para efetuar o diagnéstico de
infecgdo por virus linfotropicos de células T humanas dos tipos 1 (HTLV-1) e 2 (HTLV-2) em pacientes
HIV-1 positivos. Amostras de sangue de 1.608 pacientes do CRT DST/Aids-SP foram analisadas quanto
a presenca de anticorpos especificos usando-se dois ensaios de triagem (EIA Murex HTLV-I+II e Gold
ELISA HTLV-I/II), dois confirmatérios [HTLV Blot 2.4 (Western Blot - WB) e INNO-LIA HTLV I/II
(Line ImmunoAssay - LIA)] e um molecular (PCR em tempo real pol). Na triagem foram detectados
51(Murex) e 49 (Gold ELISA) soros reagentes. Pelo WB, 23 soros confirmaram infec¢do por HTLV-1,
12 HTLV-2, seis HTLV e nove apresentaram perfis indeterminados. O LIA detectou 24 soros HTLV-1
positivos, 20 HTLV-2 e seis HTLV. A PCR evidenciou segmento pol de HTLV-1 em 18 e HTLV-2 em 12
amostras de sangue. Pelos testes confirmatdrios, em 50 pacientes foi confirmada a infec¢do por HTLV:
25 HTLV-1 (1,55 %), 21 HTLV-2 (1,31 %) e quatro HTLV (0,25 %). As sensibilidades do LIA, WB e
PCR foram de 96 %, 76 % e 60 %, respectivamente. Considerando-se apenas o custo, o melhor algoritmo
diagnéstico para populac¢éo infectada pelo HIV-1 foi o uso da PCR seguida do LIA.

Palavras-chave. HTLV-1/2, diagnéstico, sorologia, PCR, coinfec¢do HIV-1/HTLYV, algoritmo de testes
laboratoriais.

ABSTRACT

The present study aimed at investigating the best algorithm definition to be employed for diagnosing the
human T lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) and type 2 (HTLV-2) in HIV-1 infected/Aids patients.
Blood samples of 1,608 HIV-1 infected patients from the AIDS Reference Center (CRT DST/AIDS-SP)
were tested for the presence of HTLV-1/2 antibodies using two screening assays (EIA Murex HTLV-I+II,
and Gold ELISA HTLV-I/II), and confirmed by two Blots [HTLV Blot 2.4 (Western Blot ~-WB) and INNO-
LIA HTLV I/II (Line ImmunoAssay - LIA)], and one molecular assay (pol real-time PCR). The screening
tests detected 51(Murex) and 49 (Gold ELISA) reagents sera. WB , confirmed 23 HTLV-1, 12 HTLV-2,
six HTLV, and nine showed HTLV indeterminate profiles. LIA confirmed 24 HTLV-1, 20 HTLV-2, and
six HTLV. PCR detected 18 HTLV-1- and 12 HTLV-2-infected blood samples. By using any confirmatory
assay, 50 patients confirmed HTLV infection: 25 HTLV-1 (1.55 %), 21 HTLV-2 (1.31 %) and four HTLV
(0.25 %). The sensitivity of LIA, WB and PCR assays were 96 %, 76 % and 60 %, respectively. By considering
the assays cost as the sole variable, the best testing algorithm for diagnosing HIV-1/HTLV-coinfection in
HIV-1 infected patient was the use of PCR followed by LIA technique.

Keywords. HTLV-1/2, diagnosis, serology, PCR, HIV-1/HTLV-coinfection, algorithm tests.
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INTRODUCAO

Os virus linfotrépicos de células T humanas
dos tipos 1 e 2 (HTLV-1 e HTLV-2) foram os
primeiros retrovirus humanos a serem descritos,
seguido do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV-1)'". Por compartilharem das mesmas vias
de transmissao, nao é raro que ocorra a coinfec¢ao
HIV-1/HTLV. Estudos revelam que a coinfecgao
HIV-1/HTLV pode interferir no desenvolvimento
e instalacio da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (Aids), variando de acordo com o tipo
viral. Na infec¢do conjunta HIV-1/HTLV-1; por
ambos os virus terem tropismo por linfécitos T
CD4+ pode haver progressao rapida para Aids pelo
fato do HTLV-1 imortalizar a célula e aumentar o
numero de células T CD4+ e, consequentemente
aumentar a replicacdo viral de reservatorios
latentes*®. Ao mesmo tempo, valores de CD4+
elevados interferem no inicio do tratamento
antirretroviral, pois pode levar a falsa idéia de
controle da replica¢do viral e de doencas’. Em
casos de coinfec¢ao HIV-1/HTLV-2; pode ocorrer
redugdo da replica¢do do HIV-1 e progressao lenta
para a sindrome, tornando-se um fator protetor.
Esta protecao tem sido relacionada a resposta
imune inata e a producao de quimiocinas que
se ligam ao CCRS5 (co-receptor para o HIV-1),
impedindo sua penetragao na célula hospedeira.
Este tipo de coinfec¢do costuma ser frequente
entre usuarios de drogas injetaveis (UDIs)”®. Desta
forma, faz-se necessario nao s6 o diagnostico
da coinfec¢ao HIV-1/HTLV, mas também o
diagnoéstico laboratorial final; com a diferenciagao
do tipo viral presente na dupla infecgao.

Desde 1998, o Instituto Adolfo Lutz de Sao
Paulo realiza a sorologia para HTLV-1/2
em amostras de sangue provenientes de
Ambulatorios de Especialidades do SUS e de
Centros de Referéncia em Aids e, desde entdo,
relata dificuldades no diagnostico, principalmente
de infec¢do por HTLV-2°'%. Mesmo com as
adaptagoes dos kits e a melhora na especificidade
dos ensaios sorologicos para estas infecgoes virais,
ndo existe até hoje um teste que seja 100 % sensivel
e especifico para detectar todos os casos de infecgdo
por HTLV-1 e principalmente por HTLV-2 no
Brasil'®!1>1721 - Desta forma, alguns problemas
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como baixa sensibilidade e especificidade dos
testes de triagem soroldgica®'>!*!>!¥ e a necessidade
de se reavaliar o valor do cut off da reagdao" foram
encontrados. Ainda, devido ao grande numero
de soros com padrdo indeterminado no teste
confirmatorio de Western Blot (WB), ao redor
de 35 %, foi sugerida a implanta¢do de ensaios
moleculares para confirmagdo diagnodstica'>'>*2
De fato foi proposta a utilizagao da PCR em vez
de WB como ensaio de confirmagdo da infec¢do
HTLV-1/2, mas um estudo piloto realizado com
casuistica de Sao Paulo detectou baixa sensibilidade
da PCR quando aplicada em amostras de sangue
provenientes de pacientes com HIV-1/Aids*.
Desta forma, o presente estudo objetivou ampliar
e confirmar os resultados anteriormente obtidos;
comparando o desempenho dos testes sorologicos
de triagem e confirmatérios disponiveis no
mercado, assim como da PCR em tempo real (pol)
para definir o melhor algoritmo de diagnoéstico
de infeccao por HTLV-1 e HTLV-2 aplicado a
populac¢ao infectada pelo HIV-1/Aids.

MATERIAL E METODOS

Casuistica

No periodo entre agosto de 2013 a maio de
2014, pacientes atendidos no Centro de Referéncia
e Treinamento em Doengas Sexualmente
Transmissiveis e Aids de Sao Paulo (CRT DST/
Aids-SP) foram convidados a participar do estudo
de forma aleatéria de acordo com a sua ida ao
laboratdrio para coletar amostras para os exames
de rotina de contagem de linfécitos T CD4+,
linfécitos T CD8+ e quantificagao da Carga Viral de
HIV-1. Apds assinarem Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) e responderem
questionario tiveram seu sangue coletado em tubo
contendo EDTA para a separagao de plasma e
células para as analises laboratoriais. O grupo de
estudo compreendeu 1.608 pacientes atendidos
neste Centro. No questiondrio houve coleta de
dados  socio-demograficos,  epidemioldgicos,
clinicos, laboratoriais e, quando necessario,
foram obtidos dados complementares através do
prontudario do paciente. As amostras de sangue
foram encaminhadas ao Instituto Adolfo Lutz para
analise.
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Foram incluidos pacientes com infecgdo
por HIV-1 confirmada segundo critérios do
Ministério da Saide, maiores de 18 anos e, que
realizavam acompanhamento regular no CRT
DST/Aids-SP.

Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado pelo Comité
Cientifico e Diretoria Geral do IAL (CTC
# 106D/2013) e pelos Comités de Etica das
Institui¢des envolvidas, CEPIAL parecer 187.709,
e CEP CRT, parecer 201.697, e foi cadastrado
na Plataforma Brasil sob numero CAAE
11302512.0.0000.0059.

Preparo das amostras

Amostras desanguetotal coletadasem tubo
contendo EDTA e separadas apos sedimentagdo
espontdnea em plasma e em leucécitos do sangue
periférico (PBL) depois de choque hipotonico
foram armazenadas em freezer a -20 °C.

Sorologia

A triagem dos 1.608 plasmas para
detec¢do de anticorpos anti-HTLV-1/2 foi
realizada usando dois kits comerciais: Murex
HTLV-I+1I, Diasorin, UK e o Gold ELISA
HTLV-I+1I, REM, SP, Br (ambos de 3% geracao,
contendo peptideos sintéticos e/ou proteinas
recombinates como antigenos e conjugado).
Como testes confirmatorios de Western Blot
(WB) eimunoensaio delinha (Line ImmunoAssay
- LIA ) foram utilizados os kits HTLV Blot 2.4,
MP Biomedicals, USA e o INNO-LIA HTLV I/
II, Innogenetics, Belgium. Todas as reagdes
seguiram as instru¢des dos fabricantes.

PCR em tempo real

A extracdo de DNA com os PBL foi
realizada usando sistema robotizado da Roche
(Extrator MagNA Pure LC 2.0) e o Kit MagNA
Pure LC DNA isolation Kit I, Roche Diagnostics
GmbH Roche Applied Science-Mannheim,
Germany, conforme orientagdo do fabricante.

Para a PCR em tempo real qualitativa
foi utilizado o sistema Taq Man® (Applied
Biosystems, USA) de trés sequéncias alvo: o gene
da albumina humana como controle endégeno e

os genes pol de HTLV-1 e de HTLV-2. Os primers
e sondas, assim como os protocolos de reagdo
foram os descritos por Costa et al'>?.

Analise dos dados

Apods a coleta das informagdes, foi
constituido um banco de dados utilizando o
programa Epi Info versao 3.5.4 para Windows,
e usado o teste do Qui-Quadrado (multiplos
grupos) ou exato de Fisher (dois grupos) para a
analise das variaveis categoricas.

Para as variaveis continuas (densidade
optica nos ensaios imunoenzimaticos) foram
usados os testes ndo paramétricos de Kruskal-
Wallis (multiplos grupos) ou Mann-Whitney
(dois grupos), usando o programa estatistico
GraphPad Prism 3.0. Foram consideradas
associagdes estatisticamente significantes quando
p <0,05.

Para avaliagdo de custo/efetividade dos
testes confirmatérios (WB, LIA e PCR em tempo
real) foram considerados os valores de R$ 210,00
para cada teste WB, R$ 230,00 para cada teste
LIA e R$ 82,95 para a PCR em tempo real pol,
tomando como base cotagdo de precos de julho
de 2014 e avaliados diferentes algoritmos.

RESULTADOS

As caracteristicas demograficas, clinicas
e laboratoriais da populagdo coinfectada
HIV-1/HTLV sao apresentadas na Tabela 1. A
média de idade desta populagdo foi de 50 anos.
Houve alta prevaléncia de hepatite B e C, s
endo 44 % e 70 % dos pacientes infectados por estes
virus respectivamente. As médias de contagens
de linfécitos T CD4+ e T CD8+ em cel/mm® nao
mostraram diferenga significante nos grupos
HIV-1/HTLV-1, HIV-1/HTLV-2 e HIV-1/HTLV.

Noventa e quatro por cento dos casos de
coinfecgdo HIV-1/HTLV se encontravam em uso
de terapia antirretroviral. Setenta por cento dos
pacientes (15 HTLV-1, 17 HTLV-2 e trés HTLV)
apresentaram carga viral de HIV-1 abaixo do limite
de detecgdo do teste utilizado. No entanto, quando
havia virus circulante as médias de carga viral
foram baixas, sendo maior nos casos de coinfec¢io
HTLV-1emrelagao ao HTLV-2 e HTLV (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais de pacientes coinfectados HIV-1/HTLV do CRT DST/

AIDS-SP, Sao Paulo, Brasil

Caracteristicas demograficas, HTLV-L HTLV-2 HILV
clinicas e laboratoriais
(n=25)? (n=21)? (n=4)*
Idade em anos® 49,3 (28-66) 50,6 (45-68) 50,5(48-53)
Género
Masculino 15 (60 %) 9 (52,9 %) 2 (50 %)
Feminino 10 (40 %) 12 (47,1 %) 2 (50 %)
Coinfeccao HCV 17 (68 %) 15 (71,4 %) 3 (75 %)
Coinfeccao HBV 12 (48 %) 9 (42,8 %) 1(25 %)
Use de TARV 23 (92 %) 21 (100 %) 3(75 %)
Mediana de CD4 cel/mm? 433,66 (9-1150) 520,95(65-1089) 464,5(65-944)
Mediana de CD8 cel/mm? 850,4(230-2277) 809,3(330-1737) 1210(653-2386)

Mediana de Carga Viral HIV 53912,8 (<Lim-221348)

copias

WB 23 (92 %)
LIA 24 (96 %)
PCR 18 (72 %)

1627,66 (<Lim-2705) 225 (<Lim-900)

12 (57,1 %) 3 (75 %)
20 (95,2 %) 4 (100 %)

12 (57,1 %) 2(1 HTLV-1e1 HTLV-2)

Legenda: “total de casos positivos para este tipo viral considerando os resultados dos trés ensaios confirmatdrios. "média de idade (minima e méxima);
n= numero de pacientes; HCV= virus da hepatite C; HBV= virus da hepatite B; TARV= terapia antirretroviral; WB= Western Blot 2.4; LIA= Line

ImmunoAssay; PCR= reagio em cadeia da polimerase em tempo real (pol)

Das 1.608 amostras analisadas, os testes de
triagem detectaram 51 (Murex) e 49 (Gold ELISA)
plasmas reagentes.

Pelo teste de WB houve confirmacio
de positividade para HTLV-1 em 23 amostras,
12 HTLV-2, seis HTLV, nove mostraram perfil
indeterminado e uma resultou negativa. Pelo teste
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LIA, confirmou-se 24 HTLV-1, 20 HTLV-2, seis
HTLV e uma negativa. Ja a PCR em tempo real
detectou 18 amostras positivas para HTLV-1 e 12
para HTLV-2, uma das quais o Gold ELISA havia
resultado inconclusivo (DO/CO = 0,9) e duas com
perfil HTLV nao tipado no WB e LIA (Figura 1).
Assim, o kit Murex mostrou-se mais sensivel.
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Figura 1. Algoritmo realizado para triagem e confirmatdrio da infec¢ao pelos virus HTLV-1/2 em pacientes HIV-1

51 amostras EIA

reagentes

1557 amostras
negativas

51 Murex
reagentes

49 Gold ELISA
reagentes

Western Blot

Line InmunoAssay

(51)

HTLV-1 HTLV-2
(18/25) (12/21)

Uma andlise mais cuidadosa dos valores
da relagao entre a densidade 6ptica sobre o valor
de corte “cut off’ (DO/CO) mostrou que o kit
Gold ELISA apresentou média mais baixa nos
casos de infecgdo por HTLV-2 quando comparada
ao kit Murex. As médias obtidas pelos dois
kits considerando os resultados do WB/PCR e
do LIA/PCR mostraram diferenca significante
para os casos de HTLV-1, HTLV-2 e HTLV (p
= 0,0006 e p = 0,025), no entanto quando os
kits Murex e Gold ELISA foram analisados de
forma pareada, nao houve diferenga significante
(Figura 2). A sensibilidade e especificidade
do kit Murex com esta casuistica foi de
100 % e 99 %, e a do Gold ELISA de 98 % e 100 %,
respectivamente.

Legenda: IND (perfil indeterminado)

A coinfec¢ao por HTLV foi confirmada,
considerando o resultado positivo em qualquer
um dos trés ensaios confirmatérios (WB, LIA ou
PCR), assim, foi possivel detectar a coinfec¢dao
HIV-1/HTLV em 50 pacientes: 25 HIV-1/HTLV-1
(1,55 %), 21 HIV-1/HTLV-2 (1,31 %) e quatro
HIV-1/HTLV (0,25 %). As sensibilidades dos testes
LIA, WB e PCR em tempo real foram de 96 %,
76 % e 60 %, respectivamente.

Em relagao ao custo-beneficio os possiveis
algoritmos de testes confirmatérios de infecgao
por HTLV-1/2 estao representados na Tabela 2,
onde o algoritmo C (que usa a PCR como primeiro
teste confirmatério) apresentou menor custo,
embora a melhor eficiéncia tenha sido do LIA
(algoritmo B).
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Figura 2. Resultados de DO/CO obtidos com os kits Murex e Gold ELISA dos casos de coinfecgdo HIV-1/HTLV em
relacao aos resultados de WB e PCR em tempo real pol para HTLV-1 e HTLV-2 [A e B] e em relagdo aos resultados de
LIA e PCR em tempo real pol para HTLV-1 e HTLV-2 [C e D] usando GraphPad Prism e os programas estatisticos de
Kruskal-Wallis ANOVA [A e C] (p = 0,0006 e p = 0,025 respectivamente) e Mann- Whitney U-test [B e D]

Tabela 2. Relagdo custo-beneficio de algoritmos de testes confirmatérios de infec¢ao por HTLV-1 e HTLV-2 utilizados
em pacientes infectados por HIV-1

Custo-Beneficios dos Algoritmos Aplicados a Pacientes HIV-1/Aids

Algoritmo A Algoritmo B Algoritmo C
Teste Custo Teste Custo Teste Custo

Western Blot Line ImmunoAssay PCR em tempo real

R$ 10.710,00 R$ 11.730,00 R$ 4.230,45
(n=51) (n=51) (n=51)
PCR em tempo real PCR em tempo real Line ImmunoAssay

R$ 1.327,20 R$ 497,70 R$ 4.830,00
(n=16) (n=6) (n=21)
Custo total R$ 22.313,78 R$ 12.227,70 R$ 9.060,45

Legenda. Algoritmo A: sequéncia de ensaios confirmatorios utilizados atualmente no diagnostico da infecgdao por HTLV1/2 no Instituto Adolfo Lutz; Algoritmo
B: melhor algoritmo confirmatodrio indicado para o diagnéstico de HTLV1/2 em populagao HIV/Aids; Algoritmo C: sugestdo de algoritmo a ser aplicado visando

apenas menor custo em laboratérios com estrutura para realizar ensaios de biologia molecular; Western Blot (HTLV Blot 2.4); Line ImmunoAssay (INNO-LIA
HTLV I/II); PCR em tempo real pol (Costa et al, 2011)
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DISCUSSAO

Diante das diversas modificagdbes no
formato e composicao dos kits de triagem para
diagndstico da infec¢ao por HTLV-1/2; em que
os de segunda geracdo eram mais especificos
enquanto os de terceira eram demasiadamente
sensiveis, e por apenas um ensaio nao ser 100 %
sensivel paradetectartodasasamostrasrealmente
infectadas'*'¢, o algoritmo adotado no Instituto
Adolfo Lutz consistia na triagem por dois ensaios
imunoenzimaticos (um de segunda e outro de
terceira gera¢do). No entanto, atualmente sé sdo
comercializados kits de terceira geragao (formato
sanduiche e com antigenos recombinantes).
Desta forma, o presente estudo avaliou dois kits
disponiveis no mercado, um de procedéncia
nacional (Gold ELISA) e outro importado
(Murex) com o intuito de verificar se os dois kits
teriam um bom desempenho e consequentemente
qualquer um dos dois poderia ser utilizado para
rotina diagndstica. Como apresentado na Figura
2, ndo houve diferenca significante entre as DO/
CO obtidas em ambos os testes p > 0,05, apesar
de o Gold ELISA resultar inconclusivo em um
caso positivo para HTLV-2. Entretanto, quando
este kit for aplicado a rotina diagnostica, deve-
se considerar a zona cinza. Este fato reforga as
dificuldades ja descritas em estudos anteriores
encontradas para o diagnoéstico de HTLV-2 em
pacientes coinfectados por HIV-1%.

Nao ha um consenso em relagdo ao
ensaio confirmatdrio a ser utilizado, conferindo
assim, auséncia de um padrio ouro para o
diagnostico desta infec¢do. Desta forma, o WB
ainda é o teste confirmatdério mais utilizado
em todo pais, devido a sua disponibilidade no
mercado e por ser uma técnica que nao requer
uma infraestrutura muito elaborada para sua
realizagdo. Costumavaapresentar umaltonimero
de padroes indeterminados principalmente
em amostras também infectadas por HIV-1%.
Neste estudo observou-se que o percentual de
indeterminados diminuiu para 18 % (9) sendo
89 % dos casos HTLV-2, mostrando que mesmo
com as modificacdes ocorridas durante o
passar dos anos na composicao das tiras (como
incorporagdo de glicoproteinas recombinantes

do envelope de HTLV-1 e de HTLV-2, juntamente
com a proteina recombinante transmembrana
GD21 compartilhada por ambos), elas ainda
tém baixa sensibilidade para os isolados de
HTLV-2 brasileiros.

Buscando esclarecer os soros com perfil
indeterminado,em2010Costaecolaboradores'>*
propuseram a utilizacao da PCR em tempo real
como teste confirmatoério de primeira escolha,
seguido do WB, uma vez que o Instituto tinha
estrutura implantada para um teste molecular,
embora a sensibilidade da PCR tenha sido mais
baixa em relacido ao WB?.. Estes resultados
foram confirmados no presente estudo. A
baixa sensibilidade da PCR foi explicada pelo
uso da terapia antirretroviral, que suprimiu
a carga viral de HIV-1, e, provavelmente, de
HTLV, uma vez que a maioria dos pacientes
(70 %) apresentou carga viral abaixo do limite
de detec¢do; no entanto a PCR foi capaz de
discriminar dois casos de infec¢ido HTLV nio
tipados (um HTLV-1 e um HTLV-2) pelo WB
e LIA. Nao foi detectada nenhuma correlagio
entre os resultados da PCR e o nimero de células
CD4 + e CD8 +. Curiosamente e corroborando
os resultados obtidos, houve maior carga viral
de HIV-1 nos casos de infec¢ao por HTLV-1
do que por HTLV-2 ou HTLV ndo tipado e isto
pode estar relacionado com evolugao clinica do
paciente. De fato, a coinfeccao HIV-1/HTLV-2
parece desempenhar um papel protetor no
desenvolvimento da Aids.

O LIA se mostrou o ensaio mais eficiente
na confirmacdo e discriminacdo da infeccdo
pelo HTLV-1 e HTLV-2 e, uma hipédtese é de que
os antigenos dotados nas tiras de nylon podem
ser mais sensiveis na detec¢do de anticorpos
anti-HTLV-2 dos isolados brasileiros. Outro
ponto relevante para ser o teste confirmatdrio
de primeira escolha é pelo fato de ndo ter como
requisito infraestrutura de alta complexidade,
permitindo que mais LACENs realizem o
diagnostico para HTLV-1 e HTLV-2, uma vez que
tenham recebido treinamento, principalmente
para a leitura e interpretagdo dos resultados.
Porém, ndo se pode excluir a possibilidade do
LIA ter um critério menos rigido de interpretagdo
em relacdo ao WB.
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Analisando reduciao de custos e
melhor desempenho, o LIA deveria ser o
ensaio confirmatéorio de primeira escolha,
pois ha diminuicao de 45 % dos custos com
testes confirmatdrios trocando o algoritmo A
(utilizado atualmente), em que consiste na
realizagao do WB e as amostras negativas e ou
com perfil indeterminados seguem para a PCR
em tempo real, pelo B (onde ha troca do WB
pelo LIA), ambos representados na Tabela 2.
Mesmo apresentando valor um pouco mais
alto em relacdo ao WB ocorre a redugao, uma
vez que o imunoensaio de linha mostrou maior
sensibilidade e eficicia na confirmacido da
infeccao por HTLV-1/2 na populagio estudada;
evitando que as amostras necessitassem de
um segundo teste para concluir o diagndstico.
Considerando apenas a redugdo de custos, o
melhor algoritmo ¢ o C; em que a PCR ¢ o teste
de primeira escolha (Tabela 2) diminuindo 26 %
dos gastos em relagdo ao B e 59 % comparado ao
algoritmo atual (A), contando que o laboratério
ja possua estrutura para ensaios moleculares.

Como conclusiao observou-se que, em
pacientes infectados pelo HIV-1, o algoritmo
adotado deve considerar a zona cinza na triagem
sorologica; principalmente quando se utiliza apenas
um kit EIA. Além disso, o teste confirmatério
com melhor desempenho aplicado a esta populagao
de estudo é o imunoensaio de linha.
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ABSTRACT

Infectious diseases in renal patients may be associated with the dialysis water quality, which may
be contaminated with microorganisms. In Brazil, the water quality is evaluated by analyzing total
coliforms, heterotrophic bacteria, and bacterial endotoxin, but not Pseudomonas sp. and fungi.
Water samples from haemodialysis units in Curitiba/PR were investigated on their conformity with
the standard established by the Brazilian Health Ministry. Total coliforms, heterotrophic bacteria,
P aeruginosa and fungi counts were performed according to APHA, and LAL methodology for
detecting bacterial endotoxin. All of the samples showed the total coliforms counts <1.1 MPN/100 mL,
and > 95 % of analyzed samples complied with the standards for heterotrophic bacteria counting.
P aeruginosa was recovered from 4 % of samples. In 15 % of samples, bacterial endotoxin was
detected in values above the limit established by legislation. Yeasts were isolated from 26 % samples
and filamentous fungi from 58 %, being 46 % characterized as melanized fungi. The fungi genera were
Cladosporium spp., Penicillium spp., Beauveria spp., Exophiala spp., Fusarium spp., Aspergillus spp.,
Trichoderma spp, Acremonium spp. and Rinocladiella spp.. The study highlights the significance of
P aeruginosa and fungi detection in those systems, as these microorganisms are potentially pathogenic
to immunocompromised patients.

Keywords. Pseudomonas aeruginosa, coliforms, heterotrophic bacteria, endotoxins, fungi.

RESUMO

Doengas infecciosas em pacientes renais podem ser associadas a qualidade da agua de didlise, que
pode apresentar contamina¢do com microrganismos. Pelos padrdes brasileiros, a qualidade da
agua ¢ avaliada analisando-se coliformes totais, bactérias heterotroficas e endotoxinas bacterianas.
Pseudomonas sp. e fungos nao sao investigados. Amostras de dgua de clinicas de hemodialise em
Curitiba/PR foram avaliadas quanto & conformidade com os padrdées do Ministério da Saude.
Contagens de coliformes totais, bactérias heterotroficas, Pseudomonas aeruginosa e fungos foram
realizadas seguindo-se APHA e detecgdo de endotoxina pela metodologia LAL. Todas as amostras
tiveram contagens de coliformes totais abaixo de 1,1 MPN/100 mL e > 95 % das amostras apresentaram
padroes aceitdveis para bactérias heterotroficas. P. aeruginosa foi encontrada em quatro amostras.
Em 15 % das amostras, endotoxinas bacterianas foram detectadas em valores acima dos permitidos
pela legislagao. Leveduras foram isoladas em 26 % das amostras e fungos filamentosos em 58 %,
sendo 46 % melanizados e 27 % hialinos. Os géneros fungicos detectados foram Cladosporium spp.,
Penicillium spp., Beauveria spp., Exophiala spp., Fusarium spp., Aspergillus spp., Trichoderma spp,
Acremonium spp. e Rinocladiella spp.. Foi evidenciada a importincia da detec¢do de P. aeruginosa
e fungos nestes sistemas, uma vez que estes podem ser potencialmente patogénicos para pacientes
imunocomprometidos.

Palavras-chave. Pseudomonas aeruginosa, coliformes, bactérias heterotroficas, endotoxinas, fungos.
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INTRODUCTION

The Brazilian Society of Nephrology
estimates that about 10 million people are affected by
different levels of Chronic Renal Disease in Brazil'.
About 89.4 % of these patients had been submitted
to hemodialysis and 10.6 % to peritoneal dialysis.
The mortality observed was 15.2 % per year mostly
due to the cardiovascular (37 %) and brainvascular
(10 %) complications, infectious (26 %) and others
not identified (27 %)>

Infectious diseases in renal patients can be
associated to the dialysis water quality, in which
several microorganisms, such as bacteria, viruses,
fungi, protozoa, algae and also bacterial toxins
can be assessed, mostly due to the inefficacy in
the water treatment process °. Figel et al* detected
the presence of fungi in 66 % of water samples
assayed from dialysis units in Southern Brazil,
and observed the high prevalence (46 %) of black
fungi, that can be associated to several diseases
related to immunocompromised patients. The
bacterial  cytokine-inducing  substances, as
lipopolysaccharides (endotoxins), exotoxins and
peptidoglycans, are also a concern, as they can
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be transferred to the patient blood compartment
during dialysis. The exposure to high levels of
endotoxins is obviously associated with pyrogenic
reactions and septicemia®. In Brazil, standards
had been established for the certification of water
quality in those systems®. The microbial standards
for water for dialysis includes absence of coliforms,
heterotrophic bacteria count limits of 200 CFU/mL
and endotoxin limits of is 2 EU/mL; and for
dyalisate, heterotrophic bacteria count limit, the
only parameter predicted for, of 2000 CFU/mL’.
Although those parameters are important and
necessary, others microorganisms and metabolites
should be investigated in dialysis water systems,
such as Pseudomonas sp., mycobacteria, fungi and
mycotoxins®.

We aimed the evaluation of the microbial
quality of water for dialysis provided by Hemodialysis
Units in Curitiba, Parand, Brazil, in attempt to verify
the accomplishment of the standards demanded
by Brazilian Health Ministry. In addition, counts
of Pseudomonas aeruginosa and fungi were also
performed in attempt to highlight its importance
and propose its inclusion in future revisions of the
standards for water for dialysis.
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Figure 1. Points collected in clinical hemodialysis of samples of tap water, treated water for dialysis and dialysate (Figel et al, 2013)
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MATERIAL AND METHODS

Water sampling

Samples of tap water (point 1), treated
water for dialysis (point 2) and dialysate into the
dialysis system (point 3) were obtained from six
Hemodialysis Unitsin Curitiba, PR, Brazil (Figure 1).

The collections were performed monthly
from October 2009 to November 2010. The
sampling points were previously disinfected by
applying 70 % alcohol to faucet and 400 mL of
water flowed freely after the treatment, to prevent
sample contamination with the disinfectant utilized.
The samples were collected to sterile 250 mL glass
flasks after 30 seconds of free flow. To the flask for
the point 1 had been added 10 % sodium thiosulfate
and the flasks for bacterial endotoxin analysis were
previously depyrogenated.

The microbiological analysis of the samples
(217) were performed within 12-h after collection,
at the Laboratory of Microbiology and Toxicology
of the Parana Institute of Technology - TECPAR
and LabMicro/UFPR.

The research was approved by the
Committee of Ethics in Research of Federal
University of Parana (CEP/SD: 799.134.09.09
CAAE: 0059.0.091.091-09).

Methods

Regarding the standard parameters
for dialysis water in Brazil®, we performed the
heterotrophic bacteria count test by pour plate
method, total coliforms count test by multiple-
tube method in 100 mL’, and detection of bacterial
endotoxin by the Limulus amebocyte lysate (LAL)
method'. Although not necessary according to
Brazilian standards, other parameters were also
evaluated: P. aeruginosa count test by multiple-
tube method and fungi count by spread plate and
membrane filter method”’.

Heterotrophic bacteria count

10 mL of the sample was added to a
diluent to make a 1:10 dilution. 1-mL aliquots of
the sample and the 1:10 dilution preparation were
separately added to Petri dishes. The molten PCA
medium (0.5 % peptone, 0.25 % yeast extract, 0.1 %
glucose, 1.5 % agar; pH 7.0) was added to each
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plate, which was incubated at 35 °C + 1 °C for 48 h.
At the end of the incubation period, the recovered
colonies from each plate were enumerated and the
results were expressed in colonies forming units
(CFU) per mL’. The experiments were conducted
in duplicate.

Total coliforms

The total coliforms counts were assessed by
the most probable number (MPN) method®. 10-mL
aliquots of the samples were added to a set of 10 tubes,
each containing double-strength Lauryl Sulphate
broth added of blue bromocresol (Hymedia) and an
inverted Durham tube. All tubes were incubated at
35°C + 1 °C for 48 h. Following incubation, the tubes
that were media acidification was observed and/
or gas was noticed inside the Durham tubes were
submitted to confirmation test for total coliform.
Each presumptively positive tube was subcultured
into a Brilliant Green Bile 2 % broth (Hymedia)
and incubated at 35 °C + 1 °C for 48 h. Positive
results indicate the presence of total coliforms
and the count was expressed as MPN/100 mlL’.

Endotoxins

The bacterial endotoxin test was
performed using the Limulus amebocyte lysate
(LAL) by gel-clot limit test. Each sample was
diluted usin water for Bacterial Endotoxins Test
until the maximum valid dilution (MVD), that was
calculated from equation MVD = endotoxin limit
for water for dialysis/A [where A is the labeled
sensitivity of LAL reagent in the gel-clot technique].
Equal volumes of sample and LAL reagent were
transferred to test tubes, mixed and incubated at
37°C + 1 °Cfor 1 h in water bath, in order to verify
a firm gel formation at the bottom of the tubes.
Positive control for endotoxin production was CSE
Standard Endotoxin E. coli 055:B5. The results
were expressed by endotoxins units (EU)/mL".

Pseudomonas aeruginosa

P aeruginosa count was performed by
MPN/100 mL’. A 10-mL aliquot of the sample was
inoculated into 10 tubes containing double-strength
asparagin broth (Hymedia). The inoculated tubes
were incubated at 35°C + 1 °Cfor 48 h. Tubes showing
turbidity and/or pigmentation were submitted to
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confirmation. 0.1 mL of cultures in positive tubes
were inoculatedinto acetamide broth (Hymedia) and
onto the surface of cetrimide agar, all incubated at
35°C+1°Cfor48h.Thedevelopmentofapurplecolor
atacetamidebrothandapresenceofagreenfluorescent
pigment at cetrimide agar indicated the presence of
P aeruginosa. Theresults were expressedin MPN/mL.

Fungi
Fungi were counted by spread plate method
and by membrane filter technique’.

Spread plate method

10 mL of the sample was added to a
diluent to make a 1:10 dilution. 0.1-mL aliquots
of the sample and the 1:10 dilution preparation
were separately transferred onto Petri dishes
containing Potate Dextrose Agar (Hymedia)
added of tartaric acid 10 %, pH 3.5, and the
samples were spread over the surface of the
culture medium using a sterile Drigalski spatel.
The plates were incubated at 25 °C + 1 °C
for 5 days (faster growth fungi) and 20 days
(slower growth fungi). The experiment was conducted
in duplicates.

Membrane filter method

100 mL of sample were filtered through a
sterile 47-mm, 0.45-pm-pore-diam membrane filter.
The membrane was placed on PDA medium,
pH 3.5 (Hymedia) supplemented with tartaric acid
10 % in Petri dish, that wasincubated at 25 °C + 1 °C
for 15 days. Colonies were enumerate and the results
were expressed CFU/100 mlL’. Positive cultures

of filamentous fungi were inoculated on Sabourad
dextrose agar (Hymedia), incubated at 25 °C + 1 °C,
and the single-spore colonies were selected for
identification, carried out using macro and microscopic
features. The assays were performed in duplicates.

RESULTS AND DISCUSSION

More than 95 % of the samples were
considered in accordance with the standards required
by valid Brazilian legislation in 2009 in regard of
heterotrophic bacteria counts. All samples resulted
in absence of total coliforms (< 1.1 MPN/100 mL),
as predicted by legislation. Abbas et al'* analyzed
total coliforms in 225 samples from hemodialysis
units in Greece and observed that 4,9 % of the
samples assayed showed counts not acceptable for
the stablished standards.

P aeruginosa was recovered from 4 % of
the samples (8/217) and this result confirm De
Filippis et al® suggestion that P aeruginosa as an
additional parameter for assuring the quality of water
for dialysis.

15% of the samples showed bacterial
endotoxin > 2 EU/mL. However, 32 % of the samples
showed values < 0.125 EU/mL, in accordance to the
parameters established by Brazilian legislation and
standards from Italy, Sweden, Germany and Norway.

Hyaline yeasts were recovered from 26 % of
the samples (57/217) and filamentous fungi, from
58 % of the samples (125/217) - 46 % characterized
as melanized fungi and 27 % as hyalines.
The higher isolation was observed when the
membrane filter method was employed (Table 1).

Table 1.Percentage of yeasts and filamentous fungi verified in water for dialysis using spread plate and membrane

filter methods

Spread plate Membrane filter

Collecting points

Yeasts

All points

Point 1 (tap water)
Point 2 (dialysis water)
Point 3 (dialyzate)
Point 4 (dialysis water)

9% (19/217)
1% (1/72)
14 % (10/72)
14 % (8/58)
0% (0/15)

26 % (56/217)
12 % (9/72)

39 % (28/72)

31 % (18/58)
7% (1/15)

Filamentous fungi

All points

Point 1 (tap water)
Point 2 (dialysis water)
Point 3 (dialyzate)
Point 4 (dialysis water)

21 % (46/217)
31 % (22/72)
18 % (13/72)
16 % (9/58)
13 % (2/15)

52 % (112/217)
61 % (44/72)
60 % (43/72)
36 % (21/58)
27 % (4/15)
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Despite of the fungi contamination
observed in the dialysis units, the national and
the most of the international legislation do not
include these microorganisms as indicators of
quality for water for dialysis, except in Sweden,
where the current standards for fungi are 10
CFU/mL".

The fungal isolates were identified as
Cladosporiumspp., Penicilliumspp., Beauveriaspp.,
Exophiala spp., Fusarium spp., Aspergillus spp.,
Trichoderma  spp, Acremonium spp. and
Rinocladiella spp. Figel et al* isolated black
fungi from the water inlet of the municipal
supply and in treated water for dialysis and
dialysate by five dialysis clinics; three Exophiala
species were characterized, Exophiala pisciphila,
E.canceraeand E. equina.Schiavanoetal**evaluated
976 water samples and recovered filamentous
fungi in 96 samples, yeast isolates in 28, and six
samples contained both moulds and yeasts. These
authors described 26 genera of fungi, many of
which are known as opportunistic pathogens,
such as Cladosporium spp., Alternaria spp.
and Tricophyton spp. Fungal counts in treated
water and standard dialysate solution were
always below the threshold (< 10 CFU/mL), in
agreement with the Italian guidelines for dialysis
fluid quality, however 10.9 % of the samples of
ultrapure dialysate solution were contaminated
by one or several fungi types.

These results highlight the importance
of contaminants detection in dialysis systems,
as many infections have been described in
immunocompromised patients. The parameters
not practiced in Brazil, P. aeruginosa and fungi
count, and also the detection of melanized fungi,
indicate the necessity of further analysis in those
systems, in regard to the patients’” health.

REFERENCES

1. Sesso RC, Lopes AA, Thomé FS, Lugon JR, Santos DR.
Relatério do censo brasileiro de dialise de 2010. J Bras
Nefrol.2011;33(4):442-7. http://dx.doi.org/10.1590/S0101-
28002011000400009

2. Sesso R, Lopes AA, Thomé FS, Bevilacqua JL, Romaio Jr JE,
Lugon J. Relatério do Censo Brasileiro de Dialise, 2008. ] Bras
Nefrol.2008;30(4):233-8.

70

3. De Filippis P, Spitaleri G, Damiani F, Pana A. Microbiological
quality of haemodialysis water in various hospitals and
private clinics in the Lazio region (Italy): 2000-2004. Ig Sanita
Pubbl.2007;63(1):21-9.

4. Figel IC, Marangoni PRD, Tralamazza SM, Vicente VA,
Dalzoto P do R, do Nascimento MM, et al. Black yeasts-like
fungi isolated from dialisys water from Brazilian hemodialysis
units. Mycopathol.2013;175(5-6):413-20. doi: 10.1007/s11046-
013-9633-4

5. Schindler R, Christ-Kohlrausch E Frei U, Shaldon S.
Differencesinthe permeability ofhigh-fluxdialyzermembranes
for bacterial pyrogens. Clin Nephrol.2003;59(6):447-54.

6. Brasil. Resolugdo RDC n° 154, de 15 jun. 2004. Estabelece o
Regulamento Técnico para o funcionamento dos Servigos de
Dialise. Diario Oficial [da] Uniéo, Brasilia, DF, 17 jun 2004.

7. Montanari LB, Sartori FG, Cardoso MJO, Varo SD, Pires
RH, Leite CQF, et al. Microbiological contamination of a
hemodialysis center water distribution system. Rev Inst Med
Trop S Paulo.2009;51(1):37-43. http://dx.doi.org/10.1590/
S0036-46652009000100007

8. Pires-Gongalves RH, Sartori FG, Montanari LB, Zaia
JE, Melhem MS, Mendes-Giannini M], et al. Occurrence
of fungi in water used at a haemodialysis centre. Lett
App  Microbiol.2008;46(5):542-7.  doi:  10.1111/j.1472-
765X.2008.02349.x

9. American Public Health Association (US). Standard
methods for the examination of water and wastewater. 212 ed.
Washington: American Public Health Assoc; 2005.

10. United States Pharmacopeia (US). 31* ed. Rockville: The
United Stated Pharmacopeial Convention; 2008.

11. Kern ME, Blevins KS. Micologia Médica. Sdo Paulo:
Premier; 1999.

12. El-Koraie AF, Hazzah WA, Abbass AA, El-Shazly SA.
Bacteriological monitoring of dialysis fluid in 2 haemodialysis
units in Alexandria, Egypt. Saudi Med J. 2007;28(8):1234-8.

13. Nystrand R. Microbiology of water and fluids for
hemodialysis. ] Chin Med Assoc. 2008;71(5):223-9. doi:
10.1016/S1726-4901(08)70110-2

14. Schiavano GF, Parlani L, Sisti M, Sebastianelli G, Brandi
G. Occurrence of fungi in dialysis water and dialysate from
eight haemodialysis units in central Italy. ] Hosp Infect.
2014;86(3):194-200. doi: 10.1016/j.jhin.2013.11.010

15. Revankar SG. Clinical and Treatment Aspects of Brown-
Black Fungi. Curr Fung Infect Rep. 2010;4(1):46-51. doi:
10.1007/s12281-010-0004-z.



e Rl COMUNICAGAO BREVE/ BRIEF COMMUNICATION

Diferentes intervalos de tempo de leitura do sistema API
20C AUX"® na identificacdo de leveduras de interesse
médico

Different reading time intervals of the API 20C AUX"®
system for identifying the yeasts of medical interest

RIALA6/1639

Daise Damaris Carnietto de HIPPOLITO*, Thiago Nunes ROBERTO, Miriam Rando ARAUJO,
Sandra Regina Brasil Stolf PUKINSKAS

*Endereco para correspondéncia: Nucleo de Micologia, Centro de Parasitologia e Micologia,

Instituto Adolfo Lutz. Av. Dr. Arnaldo, 355, Cerqueira Cesar, Sdo Paulo, SP, Brasil, CEP: 01246-000.
E-mail: daise.carnietto@hotmail.com

Recebido: 06.11.2014 - Aceito para publicagdo: 05.02.2015

RESUMO

Infecgdes de corrente sanguinea por leveduras do género Candida sio uma das principais causas
de morbidade e mortalidade em pacientes imunocomprometidos. Candida albicans permanece a
espécie mais isolada nestas infecgdes e é de facil e rdpida identificagdo. Contudo, existem outras
espécies, como C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei, que sdo encontradas com menor
frequéncia e que necessitam de maior periodo de tempo e de metodologias comerciais automatizadas
ou semi-automatizadas para sua identificagdo. Neste estudo foram analisadas 146 cepas de leveduras
quanto a capacidade do Sistema API 20C AUX" (Biomerieux®, Franga) em identificar corretamente
o0 género e a espécie de microrganismos em diferentes periodos de leitura, visando-se a liberagdo do
resultado em menor tempo. C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. pelliculosa, C. colliculosa, Rhodotorula
mucilaginosa, Saccharomyces cerevisae, Trichosporon mucoides e T. asahii foram as leveduras cujos
resultados finais puderam ser liberados nos periodos de tempo de 96, 120 e 144 h. Oitenta por cento
das C. glabrata e 69 % das C. tropicalis também foram identificadas nos periodos além do tempo
estabelecido. Com os resultados obtidos é possivel antecipar a identificacdo do género e de algumas
espécies de leveduras.

Palavras-chave. API 20C AUX, Candida sp, leveduras.

ABSTRACT

Bloodstream infections due to Candida genus are one of the leading cause of morbidity and mortality
in immunocompromised patients. Candida albicans remains to be the yeast species which is the
most commonly isolated in these infections. This species is easily and rapidly identified. However
there are other species such as Candida parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata and C. krusei, which
are of lower frequency and they take longer to be detected; and commercially available automated or
semi-automated methodologies are needed for their identification. Hundred forty-six yeast strains
were analyzed for evaluating the capability of the API 20C AUX® system (Biomerieux®, France)
for correctly identifying the microorganism genus and specie in different reading periods of time,
and to release the final results in less time. C. parapsilosis, C. guilliermondii, Candida pelliculosa, C.
colliculosa, Rhodotorula mucilaginosa, Saccharomyces cerevisae, Trichosporon mucoides and T. asahii
were the yeasts released in times of 96, 120 and 144 h. Eighty percent of C. glabrata and 69 % of C.
tropicalis were also identified in periods beyond the established time. With the achieved results, it is
feasible to anticipate the identification of the gender and of some yeast species.

Keywords. API 20C AUX, Candida sp, yeasts.
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INTRODUCAO

A incidéncia e  prevaléncia  de
infeccoes  oportunistas e ou fatais por
leveduras tem aumentado, principalmente nos
imunocomprometidos'®. O  laboratério de
microbiologia tem um papel importante
no diagndstico dos agentes destas infecgdes
promovendo resultados rapidos, com vistas a
orientagao de terapia antifiingica adequada.

Dentre as espécies patogénicas, Candida
albicans é a mais prevalente, principalmente em
casos de candidemia e candidiase munocutanea*
Entretanto, percebe-se o aumento na frequéncia
de outras espécies como C. tropicalis, C. glabrata,
C. krusei e Complexo C. parapsilosis, consideradas
atualmente espécies emergentes que muitas vezes
sdo resistentes a antifiungicos®. A identifica¢ao
fenotipica de leveduras nao C. albicans, por
métodos classicos, pode demorar até 20 dias para
conhecimento da espécie”®.

Deste modo, a utilizagdo de métodos
comerciais automatizados ou semi-automatizados,
comoosistema API20CAUX®(Biomerieux®,Franca),
sao uma alternativa para agilizar o diagndstico
laboratorial. Sua leitura é visual e necessita de até 72
horas para conclusao da identificagdo. Entretanto
nos finais de semana e feriados, os servicos de saude
funcionam em sistema de plantdo. Sendo assim, o
andamento das identificagdes fica prejudicado uma
vez que as leituras sao feitas somente nos dias uteis.

Este estudo teve por finalidade avaliar a
identificagdo de espécies de leveduras pelo sistema
API20 C AUX" em intervalos inferiores e superiores
aos propostos pelo fabricante: 48,72,96,120 e 144 h.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 138 isolados clinicos
de leveduras  provenientes de  sangue,
liquido-céfalo-raquidiano (LCR) e wurina, da
rotina do Nucleo de Micologia do Instituto
Adolfo Lutz de agosto de 2011 a margo de 2012,
além de 8 cepas ATCC: C. albicans ATCC 90028;
C. dubliniensis MYA646; C. tropicalis  750;
C. famata 62894; C. guiliiermondi 6260;
C. parapsilosis 22019; C. krusei 6258 e Trichosporon
inkin 18020.

72

Todas as cepas foram purificadas em Agar
cromogénico’. Para a realizagao do teste, as colonias
isoladas foram incubadas em meio Sabouraud
com cloranfenicol por 24 h, identificadas pela
micromorfologia em metodologia Dalmau plate
com agar fubd acrescido de Tween 80 e analisadas
bioquimicamente pelo sistema API 20 C AUX®
(Biomerieux®, Franga). Considerou-se como
resultado positivo e negativo, respectivamente, a
presencaouaauséncia de turbidez nos pogos de cada
agucar testado. Apos estes procedimentos, quando
solicitados pelo fabricante, foi feita a aplicacdo de
testes complementares, como analises morfologicas,
e os resultados das identificacdes de rotina foram
liberados. Para este estudo os Kits foram analisados
totalizando 96, 120 e 144 h.

O resultado da identificacdo de leveduras pelo
sistema API 20C AUX" foi analisado em cinco
tempos diferentes para leveduras do género
Candida spp, Trichosporon spp, Rhodotorula
mucilaginosa e Saccharomyces cerevisae.

RESULTADOS

A habilidade de identificar isolados até
a categoria espécie, em periodo de tempo além
do recomendado pelo fabricante, diferiu para
C. glabrata, C. tropicalis, C. famata, C. albicans,
C. dubliniensis, C. krusei, C. guiliilermondii,
C. colliculosa, Candida pelliculosa e C. parapsilosis
(Tabela 1).

Todas as cepas de C. guiliiermondii (n = 6),
C. parapsilosis (n = 60) e C. krusei (n = 3) foram
identificadas em todos os tempos propostos (48 h
até 144 h).

Foram analisadas 9 cepas de trés espécies
do género Trichosporon (T. asahii, T. inkin e T.
mucoides), sendo que sete foram identificadas pelo
sistema API 20C AUX® nos tempos propostos,
exceto duas cepas ( T. mucoides e T. asahii) que nao
foram identificadas em 48 horas.

Foram testadas 5 cepas de Candida
albicans identificadas dentro de 72 horas, porém
a identificagdo foi perdida nas leituras apods esse
periodo. A cepa ATCC de C. dubliniensis nao foi
identificada em nenhum dos tempos de leitura.
Estas espécies foram confirmadas por técnica de
biologia molecular.
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Tabela 1. Resultado da identificagdo das leveduras encontradas com maior frequéncia, em diferentes intervalos de tempo

Identificagido no tempo

Espécies de leveduras n Preconizado Proposto

48 h 72h 96 h 120 h 144 h
C. albicans 5 NR 100 % 0% 0% 0%
C. parapsilosis 60 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
C. tropicalis 32 81 % 100 % 100 % 100 % 100 %
C. guilliermondii 6 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
C. glabrata 25 84 % 84 % 80 % 80 % 80 %
C. krusei 3 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
Trichosporon spp 9 78 % 100 % 100 % 100 % 100 %

NR: Nio realizado

Todas as cepas de Candida tropicalis
(n = 32) foram identificadas nos periodos de 72 a
120 h, porém nos periodos de 48 e 144 h, apenas 26
e 22 cepas foram identificadas respectivamente.

Das 25 cepas de Candida glabrata, 21 foram
identificadas no tempo de 48 e 72 h, sendo que
houve duvida na leitura de uma cepa e em outras
trés houve baixa discriminagdo. Nos demais tempos
propostos, 20 cepas foram identificadas, onde uma
cepa apresentou duvida na leitura e quatro tiveram
baixa discriminagao.

Leveduras menos usuais como
R. mucilaginosa (n = 1), S. cerevisae (n = 1),
C. colliculosa (n = 1), C. famata (n=1) e C. pelliculosa
(n = 1), apresentaram resultados inconclusivos nas
48 h, porém foram identificadas nos demais tempos
de leitura.

DISCUSSAO

Das trinta e duas cepas de Candida
tropicalis, seis tiveram assimila¢ao fraca de alguns
acucares na leitura de 48 h, ocasionando duvida na
interpretacdo da turva¢ao. No tempo de 144 h, 22
foram identificadas corretamente. Para Ruiz e Paula’,
3 isolados de C. tropicalis foram identificados pelo
mesmo sistema como C. guilliermondii.

C. albicans e C. tropicalis nao foram
identificadas em alguns dos tempos analisados,
porém sdo espécies que podem ser identificadas
presuntivamente em 48 h, com a utiliza¢ao de meios

cromogénicos'”'%. Esses meios contém substratos
que reagem com enzimas secretadas pela levedura
produzindo colonias com varias pigmentagdes,
sendo espécies-especificas, permitindo identificar
0s microrganismos através da cor e caracteristicas
da colonia®.

A dificuldade de identificar fenotipicamente
Candida  lipolytica/Candida  norvegensis e
C. krusei/ Candida inconspicua nos sistemas classicos
ou comerciais ja foi relatada em um trabalho",
no qual foram observados problemas com a
habilidade do sistema API 20C AUX" em identificar
corretamente 23 cepas C. krusei sem a necessidade
de testes suplementares. Silva e Candido"
também encontraram dificuldades em identificar
isolados de C. krusei, utilizando o mesmo sistema.

CONCLUSAO

O tempo de leitura 6timo para identificagao
das leveduras analisadas foi de 72 horas,
correspondendo ao tempo recomendado pelo
fabricante.

C.parapsilosis, C.guilliermondii, C. pelliculosa,
C. colliculosa, R. mucilaginosa,S. cerevisae, T. mucoides
e T. asahii, puderam ser identificadas nos tempos
de 96, 120 e 144 h. Oitenta por cento das cepas de
C. glabrata e 69 % das C. tropicalis também foram
identificadas nos mesmos intervalos, demonstrando
aviabilidade da aplica¢ao do kit API 20 C AUX® nos
tempos propostos.
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Com os resultados obtidos é possivel a
antecipacao da identificagdo do género e de algumas
espécies de leveduras. A possibilidade de leitura dos
testes pelo sistema API 20C AUX" no primeiro dia
util da semana e posterior a feriados, podera orientar
a terapia antifungica adequada com o conhecimento
das leveduras isoladas.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi de avaliar a implementagdo das Boas Praticas de Manipulagdo em Unidade de
Acolhimento Institucional de Santa Maria/RS, por meio de um programa de incentivo fiscal e capacitagao,
e o efeito do investimento realizado. No primeiro més, aplicou-se uma lista de verificagdo para avaliar
as Boas Préticas de Manipulagdo. Posteriormente elaborou-se um plano de agdo para ajustar as nao
conformidades, levantar os custos e encaminhar o projeto para aprovagdo. Apos aprovagao, realizou-se a
capacitacdo e estipulou-se o prazo de oito meses para efetuar adequagio dos itens. No ultimo més aplicou-
se novamente a lista de verificacdo. Na primeira aplicacdo, a Unidade apresentou 38 % de adequagéo; e
apos os investimentos a conformidade foi de 93 %. Nesta primeira aplica¢do, os itens controle integrado de
pragas, documentagao e registro, e responsabilidade ndo apresentaram adequagdo. Ap6s os investimentos,
estes itens e o abastecimento de dgua, manejo de residuos, matéria-prima, ingredientes, embalagem,
armazenamento e transporte do alimento preparado obtiveram 100 % de adequagio; e o item com maior
investimento foi de edificagdes, instalagdes, moveis e utensilios. Apos a execucdo de investimento e
capacitagdo houve aumento no percentual de adequagido, em relagdo as Boas Praticas de Manipulacdo.

Palavras-chave. higiene dos alimentos, controle de qualidade, qualidade dos alimentos, manipulag¢do de
alimentos, Boas Préticas de Manipulagao.

ABSTRACT

This study evaluated the implementation of Good Handling Practices in an Institutional Inclusion Unit in
Santa Maria-RS through a program of tax incentives and training, and to assess the included investment.
In the first month, a checklist was applied for assessing the adequacy of the Good Handling Practice. An
action plan was developed to adjust the nonconformities, to survey the costs and to submit the project
for approval. After being approved, a training was done and an eight-month period was stipulated for
adjusting the nonconformities. In the last month, the checklist was applied again. In the first checklist
application, the unit showed 38 % of adequacy; and after performing some investments, it came to be 93 %.
In this first application, low percentage of adequacy was detected in the following issues Integrated Pest
Control, Documentation and Registration, and Responsibility. After setting some investments, these items
and other issues as Water Supply, Waste Management, Raw Material, Ingredients, Packaging, Storage and
Transportation of Prepared-Food showed 100 % of adequacy, and the item with the highest investment was
Buildings, Facilities, Furniture and Utensils. At the disposal of the investments and training, an increase in
the percentage of adequacy concerning the Good Handling Practices was achieved.

Keywords. food hygiene, quality control, food quality, food handling, Good Handling Practices.
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INTRODUCAO

As Unidades de Acolhimento Institucional
sao locais destinados a familias e/ou individuos
com vinculos familiares rompidos ou fragilizados,
a fim de garantir prote¢do integral'. Dentre as a¢oes
desenvolvidas nestasinstitui¢oes, destaca-se a oferta
de uma alimentagdo balanceada em quantidade e
qualidade nutricional e higiénico-sanitaria’.

Para garantir a qualidade higiénico-sanitaria
dos alimentos em locais que manipulam alimentos,
como as Unidades de Acolhimento Institucional, é
essencial o controle nas etapas de preparagdo, para
evitar as Doencas Transmitidas por Alimentos’.
Essas Doengas vém aumentando em paises onde a
cultura do povo ¢é deficitaria, os investimentos em
melhorias sao minimos e o poder de fiscalizagao
das Vigilancias Sanitdrias é restrito*. Em virtude
do aumento destas doencas, ha necessidade de
implementacdo e sensibilizacao das Boas Praticas
de Manipulagao’.

Este programa estabelece as condigoes
minimas para a prepara¢ao de um alimento seguro
e sdo adotadas pela legislacao brasileira como uma
ferramenta padrao®. O programa de Boas Praticas
de Manipulagdo, apesar de ser um tema previsto
em legislacdo vigente, ainda ndo esta sendo
implementado de maneira eficiente em locais que
preparam alimentos, o que representa risco para a
satde os individuos®.

Neste contexto, o presente estudo tem o
objetivo de avaliar a implementagdo das Boas
Praticas de Manipulagio em uma Unidade
de Acolhimento Institucional através de um
programa de incentivo fiscal e capacitagdo e avaliar
o investimento realizado para adequagdo dos
requisitos.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido
em Unidade de Acolhimento Institucional do
municipio de Santa Maria — RS, através do projeto
intitulado: “Capacitar Bem para Servir Melhor:
Implementacdo das Boas Praticas em Unidade de
Acolhimento Institucional”. Este projeto faz parte
de um Programa de Incentivo Fiscal intitulado:
Programa de Apoio a Inclusao e Promogao Social -
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Lei da Solidariedade. A viabilizacao deste programa
é realizada através de uma parceria entre o governo
estadual, entidades sociais e empresas, no qual
subsidiam um valor para a realizagcdo de projetos
aplicados nas unidades, com intuito de atender as
necessidades dos locais.

O estudo foi aplicado nas dreas de
manipulagdo, armazenamento e distribuicdo dos
alimentos da Unidade, de janeiro a dezembro
de 2012. No més de janeiro, aplicou-se a lista
de verificagdo da Portaria n° 78’, para avaliar o
percentual de adequagdo geral e dos requisitos da
lista, relacionados as Boas Praticas de Manipulacao.
No preenchimento da lista os requisitos foram
avaliados em: Adequado, Inadequado e Nao se
aplica. A lista foi aplicada por um profissional
capacitado e com experiéncia na area de alimentos
e o percentual de adequagao geral foi classificado
como excelente, quando apresentou o percentual
de adequagao entre 91 a 100 %; Bom entre 70 a
90 %; Regular entre 50 a 69 %; Ruim entre 20 a
49 % e Péssimos de 0 a 19 %°.

Posteriormente, elaborou-se um plano de
acdo paraajustar as nao conformidades encontradas
e levantar os custos necessarios, sendo realizados
trés orcamentos em empresas terceirizadas do
municipio de Santa Maria - RS, selecionadas
por conveniéncia e critério de acesso®. Baseado
nestes orcamentos optou-se pela oferta de menor
preco. Depois de estimado os custos, o projeto
foi submetido, no més de fevereiro de 2012, ao
Programa de Apoio a Inclusdo e Promogao Social
— Lei da Solidariedade. No més de abril de 2012 foi
aprovado, sendo subsidiado pelo Programa o valor
de R$30.000,00 para aimplementagao do programa
de Boas Praticas de Manipula¢dao na Unidade.

Apdés  aprovagdo,  realizou-se = uma
capacitagdo com os manipuladores de alimentos.
Os conteudos programaticos abordados foram:
higiene pessoal e ambiental; matérias-primas;
preparagao, armazenamento e exposi¢ao ao
consumo do alimento preparado e documentacio
e registro. A capacitagdo foi ministrada por uma
empresa terceirizada e especializada na area de
alimentos, sendo realizada na propria Unidade
de Acolhimento Institucional, com carga horéria
de 16 horas, conforme preconizado pela Portaria
n° 78”. Utilizou-se como recurso audiovisual o
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projetor multimidia e a metodologia aplicada foi
aula expositiva e dialogada, com a participagao
direta dos manipuladores.

Apoés a capacitagdo, estipulou-se o prazo
de oito meses para a adequagdo dos requisitos
nao conformes da Lista de Verificacdo, sendo
todos os investimentos registrados em uma
planilha do Microsoft Excel versao 2010. Apds
o prazo estipulado, aplicou-se novamente a lista
de verificagdo da Portaria n° 78’, pelo mesmo
profissional e seguindo a mesma metodologia da
primeira avaliagao.

A analise estatistica foi realizada através do
software Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) versdo 19.0. Os dados foram descritos por
meio de estatistica descritiva simples (média e
porcentagem).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, constatou-se que na primeira
aplicagdo da lista de verificagdo, a Unidade
de  Acolhimento Institucional apresentou
um percentual de adequagdo geral de 39 %,
classificado como Ruim. Na segunda aplicagdo,
apos os investimentos realizados e capacitagdo,
o percentual de adequagdo geral aumentou para
93 %, sendo classificado como Excelente. Estes
resultados evidenciam a importancia das Unidades
de Acolhimento Institucional buscar o apoio
de programa de incentivo fiscal na adequagao
dos requisitos necessarios para a garantia de um
alimento seguro, assim como a realizacao de
capacitagdes constantes, pois contribuiu ndo apenas
para o aperfeicoamento das técnicas e manipulagdo
adequada dos alimentos, mas foi efetiva na
mudan¢a do comportamento e conscientizagdo
dos manipuladores para a implementagao das Boas
Praticas de Manipulagao.

Os individuos, quando permanecem sob a
responsabilidade de uma instituicdo devem receber
cuidados adequados, principalmente em relagdo a
alimentagdo. A alimentacdo ¢ uma das atividades
mais importantes do ser humano, tanto por razdes
bioldgicas, quanto por questdes sociais e culturais
que envolvem o ato de comer®. Neste sentido, todos
os individuos tém o direito a uma alimenta¢ao em
quantidade e qualidade suficiente'’. Esta qualidade

esta relacionada aos alimentos seguros que nao
causam danos a saude dos individuos e pode ser
alcangada com a implementagdo do Programa de
Boas Praticas de Manipula¢ao®.

Apesar de existirem, no Brasil, legislagoes
bastante exigentes quanto aos critérios para a
implementagdo das Boas Praticas de Manipulagao,
aindasaopoucoosestabelecimentosalimenticiosque
aplicam este programa® e, tratando-se de Unidades
de Acolhimento Institucional, nenhum estudo
foi encontrado a respeito da sua aplicagdo nestes
locais. As dificuldades na implementagdo desse
programa vao desde as financeiras até a auséncia
de profissionais conscientes e comprometidos em
garantir a qualidade e seguranca dos alimentos
preparados''.

O desconhecimento dos programas de
incentivo fiscal, também pode ser outro fator
que limita a implementacdo das Boas Praticas
de Manipulagio em Unidades de Acolhimento
Institucional. Alguns responsaveis pelas unidades
desconhecem a existéncia e viabilizagdo destes
programas e acabam ndo recebendo seus subsidios
que seriam importantes tanto paraa implementagao
das Boas Praticas, como para a realiza¢ao de outros
projetos aplicados na unidade, que poderiam
atender a necessidade do local.

Na avaliagdo dos requisitos da lista de
Verificagao (Tabela 1), na primeira aplicagdo,
constatou-se que, os itens com menor percentual de
adequagao foram: o controle integrado de pragas,
documentagdo e registro e responsabilidade, com
nenhum requisito adequado. Na segunda aplicacéo,
constatou-se que todos os requisitos da lista
aumentaram o percentual de adequacao, apds os
investimentosrealizados. Ositens que apresentaram
maior percentual de adequagdo foram o controle
integrado de pragas, abastecimento de dgua,
manejo de residuos, matéria-prima, ingredientes
e embalagem, armazenamento e transporte do
alimento preparado, documenta¢ao e registros e,
responsabilidade, todos com 100 % de adequagao
quanto aos requisitos exigidos. Estes resultados
demonstram que o investimento realizado e o
conhecimento adquirido pelos manipuladores
e responsaveis da unidade foram essenciais
e suficientes para a adequac¢do dos requisitos
necessarios.

77



Winter C, Medeiros LB, Serafim AL, Stangarlin-Fiori L. Avaliagdo da implementagdo das boas praticas de manipulagdo em unidade de acolhimento institucional
por meio de um Programa de incentivo fiscal e capacitagao. Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2015;74(1):75-80.

Tabela 1. Avaliagdo do percentual de adequagio geral e dos requisitos da lista de verificacdo em Boas Praticas de Manipulagéo,

primeira e segunda aplicagdo, em Unidade de Acolhimento Institucional, Santa Maria — RS, 2012

Requisitos da Lista de Verificaciao

Primeira aplicagao
(% Méd. AD)

Segunda aplicagio
(% Méd. AD)

1. Edifica¢do, instalagdes, equipamentos, moveis e utensilios

2. Higienizagdo das instalacdes, equipamentos, moveis e

utensilios

3. Controle integrado de vetores

4. Abastecimento de dgua

5. Manejo de residuos

6. Manipuladores de alimentos

7. Matérias-primas, ingredientes e embalagens

8. Preparagido dos alimentos

9. Armazenamento e transporte do alimento preparado
10. Exposi¢do ao consumo do alimento preparado

11. Documentagdo e registro

12. Responsabilidade

13. Percentual de adequagéo geral

75 97
35 94
0 100
63 100
67 100
7 93
67 100
27 91
50 100
22 78
0 100
0 100
39 93

%: Percentual; Méd.: média; AD: adequagio

Estudo realizado por Rodrigues, Silva e
Aleixo'?, também observaram melhorias apds a
adequagao dosrequisitos descritos no planejamento
das Boas Praticas de Manipula¢do em servigo
de alimentacao, na cidade de Pelotas (RS), onde
verificaram 100 % de adequagdo nos requisitos
relacionados ao controle integrado de pragas,
abastecimento de agua e exposi¢do de alimentos
preparados. Gonzalez-Munoz e Palomino-
Camargo", em estudo realizado com restaurante na
cidade de Havana, em Cuba, constaram que apds
diagndstico desenvolvido, 55 % das deficiéncias
encontradas anteriormente foram resolvidas e
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conseguiu-se um avango no conhecimento sobre
higiene pessoal e manipula¢ao de alimentos.

Os envolvidos nas etapas de preparagao
dos alimentos devem ter conhecimento atualizado
e especifico sobre os procedimentos que devem
ser implementados para garantir a seguranga
dos alimentos, e pode ser adquirido por meio de
capacitagcdes. Estudo realizado por Sung-Hee,
Tong-Kyung e Hye-Ja', revelou aumento no
conhecimento dos manipuladores de alimentos
apos capacitacdo, mas nao constatou diferenca
significativa nos procedimentos realizados no local
de trabalho. Portanto, o aumento no conhecimento
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nem sempre resultaem mudang¢as comportamentais
necessarias para as praticas de trabalho. Neste
sentido, as capacitagdes eficientes sio aquelas que
além do conhecimento, proporcionam mudangas
de comportamento e conscientizagdo dos
manipuladores de alimentos durante as etapas de
manipulagao.

Na Tabela 2, constatou-se que o item
“edificacdes, instalagbes, modveis e utensilios’,
mesmo apresentando o maijor percentual de
adequagdo na primeira avaliacdo, foi o que obteve
maijor investimento. Foram adquiridas para
a adequagao deste requisito coifa, luminarias
protegidas, exaustor, fogdes, termoOmetros,
liquidificador industrial, lavatério exclusivo para
a higiene de maos, com produtos necessarios
(sabonete liquido inodoro antisséptico; toalha de
papel ndo reciclado e coletor de papel com pedal) e
torneira com acionamento automatico, instalagdes

elétricas e de construgao.

A adequagdo da estrutura fisica na area de
manipulagdo é essencial para garantir a qualidade e
seguranga dos alimentos, mas alguns responsaveis
pelas empresas alimenticias ndo tém ou néao
priorizam recursos financeiros para a realizacdo
dos investimentos necessarios”. A auséncia
das melhorias estruturais pode determinar o
insucesso na implementa¢ao das Boas Praticas de
Manipulagao.

A adequada implementacio das Boas
Praticas de Manipulacgio em unidades que
manipulam alimentos, como as Unidades de
Acolhimento Institucional, é de suma importancia,
pois garante um aumento da qualidade
higiénico-sanitdria, reduz dos riscos de Doengas
Transmitidas por Alimentos, proporciona maior
seguranga, otimiza o processo produtivo e garante
maior eficiéncia e satisfacao dos individuos.

Tabela 2. Investimentos para adequa¢iao dos requisitos da lista de verificagdo de Boas Praticas de Manipulagido em
Unidade de Acolhimento Institucional, Santa Maria — RS, 2012

Requisitos da lista de verificacao Valor (R$)
Edificagdes, instalagdes, equipamentos, méveis e utensilios 15.000,00
Higieniza¢do das instalagdes, equipamentos, moveis e utensilios 535,00
Controle integrado de pragas 1.200,00
Abastecimento de agua 700,00
Manejo de residuos 145,00
Manipuladores de alimentos 900,00
Matérias-primas, ingredientes e embalagens 0
Preparac¢io do alimento 600,00
Armazenamento e transporte do alimento preparado 2.390,00
Exposi¢ao ao consumo do alimento preparado 1.000,00
Documentagao e registros 30,00
Responsabilidade 7.500,00
Total 30.000,00
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CONCLUSAO

Conclui-se que, apds o investimento
disponibilizado pelo Programa de incentivo fiscal
e capacita¢io dos manipuladores de alimentos,
houve um aumento no percentual de adequag¢ao da
Unidade de Acolhimento Institucional, em rela¢dao
as Boas Praticas de Manipula¢ao, sendo os itens
edificagdes, instalagdes, mdveis e utensilios os que
apresentaram maior investimento.

Em suma, pode-se confirmar que o
programa de incentivo fiscal foi essencial para a
implementacdo das Boas Praticas de Manipulagao
na Unidade de Acolhimento Institucional, pois as
adequagdes da maioria dos requisitos necessitam
de investimentos, que sem o subsidio do programa
ndo seria possivel adequa-los e a capacitagdo
contribuiu nao apenas para o aperfeicoamento das
técnicas e manipulagdo adequada dos alimentos,
mas foi efetiva na mudanca do comportamento e
conscientiza¢ao dos manipuladores.
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A Revista do Instituto Adolfo Lutz (RIAL), iniciada em 1941, é uma publicagdo trimestral com a missdo de divulgar
resultados de investigagoes cientificas relacionadas as agoes de promogao a satide, prevengao e controle de agravos e doencas
de interesse em saude publica, além de incentivar a produgao de artigos cientificos nas areas de vigildncia epidemioldgica e
sanitaria e de proporcionar a atualizagao e aprimoramento de profissionais da drea em ambito nacional e internacional.

A RIAL ¢ inter e multidisciplinar, arbitrada, aberta a contribui¢des de autores nacionais e estrangeiros. Publica
prioritariamente pesquisas originais com contribui¢des relevantes na drea laboratorial em satde publica, realizadas
com rigor cientifico e que possam ser replicadas e generalizadas.

Politica Editorial

Editadanosformatosimpresso e eletronico,a RIAL tem interesse por trabalhos originais em todas as areaslaboratoriais
em satde pubica. Sao também publicadas outras contribui¢des inéditas, desde que sobre temas atuais e importantes
- revisdes de literatura, comunicagdes breves e notas cientificas — além de resumos de teses e dissertagdes.

Os manuscritos devem destinar-se exclusivamente a RIAL, ndo sendo permitida sua apresenta¢ao simultanea a
outro periddico. As contribuicdes podem ser apresentadas em portugués ou inglés.

Os manuscritos submetidos sdo analisados inicialmente pelos editores quanto ao atendimento aos padroes da RIAL e
as normas para o envio dos originais. Aqueles manuscritos selecionados sdo encaminhados para avalia¢ao por pares
externos de area pertinente, sempre de institui¢des distintas aquela da origem do manuscrito, sendo garantido o
anonimato e a confidencialidade durante todo o processo de avaliagdo. Apos receber os pareceres, o Corpo Editorial,
que detém a decisdo final sobre a publicagido ou nao do texto, avalia a aceita¢ao do texto sem modificagdes, a recusa
ou a devolugao ao autor com as sugestoes apontadas pelos relatores.

Os manuscritos submetidos devem atender a politica editorial da RIAL e as Instrugdes aos Autores, que seguem
os Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedica Journals: Writing and Editing for Biomedical
Publication (http://www.icmje.org) , além dos critérios éticos da pesquisa humana e animal.

Os autores devem explicitar em METODOS que a pesquisa foi conduzida dentro dos padrdes exigidos pela
Resolugdo 466 de 12 de dezembro de 2012 do Ministério da Satide - Conselho Nacional da Saude, em caso de ética
humana, e pela Lei Federal 11.794 de 08 de outubro de 2008, pela Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagao
de Animais para fins Cientificos e Didéticos - DBCA de 2013 e pelas Resolugoes Normativas N° 12, N° 13 e N° 14 no
caso de experimentagdo animal. A pesquisa devera ser aprovada por comissdo de ética humana (CEP) reconhecida
pela Comissio Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) - vinculada ao Conselho Nacional de Saude (CNS), bem
como registro dos estudos de ensaios clinicos em base de dados, conforme recomendagao aos editores da Lilacs e
Scielo, disponiveis em: http://bvsmodelo.bvsalud.org/site/lilacs/homepage.htm. No caso de experiemntagdo animal
o projeto deveré ser aprovado por Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) reconhecida pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal do Ministério de Ciéncia e Tecnologia e Inovacdao (CONCEA).
O nome da base de dados, sigla e/ou nimero do ensaio clinico, assim como o nimero do processo e 0 nome
da comissdo de ética que aprovou o projeto, deverdo ser colocados ao final do RESUMO. Nos casos de ensaios
envolvendo animais, estes deverdo atender a Lei Federal 9605 contra crimes ambientais, a Lei federal 6638/76 e a Lei
11.794/08, que normatiza a utilizagdo de animais em pesquisa cientifica. Os autores deverao ter em seu poder todos
os documentos referentes a este procedimento, que poderao ser solicitados em qualquer momento pelos editores.

Os autores serdo responsaveis por reconhecer e revelar conflitos financeiros, de interesse comercial e/ou associativo,
relacionados ao material de trabalho ou outros que possam influencia-los, apresentando uma declaragdo sobre a
existéncia ou ndo de tais conflitos. Os relatores também devem revelar aos editores qualquer conflito que possa
influir ou impedir as suas avaliagdes.

Os manuscritos publicados sao de propriedade da RIAL. A transferéncia de direitos autorais sera solicitada apds a
aprovac¢do do manuscrito para publicagio.
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Informacgées Gerais

Os manuscritos submetidos a publicagdo na RIAL devem ser apresentados de acordo com as Instrugdes aos
Autores.

Sao aceitos manuscritos nos idiomas: portugués e inglés.
O manuscrito deve ser encaminhado em formato eletrénico (e-mail) ou impresso, aos cuidados do editor-chefe da

RIAL, no seguinte endereco:

Revista do Instituto Adolfo Lutz (RIAL)

Nucleo de Acervo

Av. Dr. Arnaldo, 355 - Cerqueira César - Sao Paulo - SP - Brasil - CEP: 01246-000
Ou por meio eletronico em rial@saude.sp.gov.br

Pormenores sobre os itens exigidos para apresentacdo do manuscrito estdo descritos a seguir.

1. Categoria De Artigos

1.1 Artigos Originais: Incluem estudos relacionados a prevengao e controle de agravos e a promogao a saide. Devem
ser baseados em novos dados ou perspectivas relevantes para saude publica. Cada artigo deve conter objetivos e
hipéteses claras, desenho e métodos utilizados, resultados, discussao e conclusdes.

Informagdes Complementares:

X Devem ter até 20 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

X As tabelas, figuras, graficos e fotos, limitadas a 05 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis. As
figuras ndo devem repetir dados ja descritos em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

X As referéncias bibliograficas, limitadas a 40, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes
a problematica abordada. Deve-se evitar a inclusio de nimero excessivo de referéncias numa mesma citagao.
Citagoes de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatérios e outros) devem
ser evitadas.

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

A estrutura dos artigos originais de pesquisa ¢ a convencional: Introdugao, Material e Métodos, Resultados,
Discussao e Conclusdo, embora outros formatos possam ser aceitos, mas respeitando a logica da estrutura de artigos
cientificos.

1.2 Artigos de Revisao: Dedicados a apresentagdo e a discussao de temas de interesse cientifico e de relevancia paraa
saude publica. Devem apresentar formulagao clara de um objeto cientifico de interesse, argumentagao logica, critica
tedrico-metodoldgica dos trabalhos consultados e sintese conclusiva. Devem ser elaborados por pesquisadores com
experiéncia no campo em questdo ou por especialistas de reconhecido saber.

Informagoes complementares:

X Devem ter até 25 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.
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X As tabelas, figuras, graficos e fotos, limitadas a 03 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis. As
figuras ndo devem repetir dados ja descritos em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

X As referéncias bibliograficas, limitadas a 50, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes a
problemitica abordada. Deve-se evitar a inclusao de numero excessivo de referéncias numa mesma citacao. Citagoes de
documentos nao publicados e nao indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e outros) devem ser evitadas.

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

1.3 Comunicacdes Breves: Sdo relatos sucintos destinados a rapida divulgagdo de eventos significativos no campo
da pesquisa de interesse em saude publica e que ndo comportam uma analise mais abrangente.

Informagdes complementares:
X Devem ter até 10 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

X 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.

X As referéncias bibliograficas, limitadas a 15, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes
a problematica abordada. Deve-se evitar a inclusdo de nimero excessivo de referéncias numa mesma citagao.
Citagoes de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatérios e outros) devem
ser evitadas.

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

X Sua apresentacao deve acompanhar as mesmas normas exigidas para artigos originais.

1.4 Notas Cientificas: Sdo relatos sucintos destinados a rapida divulgagdo de eventos relevantes de uma pesquisa
experimental que justifique a publicagdo de resultados parciais.

Informagdes complementares:
X Devem ter até 06 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

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

M As referéncias bibliograficas, limitadas a 10, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e
relevantes a problematica abordada. Deve-se evitar a inclusio de nimero excessivo de referéncias numa
mesma citagdo. Citagoes de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses,
relatérios e outros) devem ser evitadas.

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

X Sua apresentagdo deve acompanhar as mesmas normas exigidas para artigos originais, porém na forma de
texto unico.

1.5 Relatos de Caso: Sdo textos que contemplam principalmente a drea médica, em que o resultado é anterior
ao interesse de sua divulgacdo ou a ocorréncia dos resultados ndo é planejada.
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Informagdes complementares:
X Devem ter até 03 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

X 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.

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

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

X Devem apresentar Introdugéao, Relato de caso, Discussao e Conclusio, na forma de texto tnico.

1.6 Resumos de Teses e Dissertacoes: Sdo aceitos resumos de teses e dissertagdes até um ano apds a defesa.
Informagoes complementares:

X Devem ter até 400 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (keywords).

X Sua apresentagao deve conter o nome do autor e do orientador, titulo do trabalho em portugués e em inglés, nome
da instituicao em que foi apresentado, drea de concentragdo e ano da defesa.

2. Apresentaciao 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; Introducao; 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 o manuscrito for
submetido em inglés, deve ser fornecido um titulo em portugués.

Autores: De acordo com o International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE), sio considerados
autoresaqueles que contribuiram substancialmente paraa concepg¢ido e planejamento, ouanalise e interpretagao
dos dados; contribuiram significativamente na elaboragdo do rascunho ou na revisdo critica do conteudo e
participaram da aprovagdo da versao final do mesmo. Somente a aquisi¢do de financiamento, a coleta de
dados ou supervisao geral de grupos de pesquisa ndo justificam autoria — maiores esclarecimentos sobre
autoria podem ser encontrados na pagina do ICMJE (http://www.icjme.org). Deve constar o nome completo,
sem abrevia¢des e com ultimo sobrenome em caixa alta (exemplo: Ana Maria Camargo da SILVA) e o e-mail
do autor responsavel. O autor responsavel para troca de correspondéncia deve estar assinalado com asterisco
(*) e apresentar também o enderego completo.

Afiliacao: Deve ser indicada a institui¢ao a qual cada autor estd afiliado, na seguinte ordem de hierarquias
institucionais de afiliacdo: laboratério, setor, se¢do, servico, divisdo, departamento, instituto, faculdade e
universidade.

Financiamento da pesquisa: Se a pesquisa foi subvencionada, indicar o tipo de auxilio, o nome da agéncia
financiadora e o respectivo nimero do processo.
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Apresentacdo prévia: Quando baseado em tese ou dissertagao, indicar o nome do autor, titulo, ano, nome do
programa de pds-graduagio e instituigdo onde foi apresentada. Quando apresentado em evento cientifico, indicar o
nome do evento, local e ano da realizagio.

2.2 Preparo do manuscrito:

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

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

Caso ndo sejam encontrados descritores adequados para a tematica do manuscrito, poderao ser indicados termos
ndo existentes nos conjuntos citados.

Estrutura do texto:

A) Introducao: 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 variaveis
analisadas, com a respectiva defini¢do, quando necessaria, e a hipotese a ser testada. Devem ser descritas a
populagdo e a amostra, instrumentos de medida, com a apresentagio, 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 limitagdes.

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

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

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

E) Agradecimentos: Este item é opcional e pode ser utilizado para mencionar os nomes de pessoas que,
embora nao preencham os requisitos de autoria, prestaram colabora¢do ao trabalho. Sera preciso explicitar
o motivo do agradecimento, por exemplo, consultoria cientifica, revisao critica do manuscrito, coleta de
dados etc. Deve haver permissao expressa dos nomeados e o autor responsavel deve anexar a Declaracdo de
Responsabilidade pelos Agradecimentos. Também pode constar desta parte apoio logistico de institui¢oes.
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2.3 Citacao no texto: A exatidao das referéncias é de responsabilidade dos autores. Devem ser indicadas pelo seu
nimero na listagem, na forma de expoente, sem uso de parénteses, colchetes e similares. Nos casos em que ha
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 “¢”. 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 declaragao dos nutrientes no rétulo do alimento é
mais antiga e foram desenvolvidos métodos hidroliticos, como 0 AOAC 996.06', de extragdo e determinacgdo da GT
por célculo a partir dos AG obtidos por cromatografia gasosa com detector de ionizagdo em chama (GC/DIC)**.
Segundo Chang et al*, 0 aumento do tamanho das particulas resulta numa redugao da area de superficie conferindo
uma melhora na retengéo e estabilidade das mesmas.

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

No caso de publicagdes com até seis autores, citam-se todos; acima de seis, citam-se os seis primeiros, seguidos da
expressao 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 acidos graxos na informag¢ao nutricional do rétulo dos alimentos
embalados: aspectos sobre legislacdo e quantificagdo. 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.
J Am Oil Chem Soc. 1977;54:36-40.

Hennington EA. Acolhimento como pratica interdisciplinar num programa de extensdo. Cad Saude Coletiva
[Internet]. 2005;21(1):256-65. Disponivel em:
[http://www.scielo.br/pdf/csp/v21n1/28.pdf].

Livros:

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

Lopez D, organizador. Estudos epidemioldgicos qualitativos. 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.
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Dissertacdes, 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 validagdo de métodos cromatograficos e avaliagdo da estabilidade de
vitaminas hidrossoluveis em alimentos [tese de doutorado]. Sdo Paulo (SP): Universidade de Sdao Paulo;
2006.

Trabalhos de congressos, simposios, encontros, seminarios e outros:

Barboza et al. Descentralizacao das politicas publicas em DST/AIDS no Estado de Sdo Paulo. III Encontro do
Programa de Pds-Graduagdo em Infecgdes e Saude Publica; agosto de 2004; Sao Paulo: Rev Inst Adolfo Lutz. p. 34
[resumo 32-SC]J.

Dados eletronicos:

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

Legislacao:

Brasil. Ministério da Saude. Resolu¢do 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, DF,
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. 4* ed. [1° ed. digital]. Sdo Paulo (SP): Instituto Adolfo Lutz; 2008. Disponivel em:
[http://www.ial.sp.gov.br/index.php?option=com_remository&Itemid=7&func=select&orderby=1&Itemid=7].

Organizaciéon Mundial de la Salud - OMS. Como investigar el uso de medicamentos em los servicios de salud.
Indicadores seleccionados del uso de medicamentos. 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 ndo contemplados nesta instrugdo devem ser citados conforme indicagio do Committee of Medical
Journals Editors (Grupo Vancouver), disponivel em: http://www.cmje.org. Referéncias a documentos nao
indexados na literatura cientifica mundial, em geral de divulgagdo circunscrita a uma instituigdo ou a um evento
(teses, relatorios de pesquisa, comunicagdes em eventos, dentre outros) e informagdes extraidas de documentos
eletronicos, ndo mantidas permanentemente em sites, se relevantes, devem figurar no rodapé das paginas do
texto onde foram citadas.

2.5 Nameros de figuras e tabelas: A quantidade de figuras e tabelas de cada manuscrito deve respeitar a
quantidade definida para cada categoria de artigos aceitos pela RIAL. Todos os elementos graficos ou tabulares
apresentados serdo identificados como figura ou tabela, e numerados sequencialmente a partir de um, e nao
como quadros, graficos etc.
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A) Tabelas: Devem ser redigidas em processador de texto Word for Windows 2003 ou compativel e serem
apresentadas em arquivos separados, numeradas consecutivamente com algarismos arabicos, na ordem em que
foram citadas no texto. A cada uma deve-se atribuir um titulo breve, ndo se utilizando tragos internos horizontais
ou verticais. As notas explicativas devem ser limitadas ao menor niimero possivel e colocadas no rodapédas tabelas
e ndo no cabegalho ou titulo. Se houver tabela extraida de outro trabalho, previamente publicado, os autores devem
solicitar formalmente autorizagdo da revista que a publicou, para sua reprodugéo.

B) Figuras: As ilustragdes (fotografias, desenhos, graficos etc.) devem ser citadas como Figuras, apresentadas em
arquivos separados e numeradas consecutivamente com algarismos arabicos na ordem em que foram citadas no
texto. Devem conter titulo e legenda apresentados na parte inferior da figura. S6 serdo admitidas para publicagao
figuras suficientemente claras e com qualidade digital que permitam sua impressao, preferencialmente no formato
vetorial. No formato JPEG, a resolu¢do minima deve ser de 300 dpi. Figuras em cores serdo publicadas quando for
necessaria a clareza da informacéo e os custos deverao ser cobertos pelos autores. Se houver figura extraida de outro
trabalho, previamente publicado, os autores devem solicitar autorizagdo, por escrito, para sua reprodugao.

Documento/declaragao Quem assina Quando anexar

Carta de Apresentagdo Todos Submissao

Responsabilidade pelos Agradecimentos Autor responsavel Aprovagao
Todos Aprovagao

Transferéncia de Direitos Autorais

3. Declaracoes 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 relagdio dos documentos abaixo e, nos casos em que se aplique, anexe o documento ao
processo. O momento em que tais documentos serdo solicitados é variavel:

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

X Um paragrafo declarando a responsabilidade de cada autor: ter contribuido substancialmente para a concepgao e
planejamento ou andlise e interpretagdo dos dados; ter contribuido significativamente na elaboragao do rascunho ou
na revisao critica do conteudo; e ter participado da aprovagao da versao final do manuscrito. Para mais informagdes
sobre critérios de autoria, consulte a pagina do ICMJE (http://www.icjme.org).

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

X Um paragrafo contendo a declaragao que o trabalho nédo foi publicado, parcial ou integralmente, em outro
periddico. Todos os autores devem ler, assinar e enviar documento transferindo os direitos autorais. O artigo s6 sera
liberado para publica¢ao quando esse documento estiver de posse da RIAL.

4. Verificac¢do dos itens exigidos na submissao:

1. Nome e instituicdo de afiliagdo 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).
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4. Resumos em dois idiomas, um deles obrigatoriamente em inglés.

5. Carta de Apresentagao assinada por todos os autores.

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

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

8. Referéncias normalizadas segundo estilo Vancouver, ordenadas pela citagdo no texto e numeradas, e se todas
estdo citadas no texto.

9. Tabelas numeradas sequencialmente, com titulo e notas, e no maximo com 12 colunas, em formato Word ou
similar (doc, txt, rtf).

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

5. Revisao da redacdo cientifica: Para ser publicado, o manuscrito aprovado é submetido a revisao da redagao
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 versao em inglés do artigo tera esta etapa de revisao.

6. Provas: Apos sua aprovagao pelos editores, o manuscrito sera revisado quanto a redagao cientifica. O autor
responsavel pela correspondéncia recebera as provas graficas para revisao por correio eletronico em formato pdf
(portable document format). O prazo maximo para a revisio da prova é de dois dias. E importante 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. Publicacdo e distribui¢ao: Os artigos serdo publicados em ordem cronoldgica de aprovagdo. As datas de
recebimento e de aprova¢ao do artigo constarao obrigatoriamente no mesmo.

E permitida a reproducio, 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 legislacdo sobre os direitos autorais.

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