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RESUMO

O diagndstico da infecgdo pelo T. gondii é usualmente feito pelas técnicas soroldgicas, mas a amostra
(soro ou plasma) pode ser restrita em determinados grupos protegidos, em que a coleta de sangue é
considerada agressiva e invasiva. Os anticorpos sdo encontrados em outros materiais biologicos, de
coleta ndo invasiva, como a saliva. Os métodos de detec¢io de anticorpos no mercado estio padronizados
para utilizar amostras de soro, e ha metodologias alternativas de maior sensibilidade utilizando-se
saliva, mas estas requerem equipamentos de dificil uso no campo. Dot-ELISA tem alta sensibilidade
e leitura visual sem equipamentos, que facilita a execugdo de ensaio em campo utilizando-se técnica
de triagem répida e eficiente. Neste contexto, foi padronizado o dot-ELISA de alta sensibilidade para
deteccio de anticorpos anti-T. gondii em saliva e soro, utilizando-se amostras de 20 voluntarios adultos.
A sensibilidade e a especificidade do dot-ELISA padronizado foram semelhantes em soro e saliva,
com exata distincdo de amostras positivas e negativas, mesmo na ocorréncia de baixas concentragdes
de anticorpos como na saliva. A saliva mostra ser material bioldgico adequado para deteccdo de
anticorpos anti-T. gondii em estudos epidemioldgicos da toxoplasmose em criangas ou outros grupos
protegidos, em que a coleta de sangue ¢é restrita.

Palavras-chave. toxoplasmose, saliva, imunoglobulina G, imunoensaio, dot-ELISA.

ABSTRACT

The diagnosis of T. gondii infection is usually performed by serological tests, but the blood collection
could be restricted in some groups as children. Antibodies are also found in other biological materials,
such as saliva, whose sampling has been done by means of non-invasive procedure. Commercially
available assays for performing antibody detection are standardized for analyzing serum samples.
There are alternative techniques for detecting antibody in saliva, however they demand the use of
equipment which is not easy to be used in field. Dot-ELISA is highly sensitivity and the results are of
visual reading without any equipments, being available to be used in field studies, by means a rapid
and efficient screening technique. Thus, a dot-ELISA with high sensitivity was standardized for detecting
anti-T. gondii antibodies in saliva and serum by using samples from 20 adult volunteers. Sensitivity
and specificity of the standardized dot-ELISA were similar in both saliva and serum samples, and
precisely distinguishing the positive and negative samples, even in low antibody concentration-
containing sample as saliva. Saliva showed to be as a potential biological material for detecting
anti-T. gondii antibody in epidemiological studies on toxoplasmosis in children or other protected
groups, where the blood collection is restricted.

Keywords. toxoplasmosis, saliva, immunoglobulin G, immunoassay, dot-ELISA.
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INTRODUCAO

A toxoplasmose ¢ uma doenga causada
pelo coccideo Toxoplasma gondii que apresenta

alta infecciosidade e baixa patogenicidade
em hospedeiros humanos com abrangéncia
cosmopolita, afetando grande fracao da

populagdo humana'. A infecgdo ¢é adquirida
através da ingestio de oocistos, em solo,
agua ou presentes em frutas e verduras mal
lavadas, cistos em carne crua ou malcozida e
pela infeccdo transplacentaria®. Outras formas
menos freqiientes de adquirir a doenca sdo
transfusao sanguinea, transplantes de Odrgaos
e acidentes laboratoriais’. O agente pode ser
isolado durante a fase aguda da infec¢do ou
em reativacbes em componentes organicos de
diversos tipos, tais como sangue, liquido
cefalorraquidiano, saliva e medula dssea, assim
como dos conteudos coletados de infiltrados
cutdneos, de manifestacoes exantematicas, do
baco e especialmente, de géanglios linfaticos,
mas o isolamento é demorado e a deteccdo de
acidos nucleicos de sensibilidade variavel*.

Assim, a principal ferramenta para o
diagndstico da toxoplasmose ¢é a deteccao
de anticorpos no sangue. Diversas provas

sorologicas foram preconizadas para o diagndstico
laboratorial da toxoplasmose, como: reagdo
de Sabin - Feldman’ reagdo de aglutinagao
do latex® reagdo de fixacdo de complemento’;
reagdo de hemaglutinagao indireta®;, reacdo
de imunofluorescéncia indireta? e diversas
reagdes imunoenzimaticas (ELISA) de diversos
desenhos e revelagoes, além de immunoblotting
ou western blotting e dot-ELISA®.

Todos os testes comerciais de detecgdo
de anticorpos na toxoplasmose sdo desenhados
para o uso de soro, que apresenta concentragao
alta e semelhante de IgG entre as amostras,
mas sua coleta implica em pequena invasdo
do hospedeiro. Em estudos de incidéncia
de doencas de alta prevaléncia e cicatriz
sorologica, como a toxoplasmose'’, o grupo
alvo de detec¢do de incidéncia é o menos exposto
ou recentemente exposto, ou seja, criangas e
escolares pela pouca idade e tempo de
exposi¢ao, ja que a toxoplasmose é cosmopolita

e tem poucas regides de baixa prevaléncia''.

A saliva é um fluido especifico proveniente
da secrecio das glandulas salivares como a
parodtida, submandibular, sublingual e glandulas
menores, acrescida de substancias oriundas do
fluido crevicular gengival com IgG, secregdes
bronquicas ou  nasais, células epiteliais
descamadas, restos de alimentos, micro-organismos
e produtos de seus metabolicos'.

Como alternativa na detecgio de IgG
especifica, a saliva pode oferecer a facilidade
de coleta, de baixo custo e conforto ao paciente
(principalmente criancas), além de ser um
material de facil manuseio nos procedimentos
diagnosticos. Sua principal desvantagem ¢ a
quantidade variavel de IgG e a necessidade de
refrigeragdo”. Granade et al'* ja preconizavam
o uso da saliva para a detecgdo de IgG especifico
para rubéola e virus da imunodeficiéncia humana
tipo I, e Santos et al” também demonstraram
o potencial da saliva para o imunodiagnoéstico
da  infec¢do  por  Schistosoma  mansoni.
Na toxoplasmose, a saliva foi eficiente para
pesquisa de anticorpos IgA, IgM e IgG quando
comparada a amostras pareadas de soro,
usando immunoblot e aglutinagao direta'.
A presenca de IgG anti-T. gondii em saliva
foi demonstrada por immunoblot, com alta
especificidade para triagem laboratorial da
toxoplasmose'”. Para investigar o potencial uso
da saliva para deteccdo de anticorpos contra
Toxoplasma gondii, Loyola et al** realizaram
estudos epidemioldgicos e de vigilincia da
toxoplasmose, demonstrando a aplicabilidade
da detecgdo de anticorpos IgA na saliva como
marcadores de toxoplasmose aguda em ensaios
de ELISA.

O dot-ELISA tem sido descrito como
um método diagndstico eficiente para doengas
infecciosas parasitarias como a esquistossomose®,
a toxoplasmose*™ e a angiostrongiliase®.
Este teste é um método sensivel, rapido, de
baixo custo e de facil aplicagio na rotina
laboratorial, permitindo a detec¢ao de anticorpos
em pequenas quantidades de amostra sem uso de
equipamentos.

Normalmente, os estudos soroldgicos tém
utilizado a coleta de sangue, através de puncao
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classica por agulha com produgdo de soro ou
coletas de sangue total com lanceta e em papel
filtro. Os dois materiais, com diferentes graus de
pureza, sao fontes de IgG especifica, detectadas
por testes de diferentes sensibilidades e
especificidades, no caso da toxoplasmose humana.

Nossa alternativa foi o uso de saliva,
que possuem IgG secretada, através de coleta
simples seguida de concentragdo, o que permite
a deteccio de IgG especifica contra o agente
em diversos grupos. Por estas razdes, otimizamos
o teste dot-ELISA para deteccdo de anticorpos
anti-T. gondii em amostras pareadas de soro e
saliva, trabalhando com uma saliva concentrada
10X como descrito em metodologia, permitindo
resultados mais especificos.

MATERIAL E METODOS

Amostras e antigenos

A pesquisa foi conduzida dentro dos
padroes exigidos pela Resolugio 466 de 12 de
dezembro de 2012 do Ministério da Saude.
Todos os voluntdrios trouxeram ou assinaram o
TCLE, contendo todos os procedimentos a serem
desenvolvidos, conforme a resolugdo n° 196/96,
que regulamenta a pesquisa envolvendo seres
humanos. Vale ressaltar que este estudo foi
submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo - FMUSP e aprovado sob o processo
n° 23109613.1.0000.0065.

Foram testadas 20 amostras de soro e
saliva pelas técnicas de ELISA e dot-ELISA.
Todas as amostras de soro foram validadas
pelo teste comercial Elecsys Toxo IgG/IgM
(Roche Diagnostics®, Somerville, NJ, USA), no
setor de Imunologia da Divisao do Laboratério
Central do Hospital das Clinicas - FMUSP.
Das 20 amostras de soro validadas pelo
Laboratério Central do Hospital das Clinicas -
FMUSP, 4 amostras de soro foram positivas
e 16 amostras de soro foram negativas.
Os voluntarios eram alunos de pds-graduagao
do Laboratério de Protozoologia do Instituto
de Medicina Tropical de Sao Paulo.

Suspensdes de taquizoitos da cepa RH
de T gondii foram mantidas no Laboratério

312

de Protozoologia do Instituto de Medicina
Tropical de Sao Paulo, por meio de sucessivas
passagens com intervalos de 3 a 4 dias,
em camundongos Swiss nao  isogénicos,
pesando em torno de 20 g e com idade
variando entre 30 e 60 dias. Os animais
previamente infectados foram  submetidos
a eutandsia por narcose em camara de CO,
e o peritonio lavado com 5 mL de solugdo
salina tamponada com fosfato 0,01M pH 7,2
(PBS) estéril contendo penicilina cristalina
2500 UI/mL e estreptomicina 10 mg/mL.
Apés quantificagdio em camera de Neubauer, os
parasitas foram diluidos apropriadamente em
PBS e cada animal recebeu 10’ taquizoitos por
in6culo intraperitoneal. A suspensdo parasitaria,
obtida através do lavado peritoneal de animais
infectados, foi purificada por filtragio em
membrana de policarbonato 5 um (Millipore®)
e centrifugada a 700 g por 10 min a 4 °C.
Estes taquizoitos livres de células foram
contados e estocados a -20 °© C até o momento
do uso. O extrato antigénico salino (antigeno
salino®) foi obtido de antigeno protéico
solivel de T. gondii com concentragio de
3 x 10® taquizoitos da cepa RH. O precipitado foi
suspenso em 5 mL de agua destilada submetido
a sonicagao (0,40 MHz, 4 Vdc) por 4 periodos
de 30 segundos, em banho de gelo via
sonicador de ponta Thornton®. Apds certificagdo
microscopica da lise total dos taquizoitos, foi
acrescentado 5 mL de solu¢do de NaCl 0,3 M
sendo a suspensido centrifugada a 10.000g
a 4 °C por 30 min, em centrifuga refrigerada
Eppendorf 5403. O sobrenadante foi separado
em aliquotas e mantidas a -70 °C até o
momento de seu wuso. Todas as reagdes
foram realizadas com uma mesma partida de
antigeno. O extrato antigénico alcalino (antigeno
alcalino) foi obtido a partir de uma suspensao de
3 x 10° taquizoitos da cepa RH de T. gondii
que foi tratada com 20 mL de NaOH a 0,15 M
e mantida a 4 °C por 6 h. Em seguida, a
solugao antigénica foi neutralizada com HCl 0,3 M
para o pH 7,5, e estocada em aliquotas a
-20 °C. Para aumentar o rendimento também
foi realizada a extragdo de antigeno de parasita
por detergente suave, desoxicolato de sddio.
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Extrato  protéico soluvel por  detergente
desoxicolato de sodio (DOC): uma suspensdo
de 3 x 10°® taquizoitos da cepa RH foi
tratada com DOC nas concentragdes de 0,1 %
e 0,5 % em Tris-HCL. Apds 30 min de incubagao
a 4 °C, a suspensdo foi centrifugada a 10000g
por 15 min a 4 °C e o precipitado
descartado. O sobrenadante foi aliquotado e
estocado a -20 °C.

As dosagens protéicas dos diferentes
preparados  antigénicos  foram  efetuadas
empregando-se o método de Bradford*.
A qualidade do antigeno foi avaliada por
eletroforese em  poliacrilamida®, seguida
de  transferéncia  para membranas e
imunomarca¢do usando soro positivo humano,
seguido de conjugado peroxidase anti-IgG
humano, em  condigdes  convencionais®.
As membranas foram fotografadas para
documentagdo. Utilizamos o mesmo antigeno
em ambos os testes imunoenzimaticos,
diferenciando-se  apenas as  concentragdes
antigénicas para cada metodologia.

Saliva

Para a intervencdo da coleta de saliva
utilizamos o que denominamos “kit coleta de
saliva’, entregue a cada voluntdrio. Apods a
entrega do Termo de Consentimento Livre
Esclarecido, os voluntarios eram conduzidos
para a coleta da saliva. Era realizada a
higiene da cavidade oral, com uso de 25-40 mL
de enxaguante oral (Listerine®), de uso
comercial, bochechos e 03 lavagens da
cavidade com 4agua potavel sem aditivos.
Sem qualquer outro estimulo, foi solicitado
para que os voluntarios completassem com

saliva até a marca de 05 mL ou mais
do tubo de «coleta, na dependéncia da
produgdo individual de cada um. Nenhum

voluntario foi convidado a coletar mais saliva
do que o necessario para o teste. Apds a
intervencao, os tubos coletados contendo a
saliva eram colocados em banho de gelo para
evitar perdas e mantidos assim até seu
transporte e processamento no Laboratério de
Protozoologia, no mesmo dia.

ELISA (Enzyme - Linked Immunosorbent
Assay)

A técnica foi desenvolvida de acordo
com a metodologia descrita por Venkatesan
e Walklin”. Placas de poliestireno de 96
pocos para microtitulacio (Costar”) foram
sensibilizadas com 100 pL/pogo com proteinas
de T gondii em suas diferentes preparagdes.
A leitura das densidades opticas (D.O.) foi
realizada em leitor automatico de microplacas
(Labsystems Multiskan MS) a 492 nm.

Dot-ELISA

A técnica de dot-ELISA foi executada
segundo a metodologia descrita por Hakes e
Armstrong®’, com modificagdes realizadas pelo
Laboratorio de Protozoologia do Instituto de
Medicina Tropical/USP, utilizando membrana
de nitrocelulose (BioRad®), foram sensibilizadas
com 50 pL/pogo com antigeno soluvel de
T. gondii, suspensos em tampao 0,1 M carbonato-
bicarbonato de sddio pH 9,5, nas concentragdes
de 0,5 pg/mL para triagem de amostras de
soro e 1,5 ug/mL de antigeno para amostras
de saliva, utilizando-se um sistema dot blot
de 96 pocos (BioRad®). Apds sensibiliza¢do, as
membranas eram retiradas do sistema dot blot,
cortadas em tiras de aproximadamente 0,4 mm
e colocadas em bandejas de incubagdo com
canaletas de 10,5 cm x 5 mm (BioRad®),
onde foram bloqueadas com Solugdo Salina
Tamponada Tween Leite 5 % (SSTTL), por 2 h
em temperatura ambiente. Em seguida, as
membranas foram lavadas trés vezes por 5 min
com SSTTL 0,05 % sob agitagdo. Em seguida,
foram aplicados volumes de 500 ulL/canaleta
de amostras de soro ou saliva, com incubagdo
por 1 h sob agitacio em temperatura ambiente.
Apos a incubagdo, as membranas foram
novamente lavadas trés vezes e foram aplicados
500 pL/canaleta do conjugado anti-IgG humano
na diluigdo de 1/10.000, sendo as amostras
incubadas por 1 h em temperatura ambiente.
Decorrido o tempo de incubagdo, as membranas
foram novamente lavadas trés vezes. A reagdo
foi revelada utilizando-se como cromdgeno o
3,3-diaminobenzidina (DAB), sendo aplicados
500 uL/canaleta da solugao cromodgena (10 pg DAB,
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acrescido de 10 mL PBS e 15 pL de agua
oxigenada 30 %).

ANALISE ESTATISTICA

Os indices de sensibilidade relativa,
especificidade  relativa,  co-positividade e
co-negatividade, valores preditivos positivo e
negativo, os intervalos de confianga de 95 %
para propor¢des e a concordancia entre testes
(Indice Kappa) foram calculados pelo programa
Epilnfo 6.04, usando a rea¢ao de ELISA como
teste de referéncia. Os intervalos de confianga
de 95 % e os indices relativos foram incluidos
em todas as citagoes dada a amostragem reduzida.

RESULTADOS

Para padronizagao dos nossos testes,
utilizamos 20 amostras de soro e saliva estocadas
no banco de material biolégico do Laboratdrio
de Protozoologia do IMTSP. As amostras de
soro foram submetidas ao teste convencional
de ELISA e validados pelo Laboratorio Central
do HC-FMUSP, sendo considerado nosso padrao
ouro para analise da sensibilidade relativa,
especificidade relativa e valores preditivos
positivos e negativos para o teste de dot-ELISA.
Estas amostras foram ensaiadas na dilui¢do
1/100 frente as diferentes preparagdes antigénicas
como demonstrado na Figura 1A. Dos 20 soros
testados, 4 foram reagentes ao T. gondii e 16 foram

nao reagentes.

Utilizando o teste estatistico t student,
verificamos que o antigeno salino apresentou os
melhores resultados, com clara distingdo entre
amostras positivas e negativas.

A partir dos resultados obtidos no ELISA
para as amostras de soro, realizamos uma
eletroforese das diferentes preparagdes antigénicas
de T gondii para verificarmos o perfil dos
antigenos de cada preparagio. Como podemos
observar na Figura 1B, o extrato protéico salino
foi o antigeno que revelou um maior numero
de fragdes antigénicas, mantendo, portanto, um
maior ndmero de epitopos protéicos capazes
de se ligarem aos anticorpos presentes nos soros,
o que confirma os melhores resultados do ELISA
para esta preparagdo. As demais preparagoes
apresentaram um numero menor de bandas,
provavelmente, por perdas maiores de epitopos
durante o processamento do antigeno. Contudo,
¢ possivel visualizar em todas as preparagdes,
uma banda de 30 KDa, que corresponde a
proteina (p30), a mais abundante na superficie
de taquizoitos de T. gondii.

Assim, o ensaio de ELISA com extrato
protéico salino foi considerado o teste padrio
ouro para analise posterior dos resultados do
dot-ELISA.

Inicialmente, padronizamos o ensaio de
dot-ELISA em amostras de soro, onde a
concentragao de IgG especifica ¢é maior,
facilitando a detecdo dos anticorpos e, em

50
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Figura 1. A - Resultados do teste imunoenzimatico ELISA para amostras de soro humano. Os soros positivos
estdo representados em vermelho e os negativos em azul. As linhas representam as médias de cada grupo; B- resultados da
eletroforese para as diferentes preparagdes antigénicas de T. gondii. PM = padrao de peso molecular
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Figura 2. Resultados da padronizagio da concentragdo protéica do antigeno salino, antigeno alcalino, antigenos DOC 0,1 % e
DOC 0,5 % para a reac¢do de dot-ELISA em amostras de soro humano

seguida, partimos para a padronizagio da
técnica em amostras de saliva. Embora o extrato
protéico salino tenha fornecido os melhores
resultados no ELISA, continuamos a trabalhar
com as diferentes preparagdes antigénicas durante
a padronizacdo do dot-ELISA, a fim de obtermos
o maximo de eficiéncia em nosso teste.

Para padroniza¢do da rea¢io de dot-ELISA,
utilizamos os soros na diluicdo 1/100, sendo
as membranas de nitrocelulose sensibilizadas
com diferentes preparagdes antigénicas em
diferentes concentragdes protéicas.

Como podemos observar na Figura 2,
a concentra¢do protéica ideal para todas as
preparagdes antigénicas utilizadas no dot-ELISA
para soro foi a de 0,625 ug/mL, que corresponde
a 31 ng/50 pL, volume utilizado em cada
poco da membrana no dot blot (Bio Rad®).
Nesta concentragdo, foi possivel distinguir
claramente os soros positivos, com marcagdo
(dot) bem definida, dos soros negativos,
sem marcagdo visivel ou com apenas uma
pequena marcagdo de fundo sem defini¢do, que
corresponde ao background da reagao.

Apés padronizagdo do dot-ELISA para
soro, partimos para padronizagdo da reagdo
em amostras de saliva. Esta padronizacao foi
realizada da mesma forma que a do dot-ELISA
dos soros. Assim, podemos verificar na Figura
3 que a concentragdo protéica ideal em todas
as preparagdes antigénicas foi a de 1,25 pg/mL
que corresponde a 62 ng/50 pL, volume utilizado
em cada po¢o da membrana no dot blot
(Bio Rad®). Nesta concentragdo, foi possivel

distinguir claramente as amostras de saliva
positivas, com marca¢do (dot) bem definida,
das amostras negativas, sem marcagdo visivel ou
com apenas uma pequena marca¢ido de fundo
sem definicdo, que corresponde ao background
da reacao.

Apés padronizagdo da concentragao protéica
ideal para as diferentes preparagdes antigénicas,
avaliamos a reprodutibilidade intrateste da
reagdo de dot-ELISA para saliva, através das
marcagdes obtidas nos (dots) das quadruplicatas
de cada saliva testada. Como podemos observar
na Figura 4, os quatro (dots) da mesma amostra
tiveram marcagdo semelhante, com mesmo grau
de intensidade, confirmando a reprodutibilidade
intrateste do dot-ELISA. Estes dados também

P 20ugml
0 10ugimL.
5 Spg/mL
| 2,5ug/mL
T 1,25ug/mL
| 0,625pgimL
v 0,312pgimL
0 N=2(4 Branco
:‘ 20ugiL
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Figura 3. Resultados da padroniza¢io da concentragio
protéica para as diferentes preparagdes antigénicas utilizadas
nas reagoes de dot-ELISA em amostras de saliva humana
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podem ser confirmados nas Figuras 5A, 5B, 5C
e 5D, que apresentam os resultados das
quadruplicatas das amostras de saliva frente
as diferentes preparacdes antigénicas. Ja, para
avaliar a reprodutibilidade interteste, comparamos
as marcagoes (dots) das quadruplicatas de cada
amostra, testadas em dias diferentes. Na Figura
4, podemos verificar uma boa reprodutibilidade
dos resultados do primeiro e segundo teste,
indicando que o dot-ELISA apresentou uma boa
reprodutibilidade interteste.

Apos padronizacao da concentragio protéica
ideal de antigeno, avaliamos 20 amostras de saliva
com seus respectivos soros, estocadas no banco de
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material biolégico do laboratério de Protozoologia
do IMSTSP. Estas amostras foram testadas por
dot-ELISA em quadruplicatas frente as diferentes
preparagdes antigénicas. A sensibilidade relativa,
especificidade relativa e valores preditivos positivos
e negativos, de cada antigeno, foram calculados no
programa Epilnfo 6.04, utilizando o ELISA do soro
como teste de referéncia.

Como podemos observar na Figura 5A,
o teste dot- ELISA com antigeno alcalino
apresentou resultados discordantes do teste
ELISA para as amostras de saliva, com um resultado
falso positivo e um resultado falso negativo,
diminuindo assim a sensibilidade relativa do
dot-ELISA, tendo uma sensibilidade relativa de
75 % e especificidade relativa de 93,8 %.

O dot-ELISA com antigeno DOC 0,1 %
(Figura 5B), apresentou resultados discordantes
do teste ELISA, tanto para as amostras de soro
como saliva, sendo um resultado falso negativo
e dois resultados falsos positivos para saliva e
13 resultados falsos positivos para soro, com
isso a sensibilidade relativa foi de 75 % e a
especificidade relativa de 87,5 %.

Para o dot-ELISA com antigeno DOC 0,5 %,
a presenca de resultados discordantes do teste

Figura 4. Resultado da reprodutibilidade da técnica ELISA foi ainda maior como podemos verificar
dot-ELISA intrateste e interteste na Figura 5C, com dois resultados falso negativo
A B
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Figura 5. Resultados dot-ELISA com antigeno alcalino (A), dot-ELISA com antigeno DOC 0,1 % (B), dot-ELISA com antigeno
DOC 0,5 % (C) e dot-ELISA com antigeno salino (D), para amostras de soro e saliva estocadas no Laboratorio de Protozoologia

- IMTSP
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para soro e dois resultados falsos positivos
para saliva e 13 resultados falsos positivos para
soro, sendo assim a sensibilidade relativa foi
de 50 % e a especificidade relativa de 100 %.

O dot-ELISA com antigeno salino
(Figura 5D) apresentou resultados concordantes
com o teste ELISA, tanto para as amostras de
soro como de saliva, tendo uma co-positividade
e co-negatividade em amostras de soro e saliva,
com 100 % de sensibilidade relativa e 100 %
de especificidade relativa, sendo o antigeno
mais promissor para ensaios futuros.

DISCUSSAO
Nossos dados mostram que o ensaio
imunoenzimatico dot-ELISA  foi capaz de

detectar anticorpos IgG anti-T. gondii em saliva
com a mesma eficiéncia de detec¢do em soro,
material mais utilizado para este fim. Esta
abordagem de coleta de saliva é extremamente
importante para determinados grupos especificos
de pacientes, como as crian¢as, que sdo, muitas
vezes, protegidas da coleta invasiva convencional
de sangue. Isto tem uma implicagio muito
importante para o diagnostico das doengas
infecciosas, em especial, da toxoplasmose,
ja que permite a utiliza¢do de um material de
facil obtencdo, sem necessidade de métodos
invasivos de coleta, como é o caso do sangue.

Esta abordagem também tem apresentado
resultados positivos para grupos de individuos
adultos, colaborando com a adesdo dos pacientes
em estudos, ja que aumenta a confianca e a
perseveranca dos mesmos no tratamento, por nao
envolver sistematicamente a invasdo pela agulha
durante a consulta, evitando o absenteismo?®.

Em nosso trabalho, padronizamos um
ensaio de dot-ELISA com alta sensibilidade e
especificidade, permitindo a deteccio de IgG
em pequenas quantidades de material, que ¢é
extremamente importante no caso da saliva,
que apresenta baixa concentragio de IgG.
Outros autores ja haviam relatado anteriormente
a importincia e aplicabilidade da reacao de
dot-ELISA para outras protozooses, mas para a
toxoplasmose estes dados siao escassos®, sempre
utilizando soro como fonte de anticorpos.

Na toxoplasmose, ha relatos da utilizagdo
da saliva para detec¢ao de anticorpos a partir
de ensaios de ELISA e immunoblotting'®'s,
sendo o nosso trabalho pioneiro na utilizagdo
da técnica de dot-ELISA para saliva.

Nossos dados de padronizagdo mostram que
o extrato salino foi o antigeno que apresentou os
melhores resultados no dot-ELISA, possibilitando
uma clara distingdo entre amostras positivas
e negativas. Estes resultados sdo corroborados
pelos dados descritos por outros autores**
que utilizaram o dot-ELISA com antigeno salino
para deteccdo de IgG anti-T. gondii em amostras
de soro.

Estudos comparativos entre a eficiéncia
de diferentes métodos de deteccdo de IgG
anti-T. gondii em saliva sdo raros, mas os
resultados do ELISA e do dot-ELISA do nosso
estudo foram semelhantes aos descritos por
Stroehle’” em um trabalho comparativo entre
o ELISA e o immunoblotting para deteccao de
IgG anti-T. gondii em saliva, com valores altos
de sensibilidade e especificidade, sendo estes
resultados semelhantes aos descritos por Morris
et al*® em estudos de detec¢ao de anticorpos
IgG anti-rubéola em saliva.

Contudo, alguns autores relataram valores
menores de sensibilidade e especificidade do
dot-ELISA, propondo um aprimoramento do
teste como demonstrado por Shukla et al*’ em
um estudo utilizando antigenos de Cysticercus
fasciolaris, com 88 % de sensibilidade e 74 % de
especificidade. Verificamos em nossos ensaios
de padronizagdo, que a concentragdo necessaria
de antigeno salino para deteccdo de IgG em
saliva correspondeu ao dobro da concentragio
necessaria para detec¢ao no soro. Este dado pode
ser explicado pelo fato da saliva total conter altos
niveis de IgA secretora e baixos niveis de IgG.
Além disso, a presenca de bactérias, leucocitos,
mucina, células epiteliais e restos de alimento
podem provocar a degradacio da IgG por
proteases bacterianas e salivares, podendo,
também, dificultar o processamento do material
dada sua viscosidade™.

Em nosso trabalho obtivemos valores altos
de sensibilidade relativa 100 % e especificidade
relativa 100 % para o dot-ELISA com antigeno
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salino em saliva. Estes dados sdo corroborados
pelo estudo pioneiro em detec¢do de anticorpos
anti-T. gondii em saliva'®, que utilizaram a técnica
de immunoblotting com antigeno salino, muito
similar ao nosso antigeno.

Nossos resultados demonstraram que o
dot-ELISA com antigeno salino é um método
excelente para o diagndstico e triagem da
toxoplasmose, utilizando tanto amostras de
soro quanto de saliva, com altos valores de
sensibilidade e especificidade. Stroehle et al”
ressaltam a importincia da utilizagdo da
saliva como material por ndo ser um método
invasivo, mas destacam que ¢ necessario o
aprimoramento  das  técnicas  diagnosticas,
bem como o processamento da saliva apds
sua obtencdo, que é uma meta futura do nosso
trabalho. Além disso, em estudos futuros
iremos aprimorar o nosso teste, aumentando
sua capacidade de deteccdo de IgG em saliva,
através da utilizagdo de dot-ELISA de captura
com proteina A ou utilizando sistemas de
revelagdo de maior sensibilidade.

CONCLUSAO

Entendemos que os resultados advindos
do aprimoramento do teste possam permitir, no
futuro, o desenvolvimento e aplicagdo de um teste
comercial para detec¢do de IgG anti-T. gondii em
saliva, a semelhanca do que ¢é feito atualmente
com o teste rapido para diagnoéstico de individuos
reagentes ao virus HIV, a partir da detec¢ao de
IgG em saliva.
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RESUMO

O uso do conceito do Erro Total em validacdo de métodos analiticos é uma abordagem que incorpora
a soma da veracidade e precisdo. Este método utiliza ainda Perfis de Exatiddo baseados em intervalos de
tolerancia para decidir se um modelo de calibragdo dara resultados de qualidade, e realiza o controle do risco
de aceitar uma metodologia imprdpria. Foram aplicados o Conceito do Erro Total, os perfis de Exatiddoe o s
Indice de Exatidio na validagio de um ensaio imunoenzimatico (ELISA) para determinar o teor residual de
ovoalbumina em vacinas. Este estudo testou uma amostra pura e fortificada com trés diferentes concentragoes
(baixa, média e alta). A abordagem foi usada também para avaliar o método de calculos que renderia resultados
mais exatos. Os resultados obtidos no intervalo de concentragées testado com o modelo de céalculos escolhido
foram: veracidade - ER% de 1,61 % a 12,15 %; precisdo intermedidria - CV% de 6,91 % a 9,31 % e o Erro Total
de 9,83 % a 19,07 %, obtendo-se dados em conformidade com os guias internacionais. O estudo demonstrou
que o método empregado é confiavel para avaliar o teor de ovoalbumina, e que a abordagem do Conceito do
Erro Total apresenta aplicabilidade na validagao de ensaios imunoenzimaticos.

Palavras-chave. validacido, imunoensaio, erro total, perfis de exatidio, indices de exatiddo, ELISA.

ABSTRACT

The use of Total Error Concept for validating analytical methods is an approach that incorporates the sum of
the Trueness and the Precision. This method also uses the accuracy profiles based on the tolerance intervals
for whether a calibration model will give the quality results and it enables to control the risk in accepting an
inappropriate methodology. The Total Error Concept, the Accuracy Profiles and the Accuracy Index were
applied in this study for validating an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to determine the residual
contents of ovalbumin in vaccines. This study tested a pure vaccine sample and spiked with three different
concentrations (low, medium and high). Also an approach was used for evaluating the calculations methods
which would yield the most accurate results. The obtained results in the concentrations range tested with the
chosen model were: Trueness - ER% from 1.61 % to 12.15 %; intermediate precision - CV% from 6.91 % to
9.31 %; and the Total Error from 9.83 % to 19.07 %, which are in conformity with the international guides. This
study showed that the method is reliable to evaluate the ovalbumin contents, and that the Total Error Concept
approach has applicability for validating enzyme immunoassays..

Keywords. validation, immunoassay, total error, accuracy profile, accuracy index, ELISA.
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INTRODUCAO

A Febre Amarela ¢é a febre viral
hemorragica  original, uma  sepse viral
pansistémica  apresentando  virémia, febre,
prostragdo, injurias  hepaticas, renais e
miocardicas, hemorragia, choque e alta
letalidade’. O nome da doenca se deve a

ictericia que afeta alguns pacientes, causada
pelas severas injurias hepaticas®.

E estimado que ocorram 200.000 casos
de Febre Amarela causando 30.000 mortes,
a cada ano mundialmente, 90 % dos casos
acontecendo na Africa. O virus é endémico em
dreas tropicais da Africa e América Latina’.
A doenga ndo ocorre na Asia e paises do
Pacifico mesmo com a presenca do vetor
do ciclo urbano, o mosquito Aedes aegypt,
o que ainda nao é completamente entendido’.

A vacinagdo ¢ a medida de maior
importdncia na prevencdo da Febre Amarela.
Em dreas de alto risco onde a cobertura vacinal
¢ baixa, o pronto reconhecimento e controle de
surtos, usando a imuniza¢do, sdo fundamentais
para conter epidemias®.

No Brasil, a vacina contra Febre Amarela
é produzida com virus atenuado. E adotado
o sistema de lote semente primario da cepa
vacinal 17D, por meio de passagens em ovos de
galinha SPF (Specific Pathogen Free - Livre de
Patogenos Especificos) embrionados para obter o
lote semente secundario®.

A ovoalbumina, que corresponde a mais
de 50 % das proteinas presentes na clara do
ovo, é um residuo da producgio capaz de induzir
reagdes em individuos alérgicos, devendo ser
verificado seu teor. A Farmacopeia Brasileira*
descreve o método imunoenzimatico de detec¢do
e estabelece o limite < 5,0 pg/dose. No Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Sadde
(INCQS), o Laboratério Nacional de Controle,
a quantifica¢do de ovoalbumina residual é feita
usando o ensaio imunoenzimatico (ELISA),
desenvolvido por Biomanguinhos (FIOCRUZ - R])*.
O ELISA para Deteccdo do Teor de Ovoalbumina
(EDTO) ¢ do tipo sanduiche, utilizando anticorpos
de captura e conjugado a peroxidase, que sdo
reagentes derivados de fontes biologicas.

Validagao

A implementacéo de sistemas de acreditagdo
de laboratdrios de analise, com base na norma
ISO 17.025°, é no presente uma realidade.
Dois requisitos fundamentais figuram na parte
5 da ISO 17.025% a defini¢ao de procedimentos
para validar métodos e estimar a incerteza de
medic¢ao®.

Na industria farmacéutica, validacdes de
métodos analiticos seguem o guia ICH Q2(R1),
onde ¢ definido como objetivo principal deste
tipo de estudo demonstrar que o método
analitico é apropriado ao uso a que se destina.
Entretanto, este guia faz a ressalva de que métodos
analiticos utilizados em produtos bioldgicos e
biotecnologicos podem ser validados, em alguns
casos, com abordagens diferentes das descritas
naquele guia. Isto se deve ao fato de ser dificil
seguir o guia ICH’, especialmente no caso de
produtos derivados de matrizes bioldgicas (soros
e vacinas), e/ou usando ensaios bioldgicos ou de
ambos®.

No entanto, a norma ISO 17.025°, adotada
no INCQS, s6 considera necessaria a validagdo
de métodos normalizados quando tenham sofrido
modificagoes. Por esta razdo, apds a adogao de
alguns desvios na técnica descrita na Farmacopéia
Brasileira®, o EDTO foi submetido a um pré-estudo
de validagdo no INCQS, utilizando a abordagem
do Erro Total, demonstrando sua relevancia e
precisdo apropriadas ao objetivo de wuso e
a confiabilidade da aplicagio da abordagem
alternativa de validagdo do Conceito do Erro Total.
O estudo foi descrito por Possas et al’.

Conceito do Erro Total e Perfis de Exatidao

A abordagem do Erro Total se baseia
na constru¢do de perfis de exatiddo como
descrito pela “Société Francaise des Sciences
et Techniques Pharmaceutiques” (SFSTP)!*"
e tem sido amplamente discutida. Em 2003,
a “American Association of Pharmaceutical
Scientists” (AAPS) recomendou sua utilizagdo
na validagio de ensaios de ligagdo de
macromoléculas®®. A partir de 2012, a “European
Medicines Agence” (EMA) implementou as
normas para validagdo de métodos bioanaliticos
que incluem a abordagem do Erro Total'® e o

321



Possas JLS, Santos JE, Nascimento MC, Santos PA, Anjos DWC, Britto EB et al. Validagao de ensaio imunoenzimatico utilizando-se o Conceito
do Erro Total, os Perfis de Exatidio e o Indice de Exatiddo como alternativa a abordagem classica do ICH. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo,

2015;74(4):320-36.

FDA publicou, em 2013, uma revisdo de seu guia
para validagdo de métodos bioanaliticos,
incorporando a abordagem do Erro Total,
embora ainda ndo tenha sido implementada.
Apesar destes guias serem focados em métodos
bioanaliticos para medir a concentragio de
drogas em matrizes biologicas obtidas em estudos
clinicos ou toxicoldgicos, eles contém orientagdes

uteis sobre algumas questdes fundamentais
e definicoes no dominio das validacoes de
ensaios do tipo imunoenzimdticos aplicaveis

a area de controle da qualidade para liberagdao
de lotes'®'s.

O principio basico dos perfis de exatidao
consiste em combinar figuras de mérito, obtidas
em condi¢des de precisao intermedidria, e limites
de tolerancia de expectativa  em uma ilustracdo
grafica que permite tomar uma decisdo sobre a
validade do método®.

Em resumo, a abordagem do Erro Total
e dos perfis de exatiddo consiste de: a) construir
um intervalo bicaudal com limites de tolerancia
de expectativa p (Limite Inferior - LI, Limite
Superior - LS) com o nivel de confianca desejado
y (por exemplo, 95 %); b) comparar o intervalo
(LI, LS) com os limites de aceitacio adotados
(A, B); ¢) se (LI, LS) estiverem completamente
dentre (A, B), o método é aceito; caso contrario,
o método ndo ¢ aceito.

O ICH’ recomenda que os parametros
mais relevantes para validagio de métodos
quantitativos sdo linearidade (do inglés linearity
- habilidade, dentre um dado intervalo, de
obter resultados de teste que sejam diretamente
proporcionais a quantidade de analito nas
amostras’) e exatiddo (do Inglés accuracy -
grau de concordancia entre um resultado de
teste ou resultado de medicdo e o valor
verdadeiro®).

Escolha do modelo estatistico de calculo de
resultados de ensaio

Uma fonte significativa de variabilidade
nas curvas de calibracio pode ser proveniente
do modelo estatistico utilizado para o ajuste
da curva, portanto, é extremamente importante
a escolha de um modelo apropriado para
este calculo®. Alguns autores'®” introduziram
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o uso do perfil de exatiddo baseado nos intervalos
de tolerancia para decidir se um modelo de
calibracao obterd resultados de qualidade®.

Defini¢oes dos parametros de validacao

E importante ressaltar que tem sido
incentivado no meio cientifico a adog¢do das
definicbes do Vocabulario Internacional de
Metrologia (VIM)*, no entanto este vocabulario
¢ direcionado as medi¢des de grandezas.
Ao se trabalhar com testes como um ELISA,
que medem caracteristicas, uma alternativa
mais apropriada é a adogdo das defini¢coes
da norma ISO 3534-2", guia que incorpora
definicbes que abrangem tanto medigoes
(de grandezas), quanto testes (de caracteristicas).

Também ha divergéncias entre as
defini¢des de importantes parametros de validagao
em diferentes normas e dareas cientificas®>*.
A veracidade, precisio e a exatiddo sdo trés
termos fundamentais como parametros de
validacdo de métodos analiticos. A veracidade
(do inglés trueness) é o grau de concordancia
entre a expectativa de um resultado de teste/
medicdo e um valor verdadeiro®. A medida da
veracidade é normalmente expressa em termos
de tendéncia (do inglés bias), sendo a diferenga
entre a expectativa de um resultado de teste/
medicdo e um valor verdadeiro, é o erro
sistematico total em contraste com o erro
aleatério”. A precisdo (do inglés precision) ¢é
definida como o grau de concordancia entre

resultados de testes/medi¢des independentes,
obtidos em condi¢des estipuladas (repetibilidade,
entre ensaios, precisao intermediaria,
reprodutibilidade). A medida da precisio ¢é

normalmente expressa em termos de imprecisao
e calculada como desvio padrao (e.g. coeficiente
de variagdo) dos resultados dos testes/medigoes.
Depende apenas da distribuicdio dos erros
aleatérios e nao se relaciona com o valor
verdadeiro®. A exatiddo dos resultados do
método (do inglés accuracy), grau de
concordéancia entre o resultado do teste/medicao
e o valor verdadeiro”, por conseguinte,
refere-se a um erro total de medi¢ao®,
determinado pela combinagcdao da veracidade
e da precisao®.
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Valida¢ao em uso

O presente trabalho tem a finalidade
de confirmar a aplicabilidade do conceito do
Erro Total e dos perfis de exatiddao, avaliados
pelo indice de exatiddo, como alternativa a
abordagem pontual recomendada pelo ICH na
validacdo de métodos analiticos. Para tanto,
da continuidade ao processo de validacao do
EDTO anteriormente avaliado em um pré-estudo
de validagdo’®, agora na fase de validagdo em uso
do ensaio. Um avango em relagdo ao pré-estudo
foi a adogao de caracteristicas e critérios de
aceitacdo para validagdo preconizados pela
EMA'S, especificos para ensaios bioanaliticos do
tipo ensaios de ligagdo, categoria que abrange
os imunoensaios. Esta norma oficial ndo estava
em vigor no periodo da realizagdo do pré-estudo
de validagdo. Dentre as principais caracteristicas
de um método bioanalitico preconizadas pela
EMA'¢ essenciais para garantir a aceitabilidade do
desempenho e da confiabilidade dos resultados
analiticos, as que se aplicam ao EDTO sao:
seletividade, curva de calibragio (fungio de
resposta), intervalo de quantificagdo, limite
inferior de quantificagdo, veracidade e precisao.

O estudo de validagaio em wuso foi
desenvolvido em duas etapas:
a) Avaliagdo do método estatistico de calculos
de resultados capaz de prover resultados
mais exatos, onde foram avaliados a regressao
logistica de quatro pardmetros (4PL), a regressao
logistica de cinco parametros (5PL) e o modelo
de linhas paralelas (PAR), pelo uso dos perfis
de exatiddo e do indice de exatidiao como descrito
anteriormente por Possas et al’.
b) Usando os resultados obtidos no modelo
escolhido para os calculos de resultados,
foram determinados os seguintes parametros

recomendados em  EMA'® para  ensaios
imunoenzimaticos: veracidade; precisao
(repetibilidade,  inter-ensaios e  precisdo
intermedidria); linearidade; intervalo de
quantifica¢io; limites de quantificagdo
avaliados como descrito por Possas et al%
curva de calibracio e seletividade foram

avaliados como recomendado em USA!7#%,
respectivamente.
Faz-se necessario ressaltar algumas

diferencas metodolégicas entre o presente
estudo, a validagdo em uso, e o pré-estudo
de validagdo® algumas abordagens na fase
de validaggo em wuso foram adotadas em
consequéncia dos resultados do pré-estudo’,
como a concentragdo 2,0 pg.mL"' para o padrao
de calibragdo. Na fase de pré-estudo foram
usados apenas padrdes de calibragdo e padrdes
de validacdo (diluidos em PBS) e as concentragdes
foram expressas em pg.mL". Na fase de validagao
em uso, foram testados o padrio de calibragdo
e uma amostra de vacina ora pura, ora fortificada
com trés concentracdes de ovoalbumina (amostras
de validagdo) e as concentracbes destas foram
expressas em ug.0,5 mL', volume da dose
da vacina. Na fase de pré-estudo a versio do
programa de computador utilizado para calculo
de resultados ndo incluia o modelo de calculos
5PL que foi incorporado a nova versdo langada
em 2013, o que permitiu a comparagao dos trés
modelos na fase de validagdo em uso. No entanto,
na realizagdio do pré-estudo, foi realizada uma
comparagao dos resultados utilizando os dois
modelos disponiveis 4PL e PAR que nao foi
incluida na publicagao, servindo apenas para
embasar a escolha do modelo adotado naquela
fase, o 4PL.

Outro avango em relagdo ao pré-estudo
foi a ado¢do de caracteristicas e critérios de
aceitacdo para validagdo preconizados pela
EMA'S, especificos para ensaios bioanaliticos do
tipo ensaios de ligagdo, categoria que abrange
os ELISAs. Esta norma oficial ndo estava em
vigor no periodo da realizagdo do pré-estudo
de validagao.

Em relagio ao pré-estudo, o calculo da
incerteza também foi modificado para uma
abordagem mais abrangente, incorporando em
sua determinacdo os dados de Veracidade e
Precisdo Intermediaria obtidos.

MATERIAL E METODOS

Padrio de Calibragao

Para o ajuste da curva de calibragio
uma solu¢ao estoque padrido de calibragdo de
ovoalbumina de ovos de galinha (Sigma, A2512,
po liofilizado, > 98 %) na concentracao de
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100 pg.mL" (p/v) foi preparada e diluida em agua
destilada a 2,0 pg.mL" (p/v).

Amostras de validagao

Na fase de validagdo em uso, foi testado
um unico lote de vacina contra febre amarela.
A cada ensaio, foi testada a amostra pura
paralelamente @ mesma amostra deliberadamente
fortificada (“spiked”) com trés concentragdes
de ovoalbumina. O conjunto de amostras pura
(doravante referida como 0,18 pg0,5 mL",
teor médio determinado em trés ensaios
prévios) e fortificadas, foi denominado “amostras
de validagdo” Para fortificagio das amostras,
foi utilizada a solugdo estoque padrio de
ovoalbumina diluida na amostra de vacina para
obter as seguintes concentragdes em rela¢ao ao
limite de aceitacio do teor de ovoalbumina de
5,0 pug.0,5 mL": baixa = 25 % (1,25 pg.0,5 mL"),
Média = 100 % (5,0 pg.0,5 mL"'), e Alta = 300
% (15 pg.0,5 mL"'). Na pratica, foram usadas
aliquotas arredondadas e foi aplicada uma
correcdo a estas concentragdes para efeito de
calculo, os valores assumidos foram: 0,18; 1,26;
5,05 e 14,9 ug.0,5 mL".

Método analitico: ELISA para a determinacgio
do teor de ovoalbumina

Os padroes de calibragdo de ovoalbumina
e amostras de validagdo foram submetidos ao
EDTO como descrito por Possas et al’, exceto
onde mencionado. A curva padrao de ovoalbumina
foi elaborada com oito diluicées contendo de
0,2 pg a 0,0016 pg.mL"'. A cada ensaio, o padrao
de calibra¢do e as amostras de validagdo foram
pré diluidas visando obter as concentragdes
desejadas. Como no ensaio de rotina, foram
diluidos a 1/10 e aplicados nos primeiros pogos,
sendo diluidos com fator dois a partir dos segundos
pocos da placa até completar um total de oito
dilui¢ées para o padrido e para cada amostra.
Controles positivos e negativos (branco) foram
incluidos em cada placa. A leitura das Densidades
Oticas (DOs) foi feita em leitor de microplacas
(VersaMax - Molecular Devices, Califérnia, EUA)
a um comprimento de onda bicromatico de
450/630 nm. O teor de ovoalbumina residual
foi calculado utilizando os modelos 4PL, 5PL e
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PAR no software estatistico CombiStats® do

EDQM?,

Desenho do estudo - Matriz de Ensaios

Com a finalidade de avaliar os parametros
definidos, uma matriz de ensaios foi desenhada
visando obter o maximo de informagdes de cada
corrida. Foram realizadas cinco corridas vélidas
(p = 5) com amostras de um mesmo lote de
vacina contra febre amarela, fortificadas com trés
concentragdes de padrao de ovoalbumina mais a
amostra pura (m = 4) em placas duplicatas (n = 2).
Visando incluir concentragées pura, baixa,
média e alta. A amostra de vacina pura serviu
para determinar a diferenga entre o teor original
(média dos resultados de todos os ensaios)
e o recuperado nas amostras fortificadas.
Um total de 40 resultados foi obtido nesta etapa.

Posteriormente, foram realizados quatro
ensaios para avaliagio da seletividade como
recomendado em USA? onde foram testados
uma amostra de vacina e o padrao de ovoalbumina
(2,0 pg/mL): a) como padrao de calibragao diluido
em PBS, b) como padrio de validagao também
diluido em PBS, c¢) como padriao de validagdo
utilizando a amostra de vacina como diluente
(matriz). Um total de 20 resultados foi obtido
nesta etapa.

Analise Estatistica

Escolha do modelo de cdlculos usando o conceito do
Erro Total

Os resultados do teor de ovoalbumina
foram calculados para as duplicatas de placa e
concentragdes dos ensaios pelos métodos de 4PL,
5PL e PAR, utilizando o programa de computador
CombiStats®?, versdo 5, visando determinar qual
destes modelos rende resultados mais exatos.

Posteriormente, os resultados obtidos
com o modelo escolhido foram utilizados para
calcular os demais parametros de validagdo
definidos.

Foi empregada a abordagem do Conceito
do Erro Total seguindo as recomendagdes da
SESTP!" e o perfil de exatiddo dos resultados
obtidos com os trés modelos de curva nas
diferentes concentragdes estudadas, construido
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como descrito por Rozet et al®. Para interpretar
a adequagdo do perfil de exatiddo obtido, foi
empregado o indice de exatiddo®, para tanto,
uma planilha do Microsoft Excel® foi elaborada e
validada frente aos dados do referido artigo. Os
graficos apresentados e analises complementares
como teste de desvio de linearidade, coeficientes
de regressao e de inclinagdo das curvas padrao,
foram feitos utilizando o programa estatistico
GraphPad Prism® (San Diego, Califérnia, EUA).

Veracidade

A veracidade do método, expressa como
a tendéncia em Erro Relativo % (ER%), foi
determinada como descrito por Rozet et al®,
utilizando a equagao 1.

ERY% = mﬂ.(“_“r)
KT

Onde:

ER% = Erro Relativo percentual
1 = média dos resultados obtidos
W, = concentragao nominal

Precisdo

A partir das concentragdes estimadas,
utilizando uma ANOVA como descrito por
Rozet et al®, foram calculadas a variancia da
repetibilidade (e a®), utilizando os resultados
das diferentes replicatas em cada ensaio; da
precisio  entre-ensaios (02 @&),  utilizando
os resultados obtidos nas diferentes corridas
de ensaios e da precisao intermedidria, pela
soma das variancias intra e entre-ensaios
(Ofp =07 + 02),  que permitiram avaliar a
precisio do método pela determina¢io da
repetibilidade, da precisio entre-ensaios e
da precisdo intermedidria, expressas como
coeficiente de variagdo percentual (CV%)
obtidos por divisdio dos desvios padroes
calculados pela concentragdo nominal
(V@2/mT ) nos quatro niveis de
concentragdes como anteriormente descrito por
Hubert et al'’e por Rozet el al*.

Exatiddo
Na abordagem do Conceito do Erro Total,

foi construido um Intervalo de Tolerancia de
Expectativa-p, com nivel de confianca y de 95 %.
O intervalo (LI, LS), que ¢é calculado utilizando
o ER% e a precisio intermediaria e apresenta
a exatiddo dos resultados obtidos no método,
foi comparado com os limites de aceitagdo
adotados de = 30 % (A, B). Quando o intervalo
(LI, LS) se apresentou completamente entre os
limites de aceitagdo (A, B), o método foi aceito
como apresentando resultados exatos; quando
ndo, o método foi rejeitado. A exatiddo foi entao
analisada pelos perfis de exatiddo construidos e
avaliados pelo indice de exatidao.

Indice de exatiddo

Derringer e Suich® e Derringer
elaboraram os indices globais de conveniéncia
(IGC) baseados nos critérios mais importantes
de validagdo, variando de 0 a 1, para aumentar
a objetividade da tomada de decisio permitindo
avaliar a qualidade geral do método sendo
validado sob o Intervalo estudado. Para tanto
foi necessario atribuir um IGC ao intervalo de
doses (I,), a veracidade (I) e a precisio (I)),
os calculos foram feitos segundo Rozet et al*.
Finalmente para estimar a qualidade geral do
método, foi calculado um Indice denominado
indice de exatiddo (I,), que é definido como a
combinagdo dos critérios anteriores obtido da
média geométrica dos trés Indices.
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Critérios de aceitagdo da Exatiddo

Para que um método de imunoensaio
seja aceito, é recomendado que a precisdo
intermediaria (CV%) e a veracidade (ER%)
sejam ambas < 20 % (25 % no Limite Inferior
de Quantificagdo - LIQ)* e o Erro Total < 30 %

(40 % no LIQ)*.
Foram computados para cada
concentragdo  estudada os intervalos de

tolerdncia de expectativa B (IT-B) ajustados para
95 %, que foram comparados aos limites de
aceitagdo + 30 % (A). Os resultados obtidos
nos trés modelos de célculos foram plotados
em graficos para construir o perfil de
exatiddo. Assim, o IT-p é o intervalo que
contém uma propor¢io de 95 % dos futuros
resultados.
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Determinacao dos Parametros de Validacao

Uma vez escolhido o modelo de célculos
que rende resultados mais exatos, foram calculados
os demais parametros de validac¢ao.

Seletividade

Para produtos associados a matrizes
complexas, seletividade (as vezes referida
como especificidade) envolve a comprovagiao
da auséncia de interferéncia dos componentes
da matriz ou a presenca daqueles relacionados
ao produto. Isto pode ser avaliado pela diluigdao
paralela do padrio com e sem a presenga
dos componentes potencialmente interferentes.
Se as curvas forem similares e os resultados
estiverem de acordo com o esperado para uma
comparagdo de padrdo-com-padrdo, o ensaio
¢ especifico para o componente. Para esta
finalidade tanto os resultados quanto a
similaridade devem ser avaliados usando testes
de equivaléncia apropriados?.

Para avaliar a seletividade do método
foram analisados paralelamente, em quatro
ensaios adicionais, um padrao de calibragio
(2,0 pg.mL?), um padrao de validagdo (idéntico
ao anterior, 2,0 pg.mL"), uma amostra de vacina
e um padrao diluido em amostras de vacina
(2,0 ug.mL"). O ER% obtido para os padrdes de
validagdo e para o padrao diluido em amostra
de vacina (subtraido o valor obtido para a
amostra de vacina) deve ser + 20 % (+ 25 % no
LIQ). Para avaliar a equivaléncia das curvas de
calibragdo foram comparadas as inclinagbes
obtidas para cada padrao testado.

Curva de Calibragdo (Fungdo de Resposta)

Ea relagdo entre a resposta instrumental
e a concentracao’. Foi avaliada pela curva
de calibragdo, determinada para o padrio de
calibragdio nos ensaios realizados, avaliando
as concentra¢des introduzidas em funcdo das
respostas obtidas (absorbidncia medida em
Densidades Oticas - DOs). As curvas devem
ser capazes de adequadamente descrever a
relagdo concentragdo-resposta'’. Serao comparados
os parametros coeficiente de determinagdo
(r*) e inclinagao (Hill Slope) de cada curva
obtida.
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Linearidade

A linearidade de um método analitico
¢ sua capacidade dentro de um intervalo
definido de obter resultados diretamente
proporcionais as concentragdes de analito na
amostra. As concentracdes calculadas devem
apresentar os valores das  concentragdes
introduzidas + 20 %'. A Linearidade foi analisada

utilizando os perfis de linearidade para
avaliar o método. Foram considerados os
valores absolutos obtidos nos ensaios, para
determinar qual o intervalo em que seria
possivel obter resposta linear utilizando o
método.

Intervalo e Limite Inferior de Quantificagdo

O Intervalo de um ensaio é definido como
as concentragdes ou poténcias para as quais tenha
sido confirmado que o método analitico tenha
niveis conformes de veracidade e precisao
intermedidria e o limite inferior de quantificagdo
serd a menor concentragio ou poténcia em
que estas condi¢des forem atendidas.

Cdlculo da Incerteza

E o parimetro associado ao resultado
da medigdo ou ao resultado do teste, que
caracteriza a dispersio dos valores que podem
ser razoavelmente atribuidos a quantidade
particular sujeita @ medicdo ou a caracteristica
sujeita a teste'®. Foi realizada uma avaliagdo do
Tipo A, a partir de uma série de observagoes
repetidas, utilizando métodos estatisticos. Foram
utilizados os resultados da precisdo intermedidria
e da Tendéncia dos resultados obtidos com o
modelo escolhido. Foram calculadas a Incerteza
padrdo combinada (u) e a incerteza expandida
(U) com um fator de abrangéncia (k) igual a
2, préoximo ao intervalo de 95 % de confianga.
Os calculos foram realizados como descrito pelo
Nordtest Project™.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi avaliada no presente estudo a
eficicia do uso do conceito do Erro Total e dos
perfis de exatidao, avaliados pelo indice de
exatiddo na validacgdo de métodos analiticos,
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como alternativa a  abordagem  pontual
recomendada pelo ICH. Para tanto foi realizada
a validagdio em uso de um imunoensaio, o
EDTO em vacinas contra febre amarela dando
continuidade ao processo iniciado com o
pré-estudo de validagdo descrito por Possas et al’.

O estudo de validagdo em uso incorporou
mudan¢as  metodologicas em relagdo ao
pré-estudo de validagdo’, como descrito na
introdugao. Assim, foi aplicada a abordagem
de validagao do Conceito do Erro Total para
construir os perfis de exatiddo do EDTO,
como descrito pela comissdo da SESTP'*P%
Em uma primeira etapa, para selecionar o
modelo de ajuste de curvas que rendia resultados
mais exatos, foram avaliados os modelos 4PL,
5PL e PAR utilizando os perfis de exatiddo
e os indices de exatidao calculados a partir dos
parametros veracidade e precisio, combinados
para demonstrar a exatiddo dos resultados.
O modelo 5PL apresentou os resultados mais
exatos e foi o escolhido. Em uma segunda etapa,
foram utilizados os resultados obtidos com o
modelo 5PL para avaliar as demais caracteristicas
recomendadas em EMA' para validagio de
ensaios bioanaliticos do tipo imunoenzimaticos:
linearidade, intervalo de quantifica¢do, limite
inferior de quantificacdo, curva de calibracdo e
seletividade.

De acordo com a ISO 17.025° validagdo
nao pode simplesmente ser a caracterizagdo
do método em termos de valores de mérito,
ou seja, apenas calcular um desvio padrao de
repetibilidade nao quer dizer que o método
esteja validado. Esses dados sao uteis, mas devem
confrontar o objetivo do método®. A utilizagdo do
critério do Erro Total, que incorpora a avaliagdo
simultanea dos erros sistematicos e aleatdrios,
¢ uma abordagem estatistica e cientificamente
légica.

Os guias de validagio de métodos
bioanaliticos da EMA' e do FDA" incorporam
a abordagem do Erro Total com especificagdes
para este parametro para os diferentes tipos
de ensaios, destacando a relevancia desta
abordagem alternativa em valida¢des de ensaios
desta natureza. No entanto, esses documentos
utilizam o termo “exatiddo’, como no guia ICH’,

em lugar do termo veracidade, como definido
pela ISO*, expressando o Erro Total como a soma
da “exatiddo” e da precisio. No documento do
FDA™", é feita a ressalva de que o termo Exatidao
é as vezes substituido pelo termo veracidade em
algumas normas.

Uma busca na base de dados PubMed por
estudos de validacao de ELISAs, publicados nos
ultimos 10 anos, revelou 736 artigos. Usando os
termos “Accuracy profile” e “Total Error” foram
encontrados 34 e 55 artigos, respectivamente
e finalmente usando os termos “Immunoassay”
e “Total Error, aparecem 29  artigos.
Um levantamento na base Scielo encontrou
apenas quatro (Validacao e ELISA) e dois
(Validagao e Ensaio). No Laboratdrio de Vacinas
Virais do INQCS, foi aplicada a abordagem
do Erro Total em validacdes de ensaios
biologicos™ e imunoenzimdticos’. Os nuimeros
revelam a relevancia de estudos de validagdo
no cenario cientifico internacional e a escassez
de publicagdes destes estudos em periddicos
nacionais.

Escolha do modelo de calculo usando o conceito
do Erro Total

Uma fonte significativa de variabilidade
nas curvas de calibracio pode ser proveniente
do modelo estatistico utilizado para o ajuste,
portanto, é extremamente importante a escolha
de um modelo apropriado para este calculo®.
Os resultados obtidos no estudo utilizando os
métodos 4PL, 5PL e PAR por replicata, por dia
e por concentra¢do, podem ser observados na
Tabela 1 com os valores brutos recuperados nas
amostras de validacgao fortificadas apos a subtragdo
da média de resultados obtidos pela amostra pura.
Os resultados de cada grupo foram submetidos
a uma andlise de varidncia para verificar sua
homogeneidade. Nao houve valores aberrantes
em nenhum dos grupos.

O controle estatistico de processo realizado
com as inclinagbes da curva de calibragio
demonstrou que as curvas obtidas em cada placa
replicata foram vélidas e estavam sob controle
(dados ndo apresentados). Os resultados puderam
entdo ser utilizados nos calculos dos parametros
avaliados.
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Tabela 1. Resultados calculados para cada concentragio, por replicata e por corrida de ensaio no intervalo de concentragdes de
0,18 a 14,9 ug.0,5mL "' subtraidas as médias dos resultados obtidos com a amostra pura (0,18). Utilizando: A - Curva Logistica de
4 parametros; B - Curva Logistica de 5 pardmetros; C — Modelo de Linhas Paralelas

A -4PL
CI pg.0,5mL"* Pura(0,18) 1,26 5,05 14,9
Replicatas Meédia nl n2 nl n2 nl n2
Ensaios 1 0,183 1,317 1,342 5,685 5,341 14,966 14,198
2 1,300 1,094 5,661 5,027 15,406 13,973
3 1,429 1,387 6,055 5,784 16,362 15,087
4 1,358 1,297 5,641 5,541 15,231 15,112
5 1,305 1,367 5,580 6,296 14,823 17,836
B-5PL
CI pg.0,5mL'  Pura(0,18) 1,26 5,05 14,9
Replicatas Média nl n2 nl n2 nl n2
Ensaios 1 0,183 1,321 1,346 5,682 5,329 14,949 14,077
2 1,305 1,097 5,670 5,031 15,327 13,936
3 1,437 1,389 6,050 5,779 16,286 15,038
4 1,362 1,309 5,649 5,572 15,193 15,103
5 1,307 1,368 5,580 6,294 14,793 17,816
C-PAR
CI pg.0,5mL'  Pura(0,18) 1,26 5,05 14,9
Replicatas Média nl n2 nl n2 nl n2
Ensaios 1 0,215 1,280 1,339 6,077 5,610 16,370 14,072
2 1,271 1,072 6,009 5,313 16,156 13,929
3 1,478 1,383 6,810 6,154 17,955 15,203
4 1,353 1,215 6,045 5,942 15,567 16,128
5 1,312 1,404 5,715 6,772 13,245 16,812

CI - concentragio introduzida

A Tabela 2 apresenta os resultados dos
pardmetros determinados para a constru¢ao dos
Perfis de Exatidao do EDTO quando os resultados
foram calculados com o ajuste de curva logistica
de 4PL, curva logistica de 5PL e modelo de
PAR. Os limites de tolerancia de expectativa
(relativos e absolutos) foram calculados para 95 %
de contetdo e os limites de aceitacio + A foram
definidos como + 30 % como preconizado para
o Erro Total de ensaios de ligagdo'.

Os resultados obtidos para veracidade,
determinada pela tendéncia (ER%; amplitude 1,61 %
5PLa 19,31 % PAR) e precisao intermediaria (CV%;
amplitude 7,31 % 5PL a 11,38 % PAR) estavam
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todos respectivamente dentro + 20 % e foram
< 20 %, critérios de aceitagdo recomendados
para estes parametros avaliados individualmente'.
O Erro Total variou de 9,83 % no modelo 5PL
a 31,09 % no PAR.

No pré-estudo de validagio do EDTO,
foi obtido o valor maximo de tendéncia
(ER%) = -4,91 % (amplitude -0,45 a -4,91 %) e
de precisdo intermediaria, o CV% maximo de
6,65% (amplitude de 5,25 a 6,65%). Os resultados
obtidos no presente estudo para veracidade e
precisdo intermediaria, embora satisfatorios em
relagdo aos critérios de aceitagdo, apresentaram
valores superiores aos da fase de pré-estudo,



Possas JLS, Santos JE, Nascimento MC, SflntOS PA, Anjos DWC, Britto EB et al. Validagdo de ensaio imunoenzimatico utilizando-se o Conceito
do Erro Total, os Perfis de Exatiddo e o Indice de Exatiddo como alternativa a abordagem classica do ICH. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo,

2015;74(4):320-36.

Tabela 2. Resultados obtidos para construgdo dos Perfis de
Exatiddo do ensaio de determina¢io do teor de Ovoalbumina
por modelo de célculo: A - Curva Logistica de 4 pardmetros;
B - curva Logistica de 5 parametros; C - Modelo de Linhas
Paralelas

A 4PL
Introduzido* 0,18 1,26 5,05 14,9
Meédia* 0,18 1,32 5,66 15,54
ER% 1,83 4,72 12,10 4,32
CV%,, 9,46 7,30 696 975
LST% 24,13 22,06 28,68 27,45
LIT% -20,47 -12,62 -4,48 -18,81
LST* 0,22 1,54 6,50 18,99
LIT* 0,14 1,10 4,82 12,10
Erro Total 11,29 12,02 19,06 14,07

B 5PL
Introduzido* 0,18 1,26 5,05 14,9
Média* 0,18 1,32 5,66 15,25
ER% 1,61 5,08 12,15 2,36
CV% PI 9,31 7,31 6,91 7,46
LST% 23,59 22,45 28,62 20,07
LIT% -20,36 -12,28 -4,31 -15,35
LST* 0,22 1,54 6,50 17,89
LIT* 0,14 1,11 4,83 12,61
Erro Total 10,93 12,39 19,07 9,83

C PAR
Introduzido* 0,18 1,26 5,05 14,9
Média* 0,22 1,31 6,04 15,54
ER% 19,31 4,03 19,70 4,32
CV% PI 11,78 9,11 9,27 9,75
LST% 47,26 25,69 41,69 27,45
LIT% -8,63 -17,63 -2,29 -18,81
LST* 0,27 1,58 7,16 18,99
LIT* 0,16 1,04 4,93 12,10
Erro Total 31,09 13,14 28,97 14,07

ER - Erro Relativo; CV - Coeficiente de Variacdo; PI - Precisdo
Intermedidria; LST e LIT Limites Superior e Inferior de Tolerancia

de expectativa f3; * - Valores absolutos em ug.0,5mL"*

provavelmente devido a um efeito da matriz de
componentes bioldgicos do produto, uma vez
que na fase de pré-estudo foram testados apenas
padrdes de validacao diluidos em PBS e nao
amostras fortificadas. No entanto, tal efeito nao
foi significativo e ndo interferiu na seletividade
do método, apresentando-se conforme com
os critérios de aceitagio adotados para este
parametro”.

Os pardmetros veracidade (ER%) e
precisdo intermediaria (%CV) foram combinados
na escolha do melhor modelo de ajuste para
calculo dos resultados (4PL, 5PL e PAR) utilizando
a construgao dos perfis de exatidao.

A Figura 1 - A, B e C apresenta os perfis
de exatidao construidos. Em A, foram inseridos
os resultados obtidos com 4PL, em B os resultados
de 5PL e em C utilizando PAR. Os perfis de
exatiddo comprovaram que os modelos de ajuste
de 4PL e 5PL descreveram a relagdo concentragio-
resposta com exatidio em todo intervalo de
concentrac¢des estudado.

Indices de Exatidio

Para avaliar objetivamente os perfis de
exatiddo foram calculados os indices globais de
conveniéncia e combinados no indice de exatidao
para cada modelo de célculo utilizado. Os resultados
foram: indice de precisao (4PL=0,26; 5PL=0,43 e
PAR=0,07);indice de intervalo (4PL=1,00; 5PL=1,00
e PAR=0,14); indice de veracidade (4PL=1,00;
5PL=0,89 e PAR=0,59) e a combina¢do dos trés,
o indice de exatidao (4PL=0,635; 5PL=0,723 e
PAR=0,179).

O indice de exatiddo mais elevado
apresentado pelo modelo 5PL (0,723) indicou
ser este o modelo de calculos que permitiu obter
resultados mais exatos. Baseado nestes resultados,
o 5PL foi o modelo de calculos escolhido.

A escolha do modelo de calculos utilizando
os perfis de exatiddo, que permitem quantificar
o desempenho destes modelos, comprova a
importancia da validagao, uma vez que na analise
de rotina as concentra¢des do analito nas amostras
sao desconhecidas e ndo podem ser comparadas
a um valor verdadeiro. A escolha de um modelo
inadequado, como se mostrou o PAR, pode levar o
laboratério a emitir resultados inexatos.
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Figura 1. Perfis de Exatiddo obtidos para a Determina¢ao do
Teor Residual de Ovalbumina usando a curva 4PL (A), 5PL (B)
e PAR (C) no intervalo de doses de 0,18 a 14,9 ug.0,5 mL"!

A linha continua apresenta o Erro Relativo %, as linhas
pontilhadas os limites de aceitagio + 30 % e as linhas
tracejadas sdo os Limites Inferior e Superior relativos de 95 %
de expectativa de tolerancia B. Os pontos sdo os erros relativos
% por replicatas das amostras de validagdo. O ensaio é capaz
de quantificar com Exatiddo apenas quando os intervalos de
tolerancia estdo incluidos nos limites de aceitagdo (£ 30 %)
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O I, obtido no pré-estudo de validagdo
do EDTO’ utilizando a 4PL foi 0,70, préximo
aos obtidos pelos modelos 4PL e 5PL. Gaudin e
Laurentie'* relataram I de 0,64 ao empregar estes
indices na validagao de um kit de ELISA para
detecc¢do de Nicarbazina residual em ovos.

Parametros de valida¢io determinados com o
modelo 5PL

Uma vez escolhido o modelo 5PL como o
que produziu os resultados mais exatos, foram
calculados os demais parametros de validagdo
recomendados em EMA'. O resumo dos resultados
¢é apresentado na Tabela 3. Na determinagdo da
veracidade o ER % variou de 1,61 % a 12,15 %;
o CV % para avaliacdo da precisdo intermedidria
variou de 6,91 % a 9,31 % e o Erro Total de 9,83 %
a 19,07 %. Boemer et al*® aplicaram pela primeira
vez os perfis de exatiddo baseados em intervalos
de tolerancia na medi¢ao do Erro Total em um
ELISA para quantificagdo dos niveis de Hormdnio
Estimulante da Tireoide (TSH) em amostras de
sangue seco de recém-nascidos, fixando os limites
de aceitagdo em + 30, como no presente estudo.
Myler et al*® reportaram a validagdo em uso de um
ELISA sanduiche para quantificagdo de uma
proteina de fusdo em pacientes de transplantes
renais e hepaticos, relataram veracidade e precisao
conformes, obtendo: ER% entre -4 e 4 %, CV %
< 13 % e Erro Total entre 6-15 %. Cullen et al”,
na validagdo de um ELISA, reportaram precisdo
inter-ensaios com CV % < 12,1 % e ER % < 10,9 %, 0
Erro Total do ensaio foi < 23 %. A repetibilidade do
ensaio na concentragio de padrao de validagao “alta”
foi CV % < 5,5 %. De Bock et al*® descreveram a
validacao de um ELISA para detec¢ao de citocromo
3A4 em microssomas hepaticos humanos, onde
quantidades entre 2 e 300 pmol.mg” de proteina
microssomal puderam ser quantificados usando o
modelo 5PL com fator de pondera¢do 1/x. Os CV %
de repetibilidade e entre-ensaios ficaram entre 9,54
e 13,98 %, e entre 10,51 e 14,55 %, respectivamente.
O ER % variou entre -5,96 e 6,68 %, e o Erro Total
entre 11,93 21,23 %. Laurentie e Gaudin® relataram
ER % = 2,0 % e CV % de precisdo intermediaria
= 13,8 s%, na valida¢ao de um ELISA para detecgdo
de Sulfametazina em leite, quando o modelo 5PL
foi utilizado.
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Os resultados relatados por todos estes
autores sdo concordantes com os obtidos no
presente estudo para veracidade, precisao e Erro
Total, utilizando o modelo 5PL.

Seletividade
A andlise de variancia dos 20 resultados
obtidos nos quatro ensaios para avaliagdo

da seletividade (p = 0,071) demonstrou a
homogeneidade dos resultados. Todos os valores
de ER% estavam no intervalo + 20 % e a analise de
variancia das inclina¢des das curvas obtidas para os
padrées de calibragdo, validagdo e padrao diluido
em amostras (p=0,7345) demonstrou a equivaléncia
das inclinagdes. Portanto o método apresenta
seletividade conforme para a ovoalbumina.

Tabela 3. Resumo dos resultados obtidos com o modelo 5PL na validagdo em uso do ensaio para determinagdo do teor

residual de ovoalbumina em vacinas e critérios de aceitagio adotados

Pardmetro Resultados/conclusiao Critério de Aceitacao
9 + o, (+ 0
. Amplitude do ER% (-17,95 a 11,06 %) O ER% deve ser £ 20 % (+ 25 % no LIQ) da
Seletividade N concentragdo nominal fortificada tanto em
Conclusao = Conforme . 2
diluente quanto em amostra
. Amplitude do ER% = 1,61 a 12,15 % o/
+ o (+ 0 16
Veracidade Conclusio = Conforme ER%* + 20 % (+ 25 % no LIQ e LSQ)
. o —
Repetibilidade Amplitude CV% = 5,76 a 7,46 CV% < 20 % (< 25 % no LIQ e LSQ)'*

Conclusao = Conforme

Amplitude CV% = 0,00 a 6,49

Precisao Entre ensaios .
Conclusao = Conforme

CV% <20 % (<25 % no LIQ e LSQ)*®

Amplitude CV% = 5,76 a 7,46

Precisdo Intermedidria N
Conclusao = Conforme

CV% <20 % (<25 % no LIQ e LSQ)*®

0,18 = [-20,47; 24,13]
1,26 =[-12,62; 22,06]
5,0 =[-4,48; 28,68]
14,9 =[-18,81; 27,45]
Erro Total méximo = 19,07.

Exatiddo (Erro Total)

Conclusao = Conforme em todo intervalo estudado

<30 %(< 40 % no LIQ e LSQ)'®
Os limites de tolerancia de expectativa {
relativosdevem estar incluidos nos limites de
aceitacao (+ 30%)*

R > 0,98 nas 10 curvas de calibragdo realizadas.

Curva de Calibracao Conclusio = Conforme

Equac¢do mais simples que descreve a
func¢éo!

As médias das concentragdes calculadas foram

iguais as concentragdes introduzidas + 20 %.

Os intervalos de tolerdncia B estdo incluidos nos

limites de aceitagdo (+ 30 %), em todo o intervalo

de quantificacdo. Conclusiao: O Método apresenta

resultados com relagdo linear com a concentragio
introduzida.

Linearidade

As  concentracoes calculadas  devem
apresentar os valores das concentragdes
introduzidas + 20 %'¢ e limites de tolerancia
de expectativa Pabsolutos devem estar
incluidos nos limites de aceitacio (+ 30 %)*

Intervalo de Quantificagdo 0,18 a 14,9 pg/0,5 mL

Intervalo que apresentou resultados

com Exatidao conforme!'®

Limite Inferior de

Quantificagdo 0,18 ug/0,5 mL

Intervalo
com

Menor
que

concentracao no
apresentou resultados
Exatiddo conforme'

331



Possas JLS, Santos JE, Nascimento MC, Santos PA, Anjos DWC, Britto EB et al. Validagao de ensaio imunoenzimatico utilizando-se o Conceito
do Erro Total, os Perfis de Exatidio e o Indice de Exatiddo como alternativa a abordagem classica do ICH. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo,

2015;74(4):320-36.

Curva de Calibracao (Funcao de Resposta)

A fungdo de resposta foi avaliada pela
curva de calibra¢do, determinada para o padrio
de calibragdo, considerando as concentragdes
introduzidas em funcdo das respostas obtidas
(absorbancia medida em DOs). A avaliaciao das
10 diferentes curvas de calibragdo por cada
replicata nos cinco ensaios realizados quando
foi ajustada a regressao linear simples do logaritmo
das concentra¢oes (dilui¢coes) em funcdo do
logaritmo das respostas obtidas (absorbancias),
tendo todas as curvas sido satisfatorias, o que
pode ser percebido pelo valor de R maior que
0,98. Todas as curvas foram capazes de descrever
adequadamente a rela¢do concentracao-resposta,
como recomendado em USA'' A similaridade
entre as inclinagbes obtidas nas 10 curvas
foi comprovada pelo teste F (p = 0,7374), o que
indica ndo haver diferenca estatistica significativa
entre os valores.

Linearidade

Diferenciar  claramente a curva de
calibragao (fungdo de reposta) de linearidade
permite aplicar o conceito de linearidade nao
apenas aos valores relativos, mas também aos
valores absolutos do método, como para titulagoes
onde os resultados ndo sdo obtidos por calculo
em retorno dos resultados a partir de uma
curva de calibracao®.

A linearidade de um método analitico

¢ sua capacidade, dentro de um intervalo
definido, de obter resultados diretamente
proporcionais as concentragdes de analito
na amostra. As concentra¢des calculadas

devem apresentar os valores das concentragdes
introduzidas + 20 %'.

As médias e os intervalos de aceitacao
+ 20 % por concentragdo foram: 0,18 = 0,183
(0,144 a 0,216); 1,26 = 1,324 (1,01 a 1,51);
5,05 =5,66 (4,04 26,06) e 14,9=15,25(11,2a 17,88).
O coeficiente de correlagdo entre as concentragdes
introduzidas e concentragdes calculadas foi
0,999 (p = 0,0006), equagdo: Y = 1,022X + 0,1431.
O teste de desvio de linearidade (p = 1,0) indicou
relacdo linear perfeita entre as concentragdes
introduzidas e as concentracdes calculadas.

Também visando avaliar a linearidade,
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o intervalo de tolerancia de expectativa-{ absoluto
foi aplicado para construir a Figura 2 que apresenta
os perfis de linearidade obtidos no estudo
pelo modelo de ajuste 5PL que compreende
as concentragbes de 0,18 a 14,9 pg0,5 mL™
Neste caso, os limites de tolerdncia de expectativa
B absolutos devem estar incluidos nos limites de
aceitacdo (+ 30 %)>.

Na avaliacgio da linearidade, como
recomendado pelo EMA'® todas as concentragdes
calculadas apresentaram valores das concentragdes
fortificadas + 20 %, confirmando a relagdo linear
do ensaio. Também foi elaborado o perfil de
linearidade aplicando o conceito do Erro Total que
utilizou os valores absolutos obtidos nos ensaios,
inseridos em grafico com os limites de aceitagao
absolutos para o Erro Total de + 30 % calculados
para cada concentragdo. Os ITP absolutos foram
conectados, de modo semelhante ao empregado

20,0

—
L
o
1
N\

5,01

Concentragio calculada (ug.O,SmL")
3

0,151,'26 5,:35 14,9

Concentragio Introduzida (.g.0.5mL™")

Figura 2. Perfis de Linearidade obtidos para a Determinagéo
do Teor Residual de Ovalbumina usando a curva;
5PL como modelo de célculos no intervalo de doses de 0,18 a
14,9 ug.0,5 mL"

A linha continua representa a linha de identidade (x=y), as
linhas pontilhadas os limites de aceitagdo absolutos adotados
+ 30 % e as linhas tracejadas sdo os Limites Inferior e Superior
de 95 % de expectativa de tolerancia p em valores absolutos
conectados. Os pontos sdo os resultados individuais obtidos
para as replicatas das amostras de validagao. Os intervalos de
tolerdncia estdo incluidos nos limites de aceitagdo (+ 30 %),
em todo o intervalo de doses, portanto o ensaio é capaz de
quantificar com linearidade satisfatoria neste intervalo
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na avaliagdo da Exatidao (que utiliza os valores
relativos). A linearidade foi considerada conforme
no modelo 5PL.

O limite inferior de quantificagdo foi
0,18 pg.0,5 mL*, a menor concentragao incluida
no estudo onde foi possivel quantificar a
ovoalbumina com exatiddo. Este resultado ¢
comparavel ao obtido no pré-estudo de validagao,
uma vez que naquele estudo os resultados foram
expressos em pg/mL e o LIQ foi a concentragdo
1,25 pg.mL" a menor concentragdo do intervalo
de estudo capaz de ser quantificada com exatidao
e na concentracgdo abaixo 0,25 pg.mL", no intervalo
de controle nao foi mais possivel fazé-lo. Corrigindo
aexpressdo para p1g.0,5mL", temos as concentragdes
0,625ug.0,5mL"'e0,125ug.0,5mL'respectivamente.
A concentragdo 0,18 ug.0,5 mL" esta entre as duas
concentragdes e no presente estudo, em relagdo
as demais concentragdes estudadas, apresentou
perda da precisdo, como esperado no LIQ, embora
a tendéncia tenha sido equivalente.

Cilculo da Incerteza

Foram calculadas as incertezas padrao
combinada (u) e incerteza expandida (U)
a partir dos valores determinados para a precisdo
intermedidria e para a tendéncia para os resultados
obtidos com o modelo 5PL para cada diferente
nivel de concentragio do Intervalo estudado.
As incertezas determinadas foram: 0,18 pg.0,5mL"!
(W = 493 % U = 986 %); 1,26 pg.0,5mL"
(0, = 626 % U = 12,52 %); 505 pg.0,5mL’
(u =12,63 %; U= 2527 %) e 14,9 pg.0,5mL"
(u_= 4,42 %; U = 8,83 %).

Os métodos classicos de validagdo e
de controle da qualidade avaliam a magnitude
dos componentes veracidade e precisdo
separadamente, mas esta abordagem é pouco
eficiente, pois valores muito pequenos de um dos
componentes ndo compensam a falha do outro
componente®.

O uso de intervalos de confianca e/
ou Erro Total em validacgao de métodos tem
sido discutido ou proposto na literatura'®'***,
O uso do Erro Total é uma abordagem estatistica
e cientificamente fundamentada que incorpora
tanto os erros sistematicos (veracidade) quanto
aleatorios (precisao).

Uma vantagem desta abordagem ¢é refletir
mais diretamente o comportamento de ensaios
individuais, o que resultara em menor rejeicao
de corridas em uso, do que procedimentos
que comparam pontos de estimativa da tendéncia
e precisdio observadas>. O reconhecimento
do valor do Erro Total em validagoes foi
consolidado com as publicagbes de guias
internacionais que incorporam esta abordagem
em validagbes de métodos bioanaliticos como
a AAPS", SESTP'*>* EMA'¢ e FDA'S.

CONCLUSAO

O estudo confirma a aplicabilidade do
conceito do Erro Total e dos Perfis de Exatidao
para validagdo de métodos, apresentando
vantagens sobre abordagens baseadas na
estimagdo de pontos para avaliar a Veracidade
e Precisdo, principalmente na validagio de
ensaios bioanaliticos do tipo imunoenzimaticos.
A abordagem do intervalo de confianga prove
um controle maior dos riscos associados em
aceitar um procedimento inadequado e rejeitar
um método satisfatorio.

A validagdo em uso do ELISA para
deteccao do teor de ovoalbumina permite concluir
que o ensaio apresenta — seletividade, veracidade,
repetibilidade, precisdo entre-ensaios, precisao
intermediaria, exatiddo, curva de calibragdo
e linearidade conformes no intervalo de 0,18 a
14,9 ug.0,5 mL", e ¢ um método confidvel para
avaliar o teor de ovoalbumina.
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RESUMO

A eritropoietina humana recombinante (rhEPO) ¢ um hormoénio glicoproteico. Diante da gama
de produtos contendo rhEPO disponiveis no mercado, da abrangéncia da indicagdo terapéutica e
das caracteristicas dos usudrios de rhEPO, o ensaio de atividade biolégica é de grande importancia
para o processo de liberagio de lotes deste produto. O teste de poténcia é uma avaliagdo laboratorial
para averiguar a eficicia do produto final, recomendada pela Farmacopeia Europeia (Ph. Eur).
Este trabalho teve como objetivo avaliar a concorddncia entre os valores de poténcia bioldgica
obtidos quando a linhagem de camundongos preconizada pela Ph. Eur. (B6D2F1) foi utilizada
em comparacdio com a Swiss Webster (SW). Vinte e dois lotes foram testados usando-se estas
duas linhagens, e 44 ensaios vdlidos foram obtidos com resultados satisfatérios. Em nenhuma das
andlises houve necessidade de efetuar repeticdio de ensaios, bem como a combinagdo de resultados.
A variagio entre linhagens e a veracidade foram avaliadas, obtendo-se os seguintes resultados:
Coeficiente de Variagio (CV) < 10 %; Erro Relativo % (ER %) < 10 %, respectivamente. As linhagens
testadas geraram resultados homogéneos sem diferenca estatisticamente significativa entre elas.
A linhagem SW mostrou caracteristicas adequadas para ser empregada como alternativa a linhagem
B6D2F1 na avaliagio da poténcia bioldgica de rhEPO.

Palavras-chave. eritropoietina humana recombinante, biologicos, vigildncia sanitdria, concordancia, Swiss
Webster, B6D2F]1.

ABSTRACT

The recombinant human erythropoietin (rhEPO) is a glycoprotein hormone. In face of the broad
range of rhEPO-containing products in the market, the scope of their therapeutic indication and the
characteristics of the rhEPO users, the biological activity testing is of high relevance for their batches
releasing process. The potency testing is a laboratory evaluation for assessing the effectiveness of the final
product, recommended by the European Pharmacopoeia (Ph. Eur). This paper aimed at evaluating the
agreement between the biological activity results obtained when the strain of mice-B6D2F1, recommended
by Ph. Eur, was used in comparison to the Swiss Webster (SW). Twenty-two batches were assayed
using these two mice strains, and a total of 44 valid assays were obtained with satisfactory results. In none
of these analyses, neither repeating assays nor results combination were needed. The inter-strains variation
and the accuracy were evaluated, and the following results were detected: Coefficient of Variation (VC)
< 10 % and Relative Error % (RE) < 10 %, respectively. The tested lineage provided homogeneous results,
and no statistically significant difference between them was found. The SW strain might be used as an alternative in
place of B6D2F1 for performing the biological potency evaluation of rhEPO.

Keywords. recombinant human erythropoietin, biologicals, sanitary surveillance, agreement, Swiss Webster,
B6D2F]1.
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INTRODUCAO

A eritropoietina (EPO) ¢ um hormonio
glicoproteico essencial & vida. E produzido no
individuo adulto principalmente pelas células
do cortex renal e tem como principal funcdo
a regulacao da eritropoiese .

Em 1977, a EPO foi extraida e purificada
da urina de pacientes anémicos. Com o advento
da tecnologia do DNA recombinante (rDNA),
baseado na sequéncia de aminoacidos dos dados
da purificagao, o gene da EPO humana foi entdo
clonado para obter a Eritropoietina Humana
Recombinante (rhEPO), um avango tecnolégico
que revolucionou o tratamento da anemia®’.

Antes do desenvolvimento da rhEPO,
a transfusdo de sangue era o mais comum
tratamento para pacientes com anemia, contudo,
desde o seu advento, a rhEPO vem sendo
amplamente utilizada na pratica clinica, para
redu¢ao da necessidade de transfusdo sanguinea
em processos cirtirgicos® e no tratamento de
anemias de varias etiologias®’.

Um fator de grande relevancia, quando
do uso da rhEPO, diz respeito a sobrevida dos
pacientes e a melhora da qualidade de vida,
ocorrendo um decréscimo na sensagao de fadiga.
O uso da rthEPO permite normalizar o apetite de
pacientes anémicos e acelerar o seu retorno as
atividades de rotina'*'%

A patente das primeiras formulagdes
de eritropoietina disponiveis comercialmente
comecou a expirar em 2007, o que levou ao
surgimento de eritropoietinas similares no
mercado mundial, chamadas de biossimilares.
Este fato causa preocupagdo aos Orgaos
regulatorios, sobretudo quanto a eficicia e
seguranca de tais produtos, uma vez que o0s
mesmos ndo sdo idénticos aos originais''*.

Diante da gama de produtos disponiveis
no mercado, da abrangéncia da indicagdo
terapéutica e das caracteristicas dos pacientes
usudrios de rhEPO, é de grande importancia
o efetivo controle da qualidade deste produto
previamente ao seu ingresso no mercado.
Dentre os testes preconizados pela Farmacopeia
Europeia (Ph. Eur.)" para controle da qualidade
deste produto, estd o ensaio de poténcia ou
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atividade bioldgica, que ¢ wuma avaliacdo
laboratorial de suma importincia, uma vez
que seu resultado estd relacionado a eficacia do
produto final.

Atualmente, esta avaliagdlo pode ser
realizada por dois métodos distintos. Um método
utiliza camundongos policitémicos (método A)
e outro utiliza camundongos normocitémicos
(método B)?®>. O método B tem sido o método
de escolha, uma vez que o método A - em
camundongos policitémicos - causa maior
sofrimento e estresse aos animais que devem
ser mantidos por longos periodos em camaras
hipobaricas e expostos a radioisdtopos®.

Como resultado dessa escolha, diferentes
linhagens de camundongos normocitémicos tém
sido testadas para a avaliagio da poténcia de
rhEPO, tais como CF1, BALB/c, Swiss Webster
(SW), NIH, C57BL6, e B6D2F1'> 1721,

A linhagem B6D2F1 ¢ um hibrido de
primeira geragdo do cruzamento de duas
linhagens inbred, (fémea de C57BL/6 com o macho
de DBA/2)* tem menor porte, menor numero
de filhotes por ninhada e menor fertilidade,
quando comparada aos animais outbred.
Camundongos hibridos de primeira geragao
(F1) tém como vantagens a uniformidade genética
e fenotipica, a maior resisténcia a doengas e
maior longevidade®.

Animais outbred sio também chamados
animais heterogénicos. Este estado de alta
heterozigoze (99 %) deve ser conhecido e
mantido. Sdo animais de constituicdo genética
variada, por serem obtidos por cruzamentos
aleatorios, evitando que os animais em
acasalamento sejam parentes proximos. Com
isso, busca-se manter um baixissimo grau de
consanguinidade, cerca de 1 %**.

Vale ressaltar que a linhagem SW, outbred,
¢ de facil aquisigdo junto ao Centro de Criagao
de Animais de Laboratério da FIOCRUZ
(CECAL/FIOCRUZ), sua criagdo ¢ mais simples,
¢ consagrada pelo uso e vem sendo utilizada
ha décadas em diferentes estudos, demonstrando
sua aplicabilidade em pesquisas e testes de
seguranga de produtos.

Diante do exposto, o presente trabalho
teve como objetivo comparar os resultados de
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poténcia de rhEPO obtidos pelo Laboratério
Nacional de Controle (Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude - INCQS/
Fiocruz) com as linhagens B6D2F1 e SW de forma
a avaliar a concordancia entre essas linhagens.

MATERIAL E METODOS

Amostras e reagentes utilizados

Foram utilizadas 22 amostras de rhEPO
recebidas no INCQS para anadlise, modalidade
orientagdo, no periodo de 2010-2012, com
apresentacao de 4.000 UI/mL.

O Padrio de Referéncia de Trabalho
utilizado foi o lote MRT(B) rhEPO/0208,
contendo 3773UI/mL, produzido pelo Centro
de Imunologia Molecular de Cuba, envasado
no Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos
- Bio-Manguinhos e estabelecido por meio de
estudo interlaboratorial frente ao Padrao
Internacional, lote 2 da Ph. Eur.

Os reagentes azul de metileno; citrato
de sodio; cloreto de sodio e fosfato de sddio
dibasico  foram  adquiridos da  Merck®;
a albumina sérica bovina, da Sigma®; a
heparina da FEurofarma®; a Cellmlise III
- Solucdo hemolisante a base de amonio
quaterndrio, da CELM® e a solucdo oftdlmica
anestésica local a base de Oxybuprocaina da
Latinofarma®. Todos os reagentes foram de alta
pureza e estavam disponiveis comercialmente.

Animais de laboratorio

Foram utilizados em cada teste, 36
camundongos normocitémicos de cada uma
das linhagens SW e B6D2F1, fémeas com peso
variando entre 15 e 17 g provenientes do CECAL/
Fiocruz (Centro de Criagdo de Animais de
Laboratério).

Apds o recebimento, os animais foram
pesados e avaliados quanto ao sexo e estado de
saude geral. Os animais permaneceram em
aclimatagdo por um periodo de 24 horas, no
minimo, antes de cada ensaio. Foi oferecido
aos animais, agua e ragao ad libitum. Os animais
foram mantidos em ciclo claro/escuro alternados,
com 12 horas cada, temperatura variando de
21 £2°Ce 55+ 10 % de umidade do ar.

O protocolo experimental foi aprovado
pela Comissio de Etica no Uso de Animais
da FIOCRUZ, com licen¢a de nimero LW-14/11.

Avaliagao da poténcia bioldgica

Foram realizados 22 ensaios para a
avaliagdo da poténcia bioldgica de rhEPO
utilizando cada uma das linhagens SW e B6D2F1,
conforme metodologia descrita na Ph. Eur.®
- método B e POP 65.3430.042%. Este método
tem como base a medida do estimulo da produgao
de reticulécitos apds a injegdo de rhEPO, sem
qualquer exposic¢do prévia.

O ensaio foi realizado com desenho de
blocos ao acaso, onde os animais sdo distribuidos
de forma aleatéria. O tratamento dos animais
foi por via subcutanea com as doses de 30, 90 e
270 UI/0,2 mL. Foram inoculados animais com
a amostra teste e animais com padrio de
referéncia, sendo seis animais representantes de
cada dose, totalizando 36 animais em cada teste.

Apdés um periodo de 72 ou 96 horas,
para a SW e B6D2FI1, respectivamente, foi
realizada a coleta de sangue por via plexo orbital
com o auxilio de pipetas Pasteur heparinizadas,
sob anestesia local, com Oxybuprocaina. O sangue
coletado foi transferido para tubos tipo “safe lock”
e mantido sob refrigeracdo (banho de gelo, com
temperaturaentre 4 a 8 °C) até o momento do seu
processamento, que foi feito logo apoés a coleta.
Tal processamento, consta da inducdo da
hemdlise seletiva e coloragio do material
genético dos reticulocitos com corante vital azul
de metileno. Posteriormente, tais células foram
contadas em hemocitometro (cAmara de
Neubauer).

O mesmo procedimento foi aplicado em
ambas as linhagens, B6D2F1 e SW, para cada
amostra testada.

Calculos e analise estatistica

O método de linhas paralelas, ensaio
343 doses, com delineamento de blocos ao
acaso foi utilizado para avaliar a validade do
ensaio e para o calculo da estimativa de poténcia.
Para tal, utilizou-se o programa computacional
CombiStats®” desenvolvido segundo o capitulo
5.3 da Ph. Eur®, o qual foi alimentado com os

339



Nascimento MC, Abreu CLC, Costa RN, Moura WC, Delgado IF. Avaliagaio da concordancia entre as linhagens de camundongos
Swiss Webster e B6D2F1 no teste de poténcia da Eritropoietina Humana Recombinante (rhEPO): a experiéncia do Laboratério Nacional

de Controle. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2015;74(4):337-46.

dados da contagem dos reticulécitos.

O ensaio foi considerado valido quando
atendeu aos critérios de aceite, que sdo regressao
linear, paralelismo e linearidade, onde:

o regressao linear: deve ser significativa, ou seja,
a probabilidade calculada deve ser menor que
0,05;

o linearidade: ndo deve haver desvios
significativos, ou seja, a probabilidade calculada
deve ser maior ou igual a 0,05;

o paralelismo: nado deve haver desvios
significativos, ou seja, a probabilidade calculada
deve ser maior ou igual a 0,05;

A amostra foi considerada conforme quando
o ensajio foi valido e a estimativa da poténcia
estava entre 80 % e 125 % e os limites fiduciais
entre 64 % e 156 % da poténcia declarada.

Foi realizada uma analise estatistica para
avaliar a variabilidade e o grau de concordancia
entre as linhagens estudas. Para tal foram
aplicados os seguintes testes: (a) Analise de
variancia; (b) Teste qui-quadrado; (c) Grafico
de Bland-Altman e (d) Regra 4-6-30 % com Erro
Relativo e Coeficiente de Variagao.

(a) Andlise de varidncia

Os resultados foram comparados utilizando
a analise de varidncia (ANOVA) para determinar
se houve variabilidade significativamente maior
das variancias entre grupos ou dentro dos
grupos sobre a variagdo total do método.

Quando F calculado foi menor que o
F critico, considerou-se que os grupos nao
diferiram significativamente.

(b) Teste qui-quadrado

A concordancia entre os resultados das
diferentes linhagens foi avaliada, utilizando
o programa CombiStats®”, por meio do teste
qui-quadrado para determinar a homogeneidade
entre os dados utilizando os intervalos de
confianga da poténcia como fator de ponderacio,
com a = 0,05. Quando o valor calculado no
teste qui-quadrado foi maior do que o valor
tabulado, as poténcias foram consideradas
heterogéneas, o que foi demonstrado pela
obtengdo de p < 0,05. Isto significa que a
variagdo entre as estimativas individuais foi
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maior do que havia sido previsto a partir das
estimativas dos limites de confianga, isto é,
que existe uma variabilidade significativa entre
os ensaios®.

(c) Grdfico de Bland-Altman

Os graficos de Bland-Altman foram
confeccionados utilizando o programa GraphPad
Prism®. Este método calcula a média, a diferenca
entre cada par de dados, o viés/tendéncia (bias)
e os Limites de Concordancia (LC).

E esperado que as diferencas plotadas
contra as médias estejam dentro do LC calculado.

Segundo Bland e Altman®, medir as
diferencas entre dois métodos para cada amostra
e testa-las contra as médias é a melhor maneira
de avaliar a relagdo entre os métodos. A dispersao
das diferencas ao longo da linha zero é uma
indicagdo da concordancia entre os dois métodos®.

(d) Regra 4-6-30 % com Erro Relativo e Coeficiente
de Variagdo
Os critérios de aceitagdo para a validagdo
de ensaios do Food and Drug Administration
FDA* preconizam que pelo menos 66,7 %
(4 em 6 resultados) das amostras de controle
da qualidade estejam entre 15 % do seu valor
nominal. Porém, em certas circunstancias,
critérios de aceitacdo mais amplos podem ser
justificaveis. Este critério ficou conhecido como
aregra4-6-15°'.

Bioensaios normalmente usados para
estimar a poténcia de drogas podem ser
distinguidos de testes quimicos por serem
realizados em  substratos bioldgicos (e.g

animais, células vivas ou complexos funcionais
de receptores alvo), e desta forma, devido
a multiplos fatores operacionais e bioldgicos
advindos da base bioldgica, eles tipicamente
exibem uma maior variabilidade do que os
testes quimicos®. Assim, foi avaliada a propor¢ao
de Erro Relativo (ER) de resultados de poténcia
obtidos nas duas linhagens utilizadas no estudo,
que se apresentou dentro do intervalo esperado
para Tendéncia de + 30 %, visando determinar
se 0 ensaio obedece ao critério de aceita¢do
4-6-n %, como descrito pelo FDA¥, adotando
o ER maximo aceito de 30 % (4-6-30). Desta
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forma, o método utilizando a linhagem SW ¢é
considerado satisfatorio se pelo menos 4 (66,7 %)
em 6 ensaios apresentarem resultados dentro
da faixa de + 30 %.

Para calcular as tendéncias (do termo inglés
bias, diferenca entre a expectativa de resultado
de um teste ou medi¢do e um valor verdadeiro®)
entre os resultados obtidos pelas duas linhagens,
os valores de poténcia em percentagem obtidos
com a linhagem B6D2F1, foram considerados
como o valor verdadeiro e a diferenca entre
os valores percentuais destes resultados com os
da linhagem SW, para cada par de resultados,
foram considerados como o ER, sendo também
calculados os coeficientes de variagio (CV %)
para cada par de resultados.

A Veracidade (do termo inglés trueness,
grau de concorddncia entre a expectativa de
um resultado de teste ou um resultado de
medi¢do e um valor verdadeiro®) expressa como
Erro Relativo percentual (ER %) foi calculada
utilizando a equagdo 1. Neste caso, a poténcia
nominal foi considerada como 100 %.

Equagao 1

ER% = 100 (ﬁ)
Hr

Onde:

ER% = Erro Relativo percentual
1 = média dos resultados obtidos
uT = Poténcia nominal

RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta os resultados de
poténcia para cada amostra em cada linhagem.
Os valores de poténcia na linhagem SW variaram
entre 80 e 113 %. Os limites entre 70 e 129 %
e a média entre as 22 amostras testadas foi
92,77 %, com uma veracidade (expressa pelo ER %)
de -7,23 %. Os valores de poténcia na linhagem
B6D2F1 variaram de 80 a 102 %. E os limites
entre 70 e 116 %. A média dos valores de
poténcia para as 22 amostras testadas foi de
92,95 %, com wuma veracidade (expressa
pelo ER %) de -7,05 %.

Tabela 1. Valores de poténcia e limites de confianca obtidos para 22 amostras de thEPO testadas utilizando as linhagens de

camundongos SW e B6D2F1
Linhagem
Amostra SW B6D2F1 SW x B6D2F1

Pot (%) LI (%) LS (%) Pot (%) LI (%) LS (%) CV% ER
1 92 72 116 98 84 115 4,87 -6
2 98 85 112 93 76 113 3,53 5
3 88 76 102 93 80 107 3,72 -5
4 83 73 95 98 86 112 11,83 -15
5 80 70 91 99 85 116 15,28 -19
6 113 99 129 80 64 99 24,37 33
7 96 76 121 94 83 106 1,83 2
8 94 80 109 93 78 110 0,61 1
9 90 78 103 93 80 109 2,55 -3
10 98 90 106 97 87 108 0,73 1
11 94 73 121 86 76 103 4,36 8
12 102 91 114 98 82 118 2,81 4
13 110 97 126 95 81 112 10,48 15
14 86 74 101 88 75 103 1,38 -2
15 92 81 104 97 89 106 3,90 -5
16 81 71 93 95 82 109 10,59 -14
17 98 85 113 102 92 114 21,13 -4
18 85 71 102 96 81 112 7,94 =11
19 87 74 101 82 70 95 4,13 5
20 93 82 106 86 73 102 5,25 7
21 88 77 101 90 81 100 1,39 -2
22 93 78 110 92 83 103 0,36 1
u 92,77 92,95

ER% -7,23 -7,05

Pot: Poténcia; LI: Limite Inferior; LS: Limite Superior; yu: média dos resultados obtidos; ER: Erro Relativo; ER%: Erro Relativo%; CV%: Coeficiente

de Variacao; SW: Swiss Webster
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O teste ANOVA foi realizado com
os resultados de poténcia das linhagens SW
e B6D2F1. Os resultados da ANOVA para
um nivel de significancia a = 0,05 foram:
a média de quadrados (MQ) entre grupos
(variancia entre grupos) foi de 42,0087 e a
MQ dentro dos grupos (variancia dentro
dos grupos) foi de 57,3182. O valor p igual
a 0,7599, maior que 0,05 e o F calculado,
0,7329, menor que o F critico de 2,0587.

Com a finalidade de avaliar o grau
de concordancia entre os resultados, a
homogeneidade foi determinada. Os resultados
obtidos por amostra nas duas linhagens foram
submetidos ao teste qui-quadrado utilizando
o programa CombiStats®”. Os resultados da
comparagdo dos ensaios podem ser vistos na
Tabela 2. Foi adotado um nivel de significincia
de 5 % (a = 0,05), onde 20 dos 22 pares de
resultados (90,90 %) foram considerados
homogéneos (p > 0,05). Apenas as amostras
5 e 6 foram consideradas heterogéneas (p < 0,05).

Tabela 2. Valores de p obtidos no teste qui-quadrado entre
pares de resultados de poténcia obtidos nas linhagens de
camundongos SW x B6D2F1 em 22 amostras testadas

Amostra valor p Amostra valor p
1 0,618 12 0,704
2 0,668 13 0,142
3 0,597 14 0,860
4 0,069 15 0,454
5 0,027 16 0,114
6 0,006 17 0,646
7 0,840 18 0,335
8 0,936 19 0,577
9 0,721 20 0,466
10 0,879 21 0,812
11 0,666 22 0,959
SW: Swiss Webster
Para avaliar a concordincia entre as

linhagens de camundongos SW e B6D2F1 foi
aplicado o método de Bland-Altman®, o qual foi
realizado utilizando o programa de computador
GraphPad Prism®, analisando os valores de
poténcia das 22 amostras testadas nas duas
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linhagens. A Figura 1 apresenta as diferencas e
as médias entre as duas linhagens, de cada
amostra testada, com a tendéncia (bias = 0,1818)
e os limites de concordancia (LC: -21,29 a 21,66).
Apenas um valor ficou fora do LC.

No eixo x estdo representadas as médias
([B6D2F1+SW]/2) e no eixo Y as diferencas
(B6D2F1-SW).Foi calculado o Erro Relativo (ER)
entre os valores percentuais de poténcia para a
mesma amostra testada nas duas linhagens.
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LC: Limite de Concordancia; bias: Tendéncia

Figura 1. Bland-Altman para as linhagens de camundongos
SW x B6D2F1

Observando a Figura 2 e a Tabela 1,
podemos ver que a maior parte dos valores de
ER (16/22) encontra-se dentro de + 10 %, apenas
um ER ficou acima de * 30 % (ER = 33;
amostra 6).
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Figura 2. Erro Relativo entre as linhagens de camundongos
SW e B6D2F1 (n=22)
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O CV% entre as linhagens SW e B6D2F1
foi calculado a cada ensaio e 16 dos 22 valores
ficaram abaixo de 10 % (tabela 1). A figura 3
apresenta a distribuicdo desses valores. Podemos
observar que todos os valores de CV% ficaram
abaixo de 30 %.

)

1
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0

104 -------ccccccccaaa e...S e

c [ ] L] Py

CV%: Coeficiente de Variagdo %

Figura 3. Coeficiente de Variagdo % entre as linhagens de
camundongos SW e B6D2F1 (n=22)

DISCUSSAO

Desde a sua descoberta, purificagao, clonagem
e producdo pela tecnologia do DNA recombinante,
dando origem a rhEPO, a EPO vem sendo
amplamente estudada. Na selecio de ensaios a
serem realizados durante o processo de controle da
qualidade da rhEPO, deve se levar em consideragdo
a complexidade deste medicamento bioldgico,
com padrio de glicosilagdo heterogéneo, onde
o conteudo de dacido sidlico pode influenciar
significativamente em seu metabolismo. Deste
modo e dada tal complexidade, ndo ha ainda
modelos in vitro para a avaliacio da atividade
biolégica da rhEPO, e internacionalmente,
preconiza-se a realizagdo de testes in vivo para
determinacédo de sua poténcia >".

Todos os ensaios realizados - tanto na
linhagem SW quanto na B6D2F1 - cumpriram
com os critérios de validade (regressao, linearidade
e paralelismo) e apresentaram resultados dentro
dos limites estabelecidos pela Ph. Eur.®, isto é,
a poténcia entre 80 % e 125 % e limites entre 64 %
e 156 % da poténcia rotulada. Em todos os

grupos de dados avaliados, nao existe evidéncia
estatistica que comprove que a distribuicdo
nao seja normal pelo teste de KS, p > 0,05.

Cabe ainda ressaltar, que segundo
recomendacdo da Ph. Eur. é possivel a combinacgao
de resultados validos obtidos em ensaios
independentes de poténcia bioloégica para a
liberagdo de um lote de rhEPO e que no presente
estudo, nao houve a necessidade de combinagio
de ensaios para obtengdo de resultados
satisfatorios em nenhuma das duas linhagens
testadas. Esses dados diferem de estudos
anteriores, onde foi necessiria a combinagdo
de dois ou até trés ensaios independentes para
obtencdo de resultados satisfatorios para uma
mesma amostra, tanto na linhagem SW?21%%
como em outras linhagens'7*. Este fato se deve,
provavelmente, a padronizagdo alcancada em
nosso Instituto em termos de controle de fatores
sistematicos que podem interferir no resultado
final de um ensaio, tais como faixa de peso
corpéreo e idade dos animais; temperatura
e umidade ambiental do biotério; precisao no
preparo das amostras e na leitura de reticuldcitos;

uso de instrumentos calibrados etc. que
consequentemente  geraram  resultados com
variabilidade adequada ao tipo do ensaio.

A variabilidade de ensaios in vivo ¢

bem conhecida e muito maior que aquela
esperada para outros tipos de ensaios, como
e.g. ensaios quimicos. Segundo a OMS™* ensaios
bioldgicos, sejam eles in vitro ou in vivo,
podem apresentar variabilidade acima de 50 %.
Neste contexto, Fitzgerald et al”’ recomendam
a utilizagdo do padrdo de referéncia, incluido
em cada ensaio, para avaliar e auxiliar no
controle desta variabilidade.

O ANOVA realizado entre os resultados de
poténcia das linhagens SW e B6D2F1 demonstrou,
para um nivel de significancia a = 0,05, que os
dados sdo homogéneos e que nao houve evidéncia
estatistica que comprovasse que os resultados
obtidos com ambas as linhagens ndo sejam
concordantes (valor p > 0,05).

Observando a média de quadrados (MQ)
entre grupos (variancia entre grupos) e a MQ
dentro dos grupos (variancia dentro dos grupos)
vimos que a variagdo entre grupos nao contribui
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mais que a variagdo dentro dos grupos. Isto
também demonstra a homogeneidade entre os
grupos avaliados.

A concordancia também pode  ser
demonstrada por meio da avaliagio da
homogeneidade entre as linhagens pelo teste
do qui-quadrado (Tabela 2). Um total de 90,90 %
dos pares de resultados foram considerados
homogéneos, uma propor¢ao significativa de
ensaios concordantes.

Segundo Bland e Altman®, medir as
diferencas entre dois métodos para cada amostra
e testd-las contra as médias ¢ a melhor maneira
de avaliar a relagdo entre os métodos. Aplicando
essa regra aos nossos dados (Figura 1), ficou
demonstrada consideravel concordancia entre as
linhagens avaliadas. Tendo em vista a tendéncia
de 0,1818, ou seja, as diferengas ndo se afastaram
de zero de forma significativa, além de ser
possivel observar a dispersdao aleatéria das
diferencas em torno da média, uma vez que os
resultados se mantiveram dentro dos limites
de concordancia (-21,29 a 21,66), com exce¢iao
de apenas um valor que ficou fora. A dispersdao
das diferencas ao longo da linha zero é uma
indicac¢do da concordancia entre dois métodos®.

A concordancia entre as linhagens SW
e B6D2F1 pode ainda ser demonstrada pela
avaliacao dos Erros Relativos entre as linhagens
(Figura 2). Apenas um ER, dos 22, ficou fora
do intervalo + 30 % (-33 %), sendo que a maioria
ficou dentro de +10 %.

A regra 4-6-30* para veracidade foi
atendida, ou seja, 1 resultado em 22 (4,54 %) se
apresentou fora do limite de aceitagdo de + 30 %,
logo 95,45 % dos resultados se mantiveram dentro
do limite de aceitagao de + 30 %. A regra preconiza
que 4 em 6 amostras (66,67 %) devem estar
dentre os limites de aceitagao de 30 %.

O CV% maximo esperado entre as linhagens
era de 30 %, no entanto todos os valores de CV
(Tabela 1 e Figura 3) ficaram abaixo de 30 % e
a maioria dentro de 10 %, demonstrando uma
baixa variabilidade (imprecisdao) entre as linhagens.

Outro ponto importante é em relagio ao
custo de obten¢do dessas duas linhagens. Uma
fémea de seis semanas de idade da linhagem
SW custa cerca de US 5,20, o custo da linhagem
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B6D2F1 ¢é de cerca de US 25,40”. Se calcularmos
o custo de um ensaio com 36 animais da linhagem
SW, o valor por ensaio ficaria em torno de US 187,20.
Ja o custo do ensaio para a linhagem B6D2F1
ficaria em torno de U$914,40.

CONCLUSAO

O ensaio de poténcia utilizando a linhagem
SW demonstrou estar padronizado e apresentou
alta concordancia com os resultados utilizando a
linhagem B6D2F1.

Para os parametros avaliados, tais como
precisdo intra- e inter-ensaios e veracidade, com
ambas as linhagens testadas, os valores obtidos
foram conformes e satisfatorios para os 22 lotes
analisados.

Cabe ressaltar que camundongos das
linhagens SW e B6D2F1 geraram resultados
estatisticamente semelhantes e homogéneos,
portanto, podem ser consideradas linhagens
com resposta concordantes na avaliacgio da
poténcia biologica de rhEPO. Por fim, pode-se
concluir que esta linhagem pode ser empregada
na avaliacgdo da poténcia biolégica de rhEPO
para fins regulatorios.

AGRADECIMENTOS

Este trabalho ¢é parte da dissertacao de mestrado de
Michele Cardoso do Nascimento apresentada no
Programa de Pds-graduacao em Vigilancia Sanitaria
do INCQS/Fiocruz. Isabella Fernandes Delgado ¢é
bolsista de produtividade do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (DT-II/
CNPq).

REFERENCIAS

1. Jacobson LO, Goldwasser L, Fried W, Plzak L. Role
of the kidney in erythropoiesis. Nature. 1957; 170:
633-4. [DOI:10.1038/179633a0].

2. Fried W. The liver as a source of extrarenal
erythropoietin production. Blood. 1972;40: 671-7.



Nascimento MC, Abreu CLC, Costa RN, Moura WC, Delgado IE Avaliagio da concordancia entre as linhagens de camundongos
Swiss Webster e B6D2F1 no teste de poténcia da Eritropoietina Humana Recombinante (thEPO): a experiéncia do Laboratério Nacional
de Controle. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2015;74(4):337-46.

3.

10.

11.

Zanjani ED, Ascensao JL, Mcglave PB, Banisadre
M, Ash RC. Studies on the liver to kidney
switch of erythropoietin production. J Clin
Invest.1981;67:1183-8. [DOI: 10.1172/JCI110133].

Koury ST, Bondurant MC, Semenza GL, Koury
M]J. The use of in situ hybridization to study
erythropoietin gene expression in murine kidney
and liver. Microsc Res Tech. 1993;25(1):29-39.
[DOI: 10.1002/jemt.1070250106].

Fisher JW, Koury S, Ducey T, Mendel S.
Erythropoietin production by interstitial cells
of hypoxic monkey kidneys. Br ] Haematol.
1996;95(1):27-32. [DOI: 10.1046/j.1365-2141.1996.
d01-1864.x].

Miyake T, Kung CK, Goldwasser E. Purification
of human erythropoietin. ] Biol Chem. 1977;252:
5558-64.

Lin E Suggs S, Lin C, Browne JK, Smalling R,
Egrie JC, et al. Cloning and expression of the
human erythropoietin gene. Proc Natl Acad
Sci USA. 1985;82(22):7580-4. [DOL 10.1073/
pnas.82.22.7580].

Faris PM, Ritter MA, Abels RI. The effects of
recombinant human erythropoietin on perioperative
transfusion requirements in patients having major
orthopedic operation. The American Erythropoietin
Study Group. ] Bone Joint Surg Am.1996;78(1):62-
72.

Rizzo JD, Seidenfeld J, Piper M, Aronson N, Lichtin
A, Littlewood TJ. Erythropoietin: a paradigm for
the development of practice guidelines. Hematology
Am Soc Hematol Educ Program. 2001;10-30. [DOI:
10.1182/asheducation-2001].

Saag MS, Bowers P, Leitz GJ, Levine AM. Once-
weekly epoetin alfa improves quality of life and
increases hemoglobin in anemic HIV+ patients.
AIDS Res Hum Retroviruses. 2004;20(10):1037-45.
[DOI:10.1089/aid.2004.20.1037].

Aapro MS, Dale DC, Blasi M, Sarokhan B, Ahmed
E, Woodman RC. Epoetin alfa increases hemoglobin
levels and improves quality of life in anemic geriatric
cancer patients receiving chemotherapy. Support
Care Cancer. 2006;14(12):1184-94. [DOI: 10.1007/
$00520-006-0076-z].

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Guan X, Chen L. Role of erythropoietin in
cancer-related  anaemia: a  double-edged
sword? J Int Med Res. 2008;36(1):1-8. [DOI:
10.1177/147323000803600101].

World health Organization - WHO. WHO Drug
Information. Geneva, Switzerland. 2010;24(1):40p.

Brinks V, Hawe A, Basmeleh AHH, Joachin-
Rodriguez L, Somsen GW, Jiskoot W, et al. Quality
Original and Biosimilar Epoetin Products. Pharm.
Res. 2011;28(2):386-93. [DOI: 10.1007/s11095-010-
0288-2].

Council of Europe. Erythropoietin concentrated
solution, Monograph 1316. Strasbourg, France.
Pharmeuropa. 2011.[DOI: 180.168.103.34:7947/z1/
EP7/1316E].

European Centre for the Validation of Alternative
Methods - ECVAM. Statement on the batch potency
testing of erythropoietin concentrated solution.
Altern Lab Anim. 2002;30:487-9.

Albertengo ME, Valcarce GA, Oliva LM, Baiges DL,
Alonso BS, Chiale CA. Eritropoyetina recombinante
humana: método de valoracién in vivo con ratones
normocitémicos. Sangre (Barc).1999;44:357-63.

Ramos AS, Schmidt CA, Andrade SS, Fronza M,
Rafferty B, Dalmora SL. Biological evaluation
of recombinant human erythopoietin in
pharmaceutical products. Braz ] Med Biol Res.
2003;36(11):1561-9. [DOLI: 10.1590/S0100-
879X2003001100014].

Schmidt CA, Ramos AS, da Silva JEP, Fronza M,
Dalmora SL. Avalia¢do da atividade e caracterizagiao
de Eritropoietina humana recombinante em
produtos farmacéuticos. Arq Bras Endocrinol
Metab. 2003;47:183-9. [DOI: 10.1590/S0004-
27302003000200012].

Barth T, Oliveira PR, DAvila FB, Dalmora SL.
Validation of the normocythemic mice bioassay
for the potency evaluation of recombinant human
erythropoietin in pharmaceutical formulations.
] AOAC Int. 2008;91(2):285-91. [DOIL: 10.1590/
S1516-8913201500228].

Silva IB, Mattos KA, Dick PC, Almeida AS, Silva RG,
Hokama DA, Paumgartten FJR. Ensaio de poténcia
da alfaepoetina: Comparagdo de camundongos
Swiss Webster, NIH, C57BL6, BALB/c com o hibrido
B6D2F1. Vig Sanit Debate. 2013;1:49-58.

345



Nascimento MC, Abreu CLC, Costa RN, Moura WC, Delgado IE Avaliagio da concordancia entre as linhagens de camundongos
Swiss Webster e B6D2F1 no teste de poténcia da Eritropoietina Humana Recombinante (thEPO): a experiéncia do Laboratério Nacional
de Controle. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2015;74(4):337-46.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Taconic. Animals models list. B6D2F1. 2011. [acesso
2011 ago 22] Disponivel em: [http://www.taconic.
com/wmspage.cfm?parm1=763].

Universidade = Federal = Fluminense.  2011.
Classificacao Genética dos Animais de Laboratorio.
[acesso 2011 ago 22]. Disponivel em: [www.uff.br/
animaislab/ap6.doc].

Mouse Genome Informatics — MGI. International
Committee on Standardized Genetic Nomenclature
for Mice. Guidelines for nomenclature of mouse and
rat strains. Revised: September 2010. [acesso 2011
mai 25]. Disponivel em: [www.informatics.jax.org/
mgihome/nomen/strains.shtml#definition]. [DOI:
10.1177/0300985810374837].

Taconic. Animals models list. 2013. [acesso 2013
mar 10]. Disponivel em: [http://www.taconic.com/
wmspage.cfm?parm1=856].

Instituto Nacional de Controle da Qualidade
em Sadde - INCQS. POP 65.3430.042: ensaio
para avaliacao “in vivo” da poténcia bioldgica de
eritropoetina humana recombinante. Rev.0l. Rio
de Janeiro. 2012. 17p. (Manual da Qualidade. Se¢ao
4.3).

European Directorate for the Quality of Medicines
& HealthCare - EDQM. CombiStats, version 5.0,
2013.

Council of Europe. Statistical analysis. Strasbourg,
France. Pharmeuropa. 2012.

Bland JM, Altman DG. Statistical method for
assessing agreement between two methods of
clinical measurement. Lancet. 1986;1:307-10. [DOI:
10.1590/S1678-77572011000500009].

Food and Drug Administration - FDA. Guidance for
industry: bioanalytical method validation. Rockville,
2001.

346

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Hoffman D, kringle R. A total error approach for the
validation of quantitative analytical methods. Pharm
Res. 2007;24(6):1157-63.

United States Phamacopoeia — USP. Mon. <1033>;
Biological Assay Validation, in: USP 35 NF30, 1*
Sup. Rockville, 2012.

International Organization for Standardization - ISO.
ISO N° 3534-2. Statistics -Vocabulary and Symbols.
Applied Statistics. Part 2. Geneva, Switzerland,
2006.

Lopes MC. Avaliagio da poténcia bioldgica da
eritropoietina humana recombinante em produtos
farmacéuticos: estudo comparativo entre as
linhagens de camundongos B6D2F1 e Swiss
Webster [dissertacio de mestrado]. Rio de Janeiro
(R]): Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude, Fundacdo Oswaldo Cruz; 2004. [DOLI:
10.1590/S0004-27302003000200012].

Costa RN, Abreu CLC, Nascimento MC, Nogueira
ACMA, Delgado IF. Evaluation of the applicability
of swiss webster lineage on the biological potency
test of recombinant human erythropoietin. Int J
Biosaf Biosec. 2010;1:49-59.

World Health Organization - WHO. Validation.
In: WHO, A WHO guide to good manufacturing
practice (GMP) requirements. Geneva, Switzerland,
1997.

Fitzgerald EA, Gallagher M, Hunter WS, Seligmann
EB Jr. Use of the antibody assay in immunized mice
for the determination of rabies vaccine potency. Dev
Biol Stand. 1978;40:183-6.



Rev Inst Adolfo Lutz
ARTIGO ORIGINAL/ ORIGINAL ARTICLE

Determinacdo de fluoreto em baixas concentragdes:
valida¢io de método com eletrodo ion seletivo para analise
da agua utilizada na preparacao de solucoes de dialise

Determination of fluoride at low concentrations: validation of
method using ion selective electrode to analyze the water used in
the preparation of dialysis solutions

RIALA6/1669

Sérgio DOVIDAUSKAS™, Isaura Akemi OKADA!, Marina Miyuki OKADA!, Rita de Cdssia
BRIGANTT!, Camila Cardoso de OLIVEIRA?

*Enderego para correspondéncia: 'Nucleo de Ciéncias Quimicas e Bromatoldgicas, Centro de Laboratorio
Regional de Ribeirdo Preto, Instituto Adolfo Lutz. Rua Minas n° 877, Ribeirdo Preto, SP, Brasil,
CEP: 14085-410. Tel: 16 3625-5046. E-mail: sergio2794@terra.com.br

*Nucleo de Analise e Tratamento de Dados, Centro de Materiais de Referéncia, Instituto Adolfo Lutz, Sdo
Paulo, SP

Recebido: 16.11.2014 - Aceito para publica¢io: 28.08.2015

RESUMO

Este trabalho descreve o desenvolvimento e validagio de metodologia analitica para determinar
a concentracao de fluoreto em 4agua empregada para a preparacido de solugdes de didlise, por
meio de potenciometria com eletrodo ion seletivo. Os pardmetros de validagdo investigados foram:
seletividade, homoscedasticidade, linearidade, limite de detecgéo, limite de quantificagdo, veracidade
de medi¢do e precisio. As condicbes otimizadas de andlise foram: tampiao HOAc/-OAc/NaCl/
CDTA (pH = 5,0 = 0,1), na propor¢ao 10:1 (amostra/tampdo); concentracdes das solugdes-padrao
da curva analitica: 0,05 a 0,80 mg/L. O método avaliado exibiu pardmetros de valida¢do adequados
com limites de detec¢do e de quantificacio, respectivamente, de 0,020 e 0,050 mg/L. Ademais,
foi também desenvolvida e validada uma planilha eletronica para efetuar o monitoramento da
qualidade da curva analitica do método que calcula o limite de decisdo para 0,20 mg/L.

Palavras-chave. fluoreto, agua, didlise, potenciometria, eletrodo ion seletivo, validagdo de método.

ABSTRACT

This paper describes the development and validation of an analytical methodology for determining
the concentration of fluoride in water used for the preparation of dialysis solutions, by means
of potentiometry with ion selective electrode. The investigated validation parameters were:
selectivity, homoscedasticity, linearity, limit of detection, limit of quantification, reliability of
measurement and precision. The optimized conditions of analysis were: HOAc/-OAc/NaCl/CDTA
buffer (pH = 5.0 £ 0.1), in ratio of 10:1 (sample/buffer); concentrations of the standard solutions
in the analytical curve: 0.05-0.80 mg/L. The evaluated method exhibited suitable validation
parameters with detection and quantification limits equal to 0.020 and 0.050 mg/L, respectively.
Also, an electronic spreadsheet was developed and validated for monitoring the quality of analytical
curve of the methodology that calculates the decision limit to 0.20 mg/L.

Keywords. fluoride, water, dialysis, potentiometry, ion selective electrode, method validation.
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INTRODUCAO

Em termos de Saude Publica, ¢ comum
inicialmente associar o fltor (ou fluoreto, seu
respectivo anion) a sua a¢do benéfica no controle
da progressao da cdrie dentaria, principalmente
através do seu uso sistémico em aguas destinadas
ao consumo humano (fluoretagdo) e do seu uso
topico em dentifricios’. Em um segundo momento,
passa-se a considerar a ocorréncia da fluorose
dentdria e, em casos mais graves, da fluorose
Ossea, ambos em virtude da ingestdo excessiva
de fluoreto. Esta ingestdo excessiva pode ocorrer
pela exposicao ao ar (como em certas provincias
da China, nas quais o cozimento e a cura de
alimentos sao feitas através da queima de carvao
rico em fluoretos), pelo consumo de alguns
alimentos (como as folhas de cha comprimidas
em blocos, o popular “bricktea” na Asia), ou
mesmo pela agua (como no Quénia, onde a
concentragdo de fluoreto em alguns lagos
pode ser extremamente alta, chegando a
atingir 2800 mg/L). Até o presente, ndo ha
nenhuma evidéncia consistente correlacionando
o consumo de agua fluoretada com morbidade
ou mortalidade devido a ocorréncia de cancer?.

Desta forma, além de se encontrar
na literatura estudos lidando com a presenca
de fluoreto em daguas®, também encontram-se
trabalhos envolvendo a presenca de fluoreto em
alimentos®® e fluoreto como contaminante no
meio-ambiente, oriundo das industrias de
fertilizantes, cerdmicas, vidrarias e adesivos,
além da industria metaldrgica (ago, cobre e
niquel)’. No papel de contaminante, é preciso
considerar que, além dos impactos sobre a agua
e os alimentos, o fluoreto pode atuar
dramaticamente no ecossistema, interferindo
no ciclo de nutrientes ambientais através de
reagdes com carbono organico, aluminio e ferro,
por exemplo®. Com relagdo a fluorose, Fewtrell
et al’> procuraram inclusive estimar a Carga
Global de Doenga (a Global Burden of Disease,
da Organizagdo Mundial da Satde) em virtude
do fluoreto naturalmente presente em aguas
destinadas ao consumo humano em vérias
regides do planeta.

Assim, torna-se evidente que a eficacia da
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acdo benéfica do flior com relacio a satde
bucal fica condicionada a uma quantidade
o6tima de ingestdo: acima desta quantidade
existe o risco de fluorose, abaixo ocorreria
perda da eficacia na reducdo da carie dentaria
- no Estado de Sao Paulo, por exemplo,
0,7 mg/L é considerada a concentragdo ideal
em aguas destinadas ao consumo humano,
sendo consideradas dentro do padrio de
potabilidade as que apresentarem concentragao
na faixa 0,6 a 0,8 mg/L". Em termos ambientais,
no entanto, o fluoreto ¢ avaliado somente com
relagdo aos seus efeitos toxicologicos.

A este quadro geral da relagdo entre
fluoreto e Satide Publica, pode-se ainda adicionar
um outro aspecto que, embora especifico,
também é muito importante: a sua indesejavel
presenca em aguas destinadas ao preparo de
solucbes de didlise. No Brasil, por exemplo,
a legislagdo em vigor estabelece um valor
maximo permitido (VMP) igual a 0,2 mg/L
para aguas de Servicos de Didlise'. Este VMP
relativamente baixo ¢ justificado pela exposi¢ao
acentuada a que estdo sujeitos os pacientes
com insuficiéncia renal cronica, quando sao
submetidos a hemodidlise (HD) - nesta situacio,
o volume de agua em contato com o paciente
pode variar ente 375 e 700 litros por semana'.
Uma comparagio entre dois casos de intoxicagao
descritos na literatura, um relacionado ao
consumo comum de dagua (como bebida) e
outro relacionado ao uso em HD, ressalta a
importancia do baixo VMP para Servicos de
Didlise: (i) em 1980, uma intoxicagdo severa por
fluoreto ocorreu numa feira agricola realizada
em uma escola no Estado de Vermont (EUA),
provocada pela ingestdo de agua com teor de
fluoreto em torno de 1000 mg/L - este elevado
teor, provocado pela operacao inadequada de
um equipamento rudimentar de fluoretagio,
afetou 22 pessoas, causando nauseas e, em casos
mais graves, vOmitos'; (ii) em 1993 (Illinois,
EUA), um teor de aproximadamente 20 mg/L
na agua para a preparacao da solugdo de dialise
induziu em varios pacientes sintomas como
prurido, ndusea, dores de cabega, dores no peito
e nas costas, ocorrendo ainda 3 mortes por
ataque cardiaco - neste caso, a contaminag¢do da
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agua foi devido a falhas na manutencao do
sistema de purificagdo'. Outro caso notdério em
HD ¢ o ocorrido em 1980 em Maryland (EUA):
um excesso de flior na agua causou sérias
complicacdes em 8 pacientes, resultando em um
6bito'?. Obviamente que a preocupagdo com a
qualidade da agua para didlise ndo se restringe
somente ao controle da presenca de fluoreto,
mas também a uma variedade de contaminantes
quimicos e bacteriolégicos que podem ser
transferidos aos pacientes seja durante as sessdes
de HD"', seja no transcurso da dialise
peritoneal - o “Programa de Monitoramento
da Agua Tratada para Hemodidlise do Estado
de Sao Paulo” reflete esta preocupacgio'®?.

Do exposto até aqui, pode-se inicialmente
prever duas abordagens na determinagdo da
concentra¢ao de fluoreto em amostras de aguas:
uma voltada para concentragdes mais altas, como
aquelas esperadas em aguas de abastecimento
publico no Estado de Sao Paulo, e outra voltada
para concentragdes mais baixas, como aquelas
esperadas em aguas para preparagdo de solugdes
de dialise.

Entre os métodos disponiveis para a
determinagdo de fluoreto em concentragdes
mais altas, o método colorimétrico (denominado
SPADNS devido ao uso do acido 4,5-di-hidréxi-
3-parasulfofenilazo-2,7-naftaleno-di-sulfonico),
e o método potenciométrico com eletrodo ion
seletivo (método ISE) sio os mais utilizados'®".
Algumas caracteristicas deste segundo método,
quando comparadas ao primeiro, tornaram a
sua aplicagdo bastante geral, seja em amostras de
aguas, de alimentos ou em estudos ambientais:
(i) a simples adicao de uma solu¢ao-tampao
adequada (o tampao TISAB, acréonimo de Total
Ionic Strenght Adjustment Buffer) a uma aliquota
da amostra, torna o método ISE livre da maioria
dos interferentes, ponto critico no método
SPADNS; (ii) amostras coloridas ou turvas devem
ser destiladas antes de serem analisadas por
SPADNS - esta operacdo é desnecessaria no
método ISE; (iii) O método SPADNS, para ser
aplicado, exige a auséncia de cloro residual livre
(CRL) na amostra de dgua, o que nao ¢é necessario
no método ISE. Este fato é muito importante se
considerarmos que a agua para consumo humano

deve conter, no minimo, 0,2 mg/L de CRL em
toda extensio do sistema de distribuicdo
(reservatorio e rede), de acordo com a Portaria
2914 do Ministério da Satde®; em adigdo,
se a agua tratada utilizada na preparacio de
solugdo para  didlise originar-se de fonte
alternativa, a concentracio de CRL devera ser
maior que 0,5 mg/L, conforme especifica a
Resolugao RDC 11, de 13/03/2014"". Para eliminar
a interferéncia do CRL, o método SPADNS utiliza
o toxico arsenito de sodio.

A principio, esta compara¢do poderia
sugerir que a escolha natural entre os dois
métodos para analisar agua a ser usada em dialise
deveria ser pelo método ISE. Porém, ha que se
considerar a capacidade de cada método em
determinar fluoreto em baixas concentragdes.
Por exemplo: o Standards Methods for
Examination of Waterand Wastewater informa
que uma curva linear de calibragdo no método
SPADNS pode ser construida no intervalo entre
0 (zero) e 1,4 mg/L, enquanto curvas lineares
de calibragdo no método ISE podem ser
construidas somente a partir de 0,1 mg/L".
Este comportamento ndo linear (ou “nao
nernstiano”) do eletrodo ion seletivo para fluoreto
a baixas concentragdes ja tinha sido constatado
em 1966, quando Frant e Ross publicaram o
primeiro artigo descrevendo a sua construcao,
funcionamento e aplicagdo?’. Esta perda de
linearidade tem sido atribuida a contaminagio
dos reagentes das solugOes-tampdo utilizadas
e a variacdo na solubilidade (baixa) do cristal
de LaF, dopado com Eu** (a membrana solida
que constitui o sensor do eletrodo ion seletivo):
o citrato, por exemplo, poderia complexar com a
membrana cristalina, aumentando a solubilidade
do LaF3; 0 acetato, por sua vez, nao somente
complexaria como também poderia participar
de uma reagdo de troca iOnica ndo reversivel
com a membrana, o que resultaria na associagdo
definitiva acetato-membrana, caracterizando um
envenenamento gradual e progressivo do eletrodo,
comprometendo sua veracidade de medigdo e
precisao®?*.

No intuito de se melhorar as caracteristicas
da membrana e a performance do método ISE
para determinagdo de fluoreto, o que inclui
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estender a faixa de linearidade da curva
de calibragdo a concentracbes mais baixas,
muitos estudos podem ser encontrados na
literatura, dentre os quais pode-se citar algumas
abordagens: (i) em 1971, Baumann® mostrou
que a presenca de agentes complexantes de F
(como Zr*, Th* e La*) poderia estender
a resposta nernstiana até 10° mol/L
(aproximadamente 0,02 pg/L); contudo, esta
capacidade do eletrodo em reconhecer fluoreto
em baixissimas concentragbes ndo foi utilizada
na determinacdo de fluoreto em amostras;
(ii) a importancia da solugdo-tampao na
determinacgdo de fluoreto é reconhecida desde a
década de 1970: em 1977, Kauranen® estudou
a influéncia da composicio em 17 tampoes e,
em 1981, Nicholson e Duff*® fizeram estudo
semelhante, envolvendo outros 11 tampdes;
posteriormente, foram investigadas composi¢des
solugdes-tampao especificas para a andlise de
fluoreto em baixas concentragdes®*, incluindo a
andlise em aguas para didlise”; (iii) em 2011,
pesquisadores da darea de  Odontologia,
preocupados com a padronizacio de métodos
para a analise de fluoreto em amostras bioldgicas
e nao-bioldgicas, publicaram um artigo sugerindo
protocolos padronizados para minimizar as
diferencas  observadas em um  estudo
interlaboratorial®, recomendando que acima de
0,0105 pmol/g (aproximadamente 0,2 mg/g de
amostra) a regressdo linear da curva de calibragao
fosse utilizada, enquanto que abaixo deste valor
a corre¢do de branco ou a regressdo polinomial
seriam os procedimentos mais adequados.

Neste contexto, este artigo descreve o
desenvolvimento e validagdo de uma metodologia
analitica para a determina¢do da concentragdo
de fluoreto em 4gua usada para a preparagao
de solugdes de didlise, através do estudo
do comportamento eletroquimico deste &nion
em solucdbes aquosas (baixas concentragdes),
por potenciometria com eletrodo ion seletivo
utilizando calibragao externa de modo a produzir
a melhor precisdo no valor do VMP (0,2 mg/L).
Em adigdo, é brevemente descrita uma planilha
eletronica construida em software Excel 2010°
para o controle da qualidade da curva analitica
do método.
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MATERIAL E METODOS

Materiais e reagentes

A agua usada nas preparagdes foi
previamente destilada e desionizada. Todos os
reagentes utilizados eram de grau analitico
(marcas Merck®, Synth® e Vetec®). Solugdo-padréo
de fluoreto foi preparada em agua destilada
e desionizada a partir de NaF anidro, marca
Merck® com pureza 99 % (minimo), previamente
seco em estufa a 105 °C por 2 horas. Para o
estudo da interferéncia de ions hidroxila, trés
solugbes tampdo de acetato (TISAB 1II) de
pHs diferentes foram preparadas segundo
o Standard Methods for the Examination of
Waterand Wastewater", com o pH final sendo
ajustado para os valores 4,50, 5,00 e 5,50,
e trés solugdoes tampao de citrato (TISAB III)
de pHs diferentes foram preparadas segundo
normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz',
com o pH final sendo ajustado para os valores
5,00, 5,50 e 6,00. Para o estudo da interferéncia
dos ions AP** e Fe¥, foram utilizadas solu¢des
padrao 1002 + 5 mg/L (Inorganic Ventures) de
cada um dos ions e, para efeito de comparacio,
uma solu¢do tampdo semelhante ao TISAB II
foi preparada, mas sem a presenca do acido
1,2-ciclohexileno-dinitrilo-tetracético (CDTA),
sendo designada como TISAB II SEM CDTA.
Na avaliagio da veracidade da medicdo e
da precisdo, foram usados dois materiais de
referéncia certificados (MRC) da Environment
Canada: (i) ONTARIO-99, lote 1109, amostra de
agua de lago, valor declarado igual a 0,63 mg/L
com limite para medida individual (20) igual
a 0,09 mg/L; e (ii) MISSIPPI-03, lote 1010, amostra
de agua de rio, valor declarado igual a 0,15 mg/L
e 20 igual a 0,04 mg/L.

Procedimentos

Nas medidas de potencial utilizou-se um
eletrodo ifon-seletivo, marca Digimed® modelo
DMI-FL2, acoplado a um potencidmetro marca
Orion modelo 370. Em uma andlise tipica:
a 50 mL da solu¢ao-teste (padrdo ou amostra)
sao adicionados 5 mL de solugio tampio
(proporgao 10:1); o eletrodo ion seletivo ¢ inserido
na solu¢do mantida sob agitacdo, seguindo-se
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a medida do potencial apds a sua estabilizagio.
A anilise estatistica dos dados foi realizada nos
softwares Excel 2010° e OriginPro 9.0°.

Valida¢ao do método

A validagdo foi conduzida seguindo
documento orientativo da Coordenacdao Geral de
Acreditagdo do Instituto Nacional Metrologia,
Qualidade e Tecnologia (INMETRO)%, normas
ISO*32 e recomendagdes da International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)®.
Os parametros de validag¢ao investigados foram:
seletividade, homoscedasticidade, linearidade,
limite de detecgdo (LD), limite de quantificagdo
(LQ), veracidade de medicao e precisao.

Planilha eletronica para controle da qualidade
da curva analitica
A planilha foi construida em software

Microsoft  Excel 2010°, conforme descrito
anteriormente®*”, com  equagdes  baseadas
nas normas ISO 11095, ISO 11843-2* e

ISO 8466-1°, e em recomendagoes IUPAC*.
Os calculos efetuados pela planilha foram
validados através da comparagdo dos resultados
gerados com aqueles resultantes do processamento
manual dos dados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Seletividade: efeito da solu¢ao tampao e do pH
Em concentragoes mais altas de fluoreto,
o desempenho do eletrodo ion seletivo geralmente
nido depende do pH na faixa entre 4 e 9, mas
em concentra¢cdes mais baixas Moritz e Miiller’”
mostraram que o LD pode ser fortemente
influenciado quando o pH ¢ variado de 4 a 8.
Assim, tendo como objetivo a determinagdo da
faixa linear para a construgdo da curva analitica,
experimentos foram realizados de modo a avaliar
o impacto de variagdes de pH nos potenciais do
eletrodo em solucdes de diferentes concentragdes
de fluoreto. Para tanto, usaram-se duas solugdes
tampao comumente utilizadas na analise de aguas.
A Figura 1A exibe medidas de potencial
obtidas em solu¢does aquosas de fluoreto no
intervalo de concentragdes entre 0,05 e 1,5 mg/L,
usando-se duas solugdes tampao (TISAB II e

TISAB III), cada solu¢ao tampao ajustada a trés
pHs diferentes (cada ponto no grafico representa
a média de ensaios realizados em triplicata).
Dois fatos podem ser observados nesta figura:
(i) os potenciais obtidos com o uso do tampao
TISAB III sdo sistematicamente menores que os
observados para o TISAB II na regido de
menores concentragoes e (ii) o TISAB II mantém
0 comportamento nernstiano a concentragoes
menores quando comparado ao TISAB IIL
Este segundo fato ¢é mais evidente quando
se comparam as Figuras 1B e 1C: enquanto
a Figura 1B sugere que, no caso do TISAB II,
o comportamento nernstiano possa ser estendido
até 0,050 mg/L independentemente do pH, a
Figura 1C indica que, para o TISAB III,
existe uma dependéncia maior em funcdo
do pH: o comportamento nernstiano pode ser
assumido acima de 0,10 mg/L em pH = 5,0, e
acima de 0,20 mg/L em pH = 6,0. A Figura 1D
compara os potenciais obtidos com o uso das duas
solugdes tampdo no mesmo pH (5,0) - neste caso,
observa-se que a composi¢do do tampao também
influencia a faixa de trabalho: a Figura sugere
que esta faixa pode se iniciar em 0,05 mg/L no caso
do TISABII, e em 0,10 mg/L no caso do TISAB III.

Assim, as Figuras 1A-D sugerem que
a melhor condi¢do para tamponamento das
solugdes de fluoreto seria o uso de TISAB II em
pH = 4,5. Contudo, deve ser considerado que
a medida que o pH ¢ abaixado, o valor se
aproxima do pKa do acido fluoridrico (igual a
3,2), aumentando a fragdo de fluoreto na forma
nao dissociada. Desta forma, para a continuidade
do trabalho optou-se pelo uso de TISAB II em
pH = 50 + 0,1 na propor¢io 10:1 (amostra:
tampao). Este tampao é comumente usado na faixa
de pH entre 5,0 e 5,5 na proporgdo 1:1%.

Seletividade: efeito de ions interferentes (Fe*
e AI*)

Além da influéncia dos ions OH sobre
o potencial do eletrodo ion seletivo de fluoreto
(mantida sob controle através do tamponamento
da solugdo em pH adequado), os principais
interferentes na determinagdo de fluoreto
em amostras de daguas sdo os fons Fe’* e Al
No caso de concentracdes mais elevadas, como
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Figura 1. Influéncia da solu¢do tampio e do pH nos potenciais do eletrodo ion seletivo de fluoreto em solugdes contendo

diferentes concentrag¢des de fluoreto

aquelas esperadas nas aguas de abastecimento
publico do Estado de Sao Paulo, essas interferéncias
ja sao bem estabelecidas: 200 mg/L de Fe’*
causam um erro negativo de 0,1 mg/L na
concentragao de fluoreto igual 1 mg/L, e 3,0 mg/L
de AP’* causam um erro de mesma magnitude e
direcdo, com o uso do TISAB II na proporgio
1:1”. Tendo em vista que o VMP para aguas
de Servigos de Dialise é igual a 0,2 mg/L, e que
a propor¢ao do TISAB II foi alterada assim como
a faixa de pH foi restringida em relagdo
ao comumente usado, estudou-se a influéncia dos
dois ions (separadamente) sobre o potencial
desenvolvido no eletrodo em uma solugdo
tamponada com TISAB II em pH = 5,0 (proporgao
10:1) contendo 0,20 mg/L, de modo a estimar
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o impacto sobre uma possivel tomada de decisao
entre conforme e nao conforme.

A Figura 2A apresenta a variagdo dos
potenciais do eletrodo em fun¢do do aumento
da concentragio de Fe** em duas solugdes
contendo 0,20 mg/L. Cada uma dessas solugdes
foi tamponada com duas solugdes diferentes
(TISAB II e TISAB II SEM CDTA), ambas no
mesmo pH (50 + 0,1) e na mesma propor¢ao
(10:1). Pode ser observado que na auséncia de
CDTA, o potencial aumenta continuamente o seu
valor, enquanto que em sua presenga o potencial
tem um discreto aumento até aproximadamente
60 mg/L de Fe’*; a partir desta concentragio, o
potencial aumenta a uma taxa similar a obtida
com o TISAB II SEM CDTA. De fato, as



Dovidauskas S, Okada IA, Okada MM, Briganti RC, Oliveira CC. Determinag¢io de fluoreto em baixas concentragdes: validagdo de método com
eletrodo ion seletivo para analise da agua utilizada na preparagdo de solugdes de dialise. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2015;74(4):347-60.

concentracbes de fluoreto, estimadas através
de curvas analiticas construidas no decorrer
dos ensaios, diminuiram de 0,203 + 0,014 mg/L
(0 mg/L de Fe’*) para 0,176 = 0,012 (90 mg/L
de Fe’"), com um valor igual a 0,195 + 0,014 mg/L
na presenca de 60 mg/L de Fe**. Nas condigoes
em que os ensaios foram realizados, a quantidade
calculada de CDTA disponivel permitiria a
complexagdo de 56 mg/L de Fe’, o que ¢é
consistente com a mudanca de taxa de aumento
de potencial observada em torno de 60 mg/L.
O teste t Student (a = 0,05) mostrou que as
médias das concentragdes na auséncia de Fe** e na
presenca de 60 mg/L ndo apresentavam diferenca
significativa (P = 0,062). Desta forma, conclui-se
que o sistema TISAB II em pH = 50 + 0,1
(proporgao 10:1) é capaz de limitar interferéncia
significativa de até 60 mg/L de Fe’; a partir desta
concentragao, pode ser previsto um erro negativo
de magnitude continuamente crescente em
funcdo do aumento da concentracio de Fe’*.
Registre-se aqui que a Resolugdo RDC 11 de
13/03/2014" néo especifica VMP para este ion.

No caso do AP, a solugdo TISAB II
(pH = 5,0 £ 0,1, propor¢do 10:1) ndo é capaz
de limitar a sua interferéncia, como pode ser
observado pela curva crescente de potencial

em fun¢do do aumento da concentragio de Al**
(Figura 2B, linha continua). Para comparagio,
os ensaios foram repetidos com o uso da
solugao TISAB III (pH = 6,0, propor¢ao 10:1)
e os resultados mostraram uma alta tolerancia
a presenca de AI’* sem mudanga significativa
de potencial (Figura 2B, linha tracejada).
A partir de curvas analiticas construidas no
decorrer dos ensaios, estimou-se que a presenca
de 1,6 mg/L de AP’* causa um erro de -10%
na concentragdo 0,20 mg/L de F. Este valor
(1,6 mg/L) é 160 vezes maior que o VMP
estabelecido  pela  Resoluggo RDC  11'.
Da mesma forma, foram estimadas as
concentragbes de F antes e apds a primeira
adicdo (auséncia de A" e presenca de 0,18 mg/L
de Al*, respectivamente) - neste caso, o teste
t Student entre as médias (a = 0,05), ndo indicou
diferenca significativa (P = 0,058). Desta forma,
embora o TISAB II (pH = 5,0 £ 0,1 propor¢ao
10:1) ndo tenha se revelado capaz de limitar
a interferéncia do AI**, resolveu-se continuar
o desenvolvimento do método com este tampao
em vista de seu potencial em produzir curvas
de calibragéo lineares a concentra¢oes mais baixas
- a interferéncia da presenca de até 0,18 mg/L
de AI** foi considerada nao significativa.
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Figura 2. Influéncia da presenca de Fe** (A) e AI** (B) no potencial do eletrodo ion seletivo de fluoreto em uma solugao contendo
0,20 mg™/L. Cada ponto nos graficos representa a média de potenciais obtidos de ensaios realizados em triplicata
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Homoscedasticidade dos sinais analiticos das
solu¢des padrao da curva analitica

Considerando que a curva analitica
adequada para a determinacio de fluoreto
em aguas para didlise deve promover a melhor
precisio na concentragdo correspondente ao
VMP, e que os potenciais sdao grafados em fungao
do logaritmo da concentragdo, planejou-se
inicialmente uma curva analitica cuja posicdo
central em termos logaritmicos correspondesse a
0,20 mg/L. Assim, as concentragdes escolhidas
foram 0,05, 0,10, 0,20, 0,40, e 0,80 mg/L.
A Figura 3A exibe os histogramas dos potenciais
obtidos para 25 solu¢bes de cada uma dessas
concentragdes, enquanto as Figuras 3B-F
apresentam cada um desses histogramas em
particular. Nesses histogramas podemos observar
que os valores p calculados pelo teste de
normalidade Kolmogorov-Smirnov sdo maiores
que um nivel de significancia igual a 0,05 - isso

implica que, nesse nivel de significancia, os
sinais analiticos das 5 solugdes padrao podem
ser consideradas com distribui¢do normal.
Para testar a homoscedasticidade, realizou-se
o teste de homogeneidade das varidncias segundo
a ISO 8466-1°° (nivel de significancia = 0,01),
que consiste em se fazer um teste F entre as
variancias da solu¢do de menor concentragio
com a de maijor concentragdo (no nosso caso,
0,05 e 0,80 mg/L, respectivamente). O valor
de F calculado (denominado de “valor PG”
na norma ISO) resultou em 1,65, um valor
menor que o de F tabelado (igual a 2,66).
Desta forma, considerou-se que as varidncias
eram homogéneas, ou seja, que uma regressao
linear por minimos quadrados ordinarios
(ISO 11095°" e ISO 8466-1°°) ou uma regressio
polinomial de segunda ordem (ISO 8466-2%)
poderiam ser empregadas no ajuste de uma
fun¢do matematica aos dados.

0,80mg/L V 0.05ma/L ”_710,10mg/L
i oaomg A 0,0smgiL. | £A40.05mg B| 0. 1 g C
Pis) = 0,94 Pis) =
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Figura 3. Histogramas de 25 sinais analiticos das solugdes padrdo de fluoreto de concentragdes 0,05 a 0,80 mg/L (A). As Figuras
B-F sdo os histogramas individuais do conjunto exibido na Figura A, com respectivas curvas normais (p € a probabilidade

calculada pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov)
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Linearidade
Para testar a linearidade dos dados da

curva analitica, seguiu-se o procedimento
indicado na ISO 8466-1*. O teste estatistico
para linearidade consiste no calculo do
valor da estatistica PG pela equagio 1:

DS?

FG =— (1)

532

onde

. 52y2: variancia da fun¢do de calibra¢do néao-
linear

« D& =diferenca de variancias, calculada pela
equagao 2

D5% = (N —2)s;, — (N —3)s2, (2)

onde
e N =numero de solugdes-padrao

O wvalor calculado de PG ¢ entdo
comparado com o valor de F tabelado, conduzindo
a duas decisoes possiveis: a) se PG < F: a funcdo
de calibragao nao-linear ndo promove um
ajuste significativamente melhor - a fungdo de
calibragdo é considerada linear; b) se PG > F:
os dados devem ser avaliados usando uma funcio
de calibragao nao-linear.

Aos dados obtidos em um experimento de
medidas (em duplicata) de potencial de solugdes
padrao 0,05, 0,10, 0,20, 0,40, e 0,80 mg/L
procedeu-se a um ajuste linear e a um ajuste
nao-linear (polindmio de 2* ordem). As Figuras 4A
e 4B apresentam esses dois ajustes. O valor de PG
calculado (1,40) é muito menor que o valor de F
tabelado (F =18,51) para um nivel de significancia
a = 0,05. De fato, este resultado era esperado uma
vez que a simples inspegdo visual do grafico
potencial versus log (concentragdo) sugeriu a
aos dados,

« &= varidncia da fungdo de calibragio  regressio linear como aplicdvel
enquanto os coeficientes de correlagdo (r, Pearson)
linear

2104 A B
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>
é 180
S
3
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Figura 4. Curvas analiticas construidas por meio de regressdo linear pelo método dos minimos quadrados ordinarios (A e C)
e de regressdo polinomial de 2® ordem (B e D). Os pares de curvas A-B e C-D foram construidas a partir dos dados obtidos em

dois experimentos diferentes
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e de determinagio ajustado (R? ) obtidos
prenunciaram o resultado do teste da estatistica
PG, assim como os valores relativamente
proximos das variancias s’ e s’ . Contudo,
observou-se que uma pequena variagao nos dados
experimentais pode ocasionar uma grande varia¢ao
na estatistica PG. Tal fato ¢é ilustrado nas Figuras
4C e 4D, em que os mesmos ajustes (linear e
polinomial de 2* ordem) foram aplicados a dados
obtidos posteriormente. Neste caso, tanto a
inspecdo visual como os valores de r e RZajust
apresentam caracteristicas similares aos exibidos
nas Figuras 4A e 4B, mas as varidncias s° e §°
apresentam valores bastante diferentes entre si
(0,912 e 0,167, respectivamente) o que conduziu
a uma PG = 14,4, um valor ainda menor que o
valor critico de F (18,51). Assim, apesar dessa
diferenca entre as estatisticas PG nos dois
experimentos, ambos produziram dados aos
quais a regressdo linear por minimos quadrados
ordinarios pdde ser aplicada para o ajuste
matematico da funcdo de calibragdo. Ressalte-se
que em todas as curvas analiticas construidas
posteriormente o valor de R2ajust para o ajuste de
uma funcdo linear foi maior que 0,999.

Limite de detec¢ao (LD) e limite de quantifica¢ao
(LQ)

Como discutido anteriormente, a curva
analitica foi considerada linear acima de 0,05 mg/L.
Portanto, considerou-se essa concentracio como
0 LQ do método.

No caso do LD, ndo se pdde calcula-lo
como o faz a ISO 11843-2%, ou seja, a partir de
dados da curva analitica, uma vez que a funcio
matematica ajustada ndo esta definida para valores
menores que 0,05 mg/L. Por outro lado, também
ndo se pode calculd-lo a partir de medidas
de solugdes isentas de fluoreto (brancos),
como sugerido pelo documento orientativo
DOQ-CGCRE-008 (INMETRO)%, uma vez que o
potencial do eletrodo ion seletivo nao se
estabiliza nessa condicio (fluoreto ausente)®.
A alternativa que se seguiu para o calculo do LD
¢ baseada em recomendacoes da IUPAC*: o
LD corresponde ao ponto de interseccdo entre
a extrapolacio do segmento linear da curva
analitica na diregdo de concentragdes mais
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baixas e a extrapolagdo dos pontos de mais
baixa concentra¢aio do segmento nao-linear
na dire¢do de concentragbes mais altas.
Seguindo este procedimento grafico, o LD
foi estimado em 0,020 mg/L.

Veracidade de medicao e precisao
A veracidade de medicdo e a precisao

(condi¢oes de repetitividade) foram avaliadas

com o uso de dois MRC:s:

a) para o MRC1, com teor de fluoreto declarado
igual a 0,15 £ 0,04 mg/L (limite de + 20),
a concentragdo determinada em triplicata
com o uso da curva analitica linear na
faixa 0,05 - 0,80 mg/L resultou em 0,16 +
0,01 mg/L (intervalo de 95 % de confianga,
n = 3), indicando uma recuperagio de
+ 106,7 % e coeficiente de variacdo igual a
3,1 %. Observe-se que a faixa de valores
compreendendo a média das concentragdes
determinadas, acompanhada do respectivo
intervalo de confianca 95 %, esta inserida
na faixa de valores compreendendo o valor
declarado do MRC1 acompanhado do seu
limite 20.

b) para o MRC2, com teor de fluoreto declarado
igual a 0,63 £ 0,09 mg/L (limite de + 20),
a concentracdo determinada em triplicata
com o uso da curva analitica linear na faixa
0,05 - 0,80 mg/L resultou em 0,66 + 0,02 mg/L
(intervalo de 95 % de confianga, n = 3),
indicando uma recupera¢ao de +104,8 % com
coeficiente de variagao igual a 1,2 %. Observe-se
que a faixa de valores compreendendo a média
das concentragdes determinadas, acompanhada
do respectivo intervalo de confianca 95 %,
estd inserida na faixa de valores compreendendo
o valor declarado do MRC2 acompanhado do
seu limite 20.

Tanto a veracidade de medi¢do como a
precisdo foram consideradas satisfatorias.

Desenvolvimento de planilha eletronica para o
controle da qualidade da curva analitica

Uma vez definida as caracteristicas
basicas da curva de calibragdo que conduzem ao
LD e LQ indicados, bem como a veracidade
de medicdo e a precisao das concentragdes
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determinadas através do método, desenvolveu-se
uma planilha eletronica capaz de controlar a
qualidade da curva analitica ao longo do tempo,
ou seja, uma planilha capaz de verificar se
aquelas caracteristicas permanecem validas apds
a validagdo. Esse tipo de planilha ja foi descrita
em trabalhos anteriores® *>, e aqui descrevemos
a principal mudanca com relagdo as planilhas
anteriores: o calculo do limite de decisio (CCa)
para o VMP do fluoreto em dguas utilizadas na
preparacao de solugdes de dialise.

A Figura 5 exibe uma visio geral da
planilha desenvolvida para o método descrito
nesse trabalho. No destaque desta Figura, pode
ser observado o cédlculo do CCa para 0,20 mg/L
baseado nas equagbes 3 e 4. Os valores de
CCa obtidos nas curvas analiticas construidas

(R® > 0,999) situaram-se no intervalo entre
0,208 e 0,216 mg/L.

Yeo,20mgr1) = V0,20mgr1) " licaw)

1 x?

i + t— 3)
K I-J JZ (x, - )?)2
io1

Ye(0,20mg/1) ~4

CC(X(to,zomg/L) =10 ’ )

Em adigdo, pode ser observado na Figura 5
que o grafico de residuos sugere uma funcio
polinomial de 2* ordem para o ajuste mais adequado
aos dados. Contudo, no caso do eletrodo ion
seletivo de fluoreto, deve ser considerada também
a sua perda de eficiéncia em produzir curvas
analiticas lineares a concentracdes mais baixas em
fun¢do do tempo de utilizagdo, como ja discutido
por Okada et al*: os autores sugerem a estatistica
PG como a mais indicada para o monitoramento
dessa perda de eficiéncia - no momento em que

PG>F ,  ..0 eletrodo devera ser substituido.

AHALIE CE FLUGRETD D
Araiatz SEn/enMrnaREE | cairapassaiine | Wen |
[ TURYE LE LA LR
Faoigta mit | egFl W et | a0 R, =W, y [l - -
e -1 £ aos F=E ] 1325 02aammal 1474 481
Ll - B33 18T Al iTH 230
iz 1M 159 d o 0.8
04 ey 159 I8 .00
[ B35 mz ] e
- | Grden & paltrazhe - fudfe | r
i " e
L : y 2|5, deve peaclosncdus, T= = 100
Fed o -EL O = IS & * ¥ Ly * E #mo padrla s DI1INEIN
. S o g i- 3 | emopeona- | 04I%0EL
o | E™ e o e
B L * = WS
g L = E B 1 [T FETT]
1 = o= i i Lyl bilaL = FRe
s D
us i * 2z um‘"’i'
- : ;
4 ap i L% i Y d
W a5 g sans fuareT ap Fuores)
[ FrEDAL | | FRO TR 5[ e epeinomss o] |
LimWite te e i paa pecendal o] = [I¥] IC (¥ tomarTIg@ o
CO Pard | Linke de declabs e coscenti g, mgll - 0.21E=sT Wamoss | Repatd mV | Fepet? mv | mida eV | Muowiomg/L| um. iskicor | Lim. wperior
20 mefl E o-o{1) W2 1.5 53 s D1z e
Amastrasem desscards, mgfl: > (0,210 e = = . . =
0-01{3 [T 13 [ 0217 [
\iaivare e o flga, € =0 W8 (1] 1maa ) nikE FRTT] )
X s 1E03 156 DLE DLs3 a1
526 w3 wLs 1m oL n,Ldn s
o
0 r . m = =
3 Caleula do limite do docicao nara (20 mo/l
T FRAY WAL WL AAMEAAYWYT WY WY WANLIER LS r“l - \"-V .ll&l’ =3

Figura 5. Visualizagdo da planilha desenvolvida para o controle da qualidade da curva analitica da andlise de fluoreto em agua

para dialise. No destaque, as células destinadas ao célculo do limite

de decisdo para o VMP (0,20 mg/L)
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CONCLUSAO

O método aqui descrito exibiu parametros
de validacio adequados a determinacao da
concentragio de fluoreto em d4guas para a
preparagdo de solugdes de didlise na presenca de
até 60 mg/L de Fe’* e de até 0,18 mg/L de Al’".
Desse estudo, pode-se destacar que o uso de uma
solu¢do tampao comum (TISAB II) promoveu
a obtencio de uma curva analitica linear em
torno do VMP através do controle rigoroso
do pH e da mudanca da propor¢io amostra:
tampdo geralmente utilizada (de 1:1 para 10:1).
Essas mudangas permitiram o uso da calibragdo
externa com a precisio sendo otimizada na
regido do VMP, evitando assim a extrapolagdo,
intrinsicamente menos precisa, do método de
adi¢do de padrdo, como sugerido por Freitas et al*’.
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RESUMO

A amoxicilina é penicilina sintética de uso em ambiente hospitalar, residencial e veterinario. O uso
indiscriminado deste medicamento pode acarretar prejuizos sociais e ambientais. O presente trabalho
determinou os niveis de amoxicilina em dois rios localizados no sudoeste do estado da Bahia, rios
Agua Fria e Verruga. Uma metodologia analitica foi desenvolvida, otimizada e validada para efetuar
a determinacdo de residuos de amoxicilina, empregando-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada ao detector UV-visivel (CLAE-UV). A avaliagio do mérito do método foi baseada nos
pardmetros cromatograficos de validagdo: linearidade, limites de detec¢do e quantificacio, precisio,
exatiddo e seletividade. Devido a inexisténcia de valores maximos de amoxicilina aceitaveis para a
agua de consumo, os resultados obtidos podem constituir um indicativo dos niveis de contaminagéo
dos recursos hidricos por este medicamento. As maiores concentragdes, superiores a 11 mg.L'' deste
antibidtico, foram detectadas nas zonas onde recebem aportes dos deflavios urbanos. Os pardmetros de
valida¢do demonstraram que o método apresentou capacidade de detec¢ao de baixos valores dos limites
de quantificacdo (2,7 mg.L") e de deteccdo (0,7 mg.L"), boa precisio (DPR 7 %) e exatiddo (96,75 %),
constituindo-se em uma importante ferramenta na avaliagdo de teores de amoxicilina.

Palavras-chave. antibidtico, cromatografia, recurso hidrico.

ABSTRACT

Amoxicillin is a synthetic penicillin used in the hospital, residential and veterinary surroundings. The
indiscriminate use of such medication may cause social and environmental damages. This study aims
at determining the amoxicillin contents in water of two rivers located in State of Bahia, the Agua Fria
and Verruga rivers. An analytical method was developed, optimized and validated for determining the
amoxicillin residue, by using the high performance liquid chromatography coupled with UV-Visible
detector (HPLC-UV). The study was performed according to the chromatographic parameters validation.
Considering that the maximum acceptable values of amoxicillin for drinking water were nonexistent, the
found results might be considered as an indicator of contamination by this substance. The occurrence of
this antibiotic in the two rivers analyzed in this study indicated a heavy contamination in the urban areas
where the increased surface water runoffs occur; and their concentrations were higher than 11 mg.L™.
The validation parameters indicated that the method showed the capacity for detecting low values of
quantification limits (2.7 mg.L'*) and of detection (0.7 mg.L*), good precision (DSR 7 %) and accuracy
(96.75 %), thus it turned to be an important tool for assessing amoxicillin contents.

Keywords. antibiotic, chromatography, water resource.
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INTRODUCAO

Medicamento é todo produto farmacéutico
que tem por finalidade agoes profilaticas, curativas,
paliativas ou para fins de diagnosticos'. Sdo iniimeras
as classes de medicamentos existentes devido ao
elevado grau de patologias, seja na populagao urbana
ou rural. Independentemente do que se destina a
a¢do do farmaco, uma vez administrado seguira
uma série de etapas, chamada farmacocinética.
Sua agdo ¢ dividida em absor¢do, distribuicdo,
metabolizacio e excre¢do. E na excre¢do, etapa
final da farmacocinética, que o medicamento sera
expelido do organismo em quase sua totalidade’.

Como as necessidades fisiologicas da maioria
da humanidade sao realizadas em vasos sanitarios
domésticos, os dejetos podem seguir caminhos
diferentes. Podem ser lancados tanto em rede
de esgoto, atingindo as estagdes de tratamento e
fossas sépticas, ou ainda ser despejados diretamente
em recurso hidrico, entrando assim em contato com
o meio ambiente.

Como muitos farmacos sao produtos
adventos das industrias, uma vez langados no
meio ambiente persistem por muito tempo,
devido a auséncia de micro-organismo para sua
degradagao’. Os locais para detectar a presenga
de farmacos no ambiente aquatico sdo inimeros,
pois uma vez lan¢ado no ambiente, a agdo da chuva
pode solubilizar o medicamento em mananciais de
superficie ou drena-lo para o lengol fredtico*.

Existem diversas classes de antibidticos,
entre as quais a penicilina e seus derivados,
como a amoxicilina, por exemplo, que é largamente
utilizada tanto em ambiente hospitalar quanto
doméstico. Trata-se de um medicamento listado
na RENAME (Relag¢dao Nacional dos Medicamentos
Essenciais), que estabelece quais medicamentos
que devem ser utilizados no Sistema Unico de
Saude (SUS), por municipios, estados e pela uniao’.
De acordo com sua farmacocinética, a amoxicilina
¢ excretada quase em sua totalidade na forma nao
metabolizada por via renal®.

Muitos trabalhos na drea da andlise de
medicamentos utilizam a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) e a cromatografia gasosa com
espectrometria de massas (CG-EM), seguida por
etapas de pré-concentragdo, principalmente por
serem consideradas técnicas sensiveis, seletivas,
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confiaveis e praticas. A cromatografia ¢ um método
de separagio que permite de forma ampla a
identificagdo e determinagdo de componentes
quimicos de misturas complexas. Entre as técnicas
analiticas de separa¢do, a cromatografia liquida
de alta eficiéncia é uma das mais utilizadas,
devido a sensibilidade, adaptacdo e adequagdo para
determinagdo e separacao de espécies nao-volateis
ou tecnicamente frageis, com ampla aplicabilidade
as substincias de interesses para muitos campos
da ciéncia®.

Assim, o presente estudo teve como
objetivo, otimizar e validar um método analitico
qualitativo e quantitativo para investigacdo da
possivel presenca de amoxicilina nos rios Agua Fria
e Verruga na regido de Vitdéria da Conquista/BA
por CLAE-UV, bem como realizar um estudo da
contamina¢ao do ambiente aquatico pelo analito.

MATERIAL E METODOS

Coleta e armazenamento das amostras

Foram coletadas 8 amostras de agua de rios
da cidade, sendo quatro pontos no rio Verruga
e quatro pontos no rio Agua Fria, em novembro
de 2012, periodo caracterizado como estagdo seca
na regiao.

As coletas de agua foram realizadas de
acordo com as recomendagdes da Companhia
de Tecnologia de Saneamento Ambiental do
Estado de Sao Paulo (CETESB), por meio do guia
de coleta e preservagio de amostras de agua’,
em triplicata, utilizando frascos estéreis de
polietileno com capacidade de 1.000 mL, tendo
sido mantidas todas as amostras armazenadas a
4 °C até o momento da analise.

Todas as vidrarias e frascos de polietileno
utilizados foram previamente imersos em solu¢ido
de HNO, 10 % (v/v) por 24 h e enxaguados com
agua deionizada ultrapura.

Local de estudo

Os pontos de coleta no rio Verruga
foram determinados para avaliar os niveis de
contaminag¢do por amoxicilina ao longo de seu
trajeto pelo municipio de Vitéria da Conquista.
O ponto Al correspondeu ao Pogo Escuro,
uma reserva florestal e nascente do rio; os pontos
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Bl e C1 estavam localizados na zona urbana e
o ponto D1 foi referente a estagao de tratamento
de esgoto (Figura 1).

40°51'0"W 40°%48'0"W
1 I

14°49'30"S4 Y | o 1

14952305 - N “

40°36'0"W 40%34'0"W
1 1

1495405 E o)

D2

14°57'0"S <40 075 1,5, 3Km a
T I

Datum: Word Geodetic System, 1984.

Figura 1. Pontos de coleta nas dreas em estudo: 1 (rio Verruga)
e 2 (sistema Agua Fria)

Os pontos de coleta referente ao rio Agua
Fria foram escolhidos para que englobassem os
dois reservatorios de agua da cidade de Vitoria da
Conquista (Agua Fria I e Agua Fria II), de forma
que demonstrassem os niveis do farmaco anterior
a contribuicdo citadina. O ponto A2 correspondeu
ao reservatorio Agua Fria 1 e o B2, ao término
do reservatério Agua Fria II; o ponto C2
correspondeu ao agude da zona rural e D2, ao
reservatorio Agua Fria IL

A barragem de Agua Fria I foi criada em
1970 e ampliada pela primeira vez na década de
80 com a construgio da barragem de Agua Fria
I, na confluéncia dos rios Monos e Agua Fria,
responsaveis pelo abastecimento da regiao de
Vitéria da Conquista. Por estar localizado em
uma 4rea rural, o sistema Agua Fria pode sofrer
contaminagdo por agrotdxicos devido a lavoura
de café e contamina¢io por medicamentos de
uso veterinario, devido a atividade pecuaria®.

O rio Verruga nasce em uma drea de
reserva florestal situada na area urbana de Vitdria
da Conquista, no sudoeste do estado da Bahia.

4

O clima ¢é caracteristico das zonas de transi¢io,
apresentando médias de temperatura e chuva
em torno de 23 °C e 900 mm, respectivamente.
A area correspondente do municipio é de
3743 km? com uma populagio estimada em
260 mil habitantes. Nas ultimas décadas, o
municipio apresentou um aumento populacional
0o que demanda um planejamento urbano
adequado no sentido de evitar uma série de
impactos ambientais’.

Apds a nascente, o trajeto superior do
rio Verruga flui para uma drea metropolitana.

Mesmo com os problemas decorrentes da
expansao urbana, a cabeceira do corrego
encontra-se protegida por uma floresta de

vegetagdo densa. Contudo, apds o percurso
canalizado, o cérrego comega a receber em varios
pontos ao longo do seu leito, despejos de esgoto
sanitario e d4guas pluviais drenados por um
sistema de coleta combinado através de galerias
e emissarios'’.

Reagentes e Solugdes

Para determinagdo da amoxicilina por
CLAE-UV, utilizou-se padrao de amoxicilina
(Vetranal®, 99,3 % de pureza), adquirido da
empresa Sigma-Aldrich® (Sdo Paulo, SP, Brasil).
A fase movel utilizada foi composta de fosfato
de potdssio monobésico, KHPO, (Vetec®,
Sdo Paulo, Brasil, 99 % de pureza), acetonitrila,
CH,CN (Merck® KGaA, Darmstadt, Alemanha,
grau de pureza 99,9 %) e hidréxido de potassio,
KOH (Nuclear®, Sao Paulo, Brasil, 85 % de pureza).

Todas as solugdes foram preparadas
utilizando agua ultrapura, obtida pelo sistema de
purificagdo Millipore® (Sao Paulo, Brasil).

Preparo das amostras

As amostras coletadas foram filtradas,
a vacuo, em membrana de borosilicato
0,47 pm. Apds a filtragdio, 200 mL de cada
amostra foram introduzidos em evaporador
rotativo (Quimis®, Q344M2), a temperatura
de 79 °C, para se obter um volume de 10 mL,
ou seja, uma pré-concentracio de 20 vezes.
Posteriormente a pré-concentragdo, as amostras
foram filtradas por filtros de microsseringa e
armazenadas em geladeira, entre 2 e 8 °C.
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Preparo das solugdes analiticas

Aliquota de 0,1 g do padrdo de amoxicilina
foi dissolvida em 100 mL de mistura de solventes
H, O:CH,CN (1:1 v/v), para obter solugdo estoque
com 1.000 mg.L'. Esta solu¢dao foi armazenada
em frasco de polietileno embalado com
papel aluminio para evitar contato com a luz.
Posteriormente, foi preparada uma solugdo
intermediaria da amoxicilina de concentragdo
100 mg.L"' e sob as mesmas condigdes, o preparo
das solugoes de trabalho nas concentragdes de
5,10, 20, 40 e 80 mg.L".

Parametros Cromatograficos

O sistema de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) utilizado foi composto
de uma bomba série 200, valvula de amostragem,
loop de 20 pL e um detector de ultravioleta de
comprimento de onda variavel (série 200 UV/VIS,
Perkin Elmer®, EUA).

A separagio do analito foi realizada
utilizando coluna RP-C18 (250 mm x 4,6 mm;
5 um de tamanho de particula, Thermo®, EUA).
A amostra injetada foi submetida a uma eluicao
isocratica com agua ultrapura, acetonitrila e
soluc¢do aquosa de fosfato de potassio monobasico
a 136,1 gL' na propor¢ao 83:16:1 (v/v/v), fluxo
de 1,2 mL.min' e detec¢ao a 242 nm. A fase
movel foi submetida a uma agitacdo ultrassdnica
(lavadora ultrassonica, modelo USC-1800) por
vinte minutos.

Valida¢ao

A validagdo de métodos deve garantir,
através de dados experimentais, que o método
atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas,
assegurando a confiabilidade e reprodutibilidade
dos resultados'. Realizou-se a validagdo com
base nos parametros de linearidade, precisdo
(repetibilidade e precisao intermediaria), exatidao
(recuperagdo), limites de detec¢do e quantificacao
e seletividade, seguindo o protocolo proposto
pela ANVISA e INMETRO!".

A linearidade corresponde a capacidade
que o método possui em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragio da
substancia em exame, dentro de uma determinada
faixa de aplicagdo'®”. A curva de calibragdo foi
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construida utilizando o método de padronizagao
externa com cinco pontos, com concentragoes
variando de 5 a 80 mg.L"'. Para cada concentragao
(5, 10, 20, 40 e 80 mglL"), foram preparadas
trés solu¢des no dia da analise, com inje¢oes em
triplicata de cada concentragio.

A precisdo representa a dispersio de
resultados entre ensaios independentes, repetidos
de uma mesma amostra, amostras semelhantes
ou padroes, sob condigoes definidas'>'.
Em validagdio de métodos, o numero de
determinagdes ¢ geralmente pequeno e o que se
calcula é a estimativa do desvio padrao absoluto (s).
A repetibilidade representa a concordincia entre
os resultados de medigdes sucessivas do mesmo
método, realizadas sob as mesmas condi¢coes de
medigdo. A repetibilidade envolve varias medi¢oes
da mesma amostra, em diferentes preparagoes'®*.
Foram feitos ensaios com a matriz em branco
fortificada em trés concentragdes distintas
(10, 20 e 40 mg.L") (n=3), sendo que, para cada
concentragao foram preparadas trés solugdes.

A precisao intermedidria demonstra o
efeito das variagoes dentro do laboratério devido
a eventos como diferentes dias ou analistas ou
diferentes equipamentos ou a combinacdo destes
fatores'. A precisao intermediaria é estabelecida
como a mais representativa da variabilidade dos
resultados em um unico laboratério e a mais
aconselhavel de ser adotada. Com amostras em
concentragdes semelhantes a repetibilidade,
as injegdes foram em triplicata e os valores
foram expressos sob a forma de desvio padrao
relativo (% DPR).

A exatiddao é um pardmetro o qual faz um
comparativo entre os valores obtidos em uma
analise com valores ditos como verdadeiros,
reais’>'. E vélido ressaltar que os valores ditos
como verdadeiros ou exatos sdo obtidos através
de medigoes extremamente rigorosas e meticulosas
o qual ¢ indeterminado por natureza®.
A recuperagdo deve ser avaliada na faixa de
concentracdo esperada para o composto de
interesse’’. A exatiddo do método foi avaliada
através do método da recuperagdo. Para tal, foi
utilizado o evaporador rotativo como técnica de
pré-concentragao.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificagdo
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(LQ) determinam a menor quantidade que
um determinado analito pode ser detectado e
quantificado. O mesmo pode ser determinado
de trés formas: visual, sinal-ruido, parametros
de curva analitica>'s. Para a determinagdo do
limite de quantificagio foram feitas dilui¢oes
sucessivas do padrdao até se obter uma relagdo
sinal/ruido 10:1. Ja o limite de detecc¢ao foi obtido
quando a relagdo sinal/ruido se encontrou em 3:1.

A seletividade é o primeiro parametro
no desenvolvimento de validacgdo de um
método instrumental de separacdo e deve ser
revista continuamente durante a validacio e
posteriormente, durante o uso do método.
Algumas amostras como farmacos podem sofrer
degradacdo formando compostos que possam
eluir junto com o analito em interesse'.
A seletividade da metodologia foi obtida
através da comparagdo dos cromatogramas
da solu¢do padrio de amoxicilina com as
amostras fortificadas e amostras em branco.

As andlises estatisticas dos dados foram
desempenhadas pelo programa SPSS 16.0
(Statistical ~Package for Social Sciences) da
Microsoft®. Para a avaliagdio da linearidade da
curva  analitica foram  feitos teste de
homocedasticidade e analise dos residuos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Otimiza¢ao das fases maéveis

Inicialmente, a primeira fase moével utilizada
foi aquela proposta pela Farmacopéia Brasileira,
5 edi¢do®, que consistiu em uma solugdo
aquosa de KH,PO, (6,8 gL'), ajustado o pH
em 5,0 + 0,1 com hidréxido de potassio 45 %,
adicionada posteriormente de acetonitrila na
proporgao KH,PO,:CH,CN (96:4 v/v).
Posteriormente, foi testada uma segunda fase
movel, composta por agua ultrapura, solucdo
aquosa de KH,PO, (136,1 g.L"') e acetonitrila na
propor¢ao 91:1:8 (v/v/v).

Com a primeira fase movel, os resultados
de medigdes sucessivas ndo apresentavam
concordancias e nem sempre foram obtidos
sinais de resposta; todavia, quando o analito
foi detectado, o tempo de retencdo equivaleu a
6,2 min. Com a segunda fase moével, observou-se

sinais de resposta em todos os ensaios;
entretanto ndo possufam repetibilidade, ou seja,
as areas dos picos de resposta para uma
mesma concentra¢do superavam um desvio padrao
relativo de 20 %. Contudo, notou-se uma redugao
do tempo de retencdo, diminuido a 4,2 minutos.

A fase movel otimizada foi composta
por dgua ultrapura, solu¢do aquosa de KH, PO,
(136,1 g.L') e acetonitrila na propor¢io H, O:
KH,PO_:CH,CN (83:1:16 v/v/v). O tempo
de retencdo obtido foi de 2,4 min. Para se
confirmar que as dareas dos picos nao iriam
sofrer alteracbes ao aumentar a concentra¢do
da acetonitrila, foi realizado teste da fase movel
com acetonitrila em 20 %, notou-se que as areas
correspondiam as mesmas ao utilizar 16 %, com
pequenas variagdes no tempo de retencdo,
porém por uma questio de economia de
solvente, optou-se pelo uso do eluente na
concentragao de 16 %.

Linearidade

O coeficiente de correlagio e a equagdo
da reta podem ser observados na Figura 2a.
Demonstra-se uma forte correlagdio, com
aumento das areas dos picos de resposta a medida
que aumenta a concentra¢do do analito®.
Para verificar a ndo ocorréncia de tendéncia,
procedeu-se a analise de residuos, sendo que
o grafico de dispersio dos residuos em
funcdo dos valores preditos mostrou-se aleatdrio
(Figura 2b).

Para garantir a avaliagdo da linearidade da
curva foi feito um teste de homocedasticidade
pelo teste de Cochran (k = 5; n = 3; a = 0,05),
com o proposito de verificar a homogeneidade
da variancia'**?*!. O comportamento das variaveis
foi homocedastico (Tabela 1).

Precisao

Repetibilidade (precisdo intra-dia)

Expressaram-se os resultados na forma de
desvio padrao relativo (% DPR), sendo 7,25; 4,78
e 897 % para as concentragbes de 10, 20 e
40 mglL', respectivamente. Indica-se uma
precisao aceitdvel para a validacgdo quando
inferior a 20 %>.
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Curva Analitica (amoxicilina)
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Figura 2. Modelo referente a curva analitica com 5 niveis em triplicata (a) e o grafico de residuos (b)

Tabela 1. Avalia¢do da linearidade (Teste de Cochran)

1 1245,300

5 2 1384,230 1500,123 107898,521
3 1870,840
1 2638,800

10 2 2903,550 2842,933 32970,916
3 2986,450
1 9017,540

20 2 9690,330 9560,623 241321,797
3 9974,000
1 22124,050

40 2 22124,240 22782,563 1300544,114
3 24099,400
1 43387,650

80 2 45090,700 44962,197 2293375,817
3 46408,240

o mems
Maior 2293375,817
Variancia Resultado
Somatorio 3976111,166
C de Cochran Caleulado 0377 Homocedastico
Tabelado 0,684
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Precisdo intermedidria (precisdo inter-dias)

O teste para tal parametro foi realizado
com uma semana de intervalo. A precisdo
intermediaria para as concentragdes de 10,
20 e 40 mgL' foi de 8,88; 513 e 7,76 %,
respectivamente.  Para ter validade o desvio
padrao relativo nao deve ultrapassar 20 %>.

Exatidao (Recuperacao)

A recuperagdo obtida apresentou-se na
faixa aceitavel para validagio de métodos
(91,74; 103,95 e 94,57 % para as concentragdes
de 10, 20 e 40 mgL"' respectivamente), que
para analise de residuos compreende entre 70 e
120 %'. A boa recuperagdo dos analitos indica
que nao ocorreram degradagdes significativas
da amoxicilina, na rotaevapora¢ao das amostras

a temperatura de 79 °C durante o processo de
extracao.

Limite de Quantifica¢ao e Detec¢ao (LD e LQ)

Esses parametros demostraram-se
satisfatorios, uma vez que foi obtido valores
baixos para ambos. Assim, LQ= 2,7 mglL' e
LD= 0,7 mg.L".

Seletividade

O método foi seletivo, visto que ndo
existem compostos proximo ao tempo de retengdo
do analito (Figura 3). Para garantir que o sinal
de resposta ndo  sofreria  sobreposicdo,
realizaram ensaios com a corrida cromatografica
de 20 minutos, a qual ndo foi constatada
interferentes.

24 (a) 24 (b) 239 (c)
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Figura 3. Cromatogramas: (a) Solu¢do-padriao de amoxicilina a 40 mg.L"'; (b) Amostra fortificada a 40 mg.L'; (c) Amostra
da estagdo de tratamento do rio Verruga pré-concentrada 20 vezes; (d) Agua ultrapura e acetonitrila 1:1 (v/v); (¢) Agua ultrapura;

(f) Amostra do reservatério Agua Fria I pré-concentrada 20 vezes
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Aplicagao

Pode-se  observar que as  maiores
concentragdes de amoxicilina, na faixa de
11,24 mgL' a 16,55 mg.L"' se encontram nos

pontos da zona urbana (Tabela 2), estes valores
podem ser atribuidos devido principalmente a
proximidade desse trecho a uma unidade hospitalar,
como também por esta drea ser um local de
lancamento direto de esgoto bruto da cidade.

Por outro lado, nas dguas coletadas no
ponto Al, drea de reserva ambiental e nascente
do rio Verruga, foram encontrados teores
de amoxicilina superiores aos detectados nas
amostras oriundas do trecho do rio préximo
a estacdo de tratamento de esgoto, ponto D1
(Tabela 2). Tal fato pode ser explicado em virtude
de possiveis descartes ilegais de medicamentos
na area localizada a montante do recurso hidrico.
Ou entéo, devido a visitagdo frequente de pessoas
no local para recreagdo. O descarte indevido de
farmacos no lixo doméstico e/ou o lancamento na
rede de esgoto, podem provocar a contamina¢ao
dos solos, bem como, das aguas superficiais
e subterraneas. Tal comportamento pode se
constituir em um importante fator gerador de
impactos da saude das populacdes e provocar
danos ao meio ambiente®. Ao contrario do que
se esperava, observou-se que o efluente da

estacdo de tratamento de esgoto (ETE), néao
impactou as aguas do rio Verruga com relagao
aos niveis de amoxicilina. As amostras de
agua coletadas proximo ao local de despejo do
efluente da ETE, ponto DI, apresentaram os
niveis mais baixos de amoxicilina. Isso ocorreu
provavelmente devido ao grande numero
de tributarios localizados a montante ao ponto
de coleta, os quais provocam uma elevada
vazdo das aguas do rio, refletindo-se assim na
diluicao dos teores de amoxicilina.

No sistema Agua Fria, por se tratar de
um recurso hidrico localizado em zona rural,
esperava-se niveis de amoxicilina inferiores.
Contudo, o fato da amoxicilina ser um
medicamento de uso humano e veterinario,
atribui-se os niveis desse analito ao uso veterinario,
devido ao manejo de animais na area.

A literatura especializada apresenta niveis
de amoxicilina em estacoes de tratamento de
agua na Alemanha com concentragbes de 28 a
82,7 pg.L', Itdlia na ordem de 120 pgL' e
nos EUA em dgua de rio com concentragao
de 10 ngL' *?. Desta forma, percebe-se que
os niveis de farmacos no ambiente aquatico de
Vitéria da Conquista, embora elevados nos
pontos de aporte, tende a se esvaecer a medida
que se distancia do local de fonte poluidora.

Tabela 2. Concentragdes médias de amoxicilina (em mg.L" + desvio padrio) das amostras de dgua

Local de Estudo
Rio Agua Fria Rio Verruga
Pontos Concentragdes Pontos Concentragoes
(Reseréaztério ) <LD (Na?clnte) 3,70+ 0,15
(Término dollizeservatério 1I) 1,10£0,08 (Zona%lrbana) 16,55+ 2,10
(Zonz? Izlural) <LD (Zona([:Jlrbana) 11,24 £ 1,40
D2 <LD D1 1,50 + 0,30

(Reservatorio IT)

(Estagdo de Tratamento)
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CONCLUSAO

O método otimizado para avaliacio de
amoxicilina em dgua mostrou-se eficiente.
Apresentou baixos valores dos limites de
quantificac¢io e detecgdo, precisio e exatiddo
satisfatorias, constituindo-se em uma importante
ferramenta na avaliacdo de teores de amoxicilina
nos recursos hidricos.

Os  resultados  mostraram que as
concentragbes mais elevadas de amoxicilina
foram detectadas nas aguas que sofrem influéncia
das atividades urbanas. O trecho urbano do rio
Verruga apresenta as maiores concentragoes,
que tendem a diminuir a medida que se distancia
dos defluvios da cidade.
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RESUMO

O presente trabalho avaliou a sensibilidade de uma modalidade de técnica de PCR multiplex para efetuar a
deteccio de fraude por adicdo intencional de carne moida bubalina em carne moida bovina. Neste contexto,
as amostras de carnes moidas de bovinos com adigao de 0,01 %, 0,1 %, 1,0 %, 5,0 %, 10,0 %, 25,0 %, 50,0 %,
75,0 %, 90,0 %, 95,0 %, 99,0 %, 99,9 %, 99,99 % de carne moida bubalina foram produzidas em triplicata
com cinco réplicas. As carnes moidas exclusivamente de cada uma das espécies foram utilizadas como
amostras controle. Cada uma das amostras produzidas foi analisada por meio de Reagdo em Cadeia da
Polimerase multiplex. A fim de realizar a andlise da sensibilidade do teste, percentagens conhecidas de
amostras de DNA (0,01 %, 0,1 %, 1,0 %, 5,0 %,10,0 %, 25,0 %, 50,0 %, 75,0 %, 90,0 %, 95,0 %, 99,0 %, 99,9 %,
99,99 %) das espécies Bos taurus e Bubalus bubalis foram diluidas e misturadas em um volume final de 10 pL;
e estas foram também analisadas pela metodologia de PCR proposta. A técnica de PCR multiplex mostrou
ser eficaz e de alta sensibilidade, capaz de detectar incrementos de 10,0 % (2,05 ng) de DNA bubalino e de
0,1 % (0,041 ng) de DNA bovino.

Palavras-chave. identificacdo de espécies, autenticidade de alimentos, adulteragao.

ABSTRACT

This study aimed at evaluating the sensitivity of a multiplex PCR technique for detecting fraud by the deliberate
addition of buffalo meat into the minced bovine beef. The minced bovine beef containing 0.01 %, 0.1 %,
1.0 %, 5.0 %, 10.0 %, 25.0 %, 50.0 %, 75.0 %, 90.0 %, 95.0 %, 99 %, 99.9 %, 99.99 % of minced buffalo beef
were produced in triplicate, with five replicates. The minced meats exclusively of each animal species were used
as control samples. Every prepared sample was analyzed by means of multiplex polymerase chain reaction.
For performing the assay sensitivity analysis, the known concentrations of DNA samples (0.01 %, 0.1 %, 1.0 %,
5.0 %, 10.0 %, 25.0 %, 50.0 %, 75.0 %, 90.0 %, 95.0 %, 99.0 %, 99.9 %, 99.99 %) from Bos taurus and Bubalus
bubalis species were diluted and mixed into a final volume of 10 pL; and these DNA samples were also
assayed by the proposed PCR methodology. The multiplex PCR showed to be is an effective and highly
sensitive technique enough for detecting increments of 10 % (2.05 ng) of bubaline DNA and of 0.1 %
(0.041 ng) of bovine DNA.

Keywords. species identification, food authenticity, adulteration.
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INTRODUCAO

De acordo com a Instru¢ao Normativa (IN)
n° 83 do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA), de 21 de novembro
de 2003, entende-se por carne moida o produto
carneo obtido a partir da moagem de massas
musculares de carcagas de bovinos, seguido
de resfriamento ou congelamento. A referida
IN acrescenta que esse regulamento aplica-se
também ao produto obtido a partir da carne
de bufalos, porém o critério de Designacao
(Denominagdo de Venda) do referido alimento
determina que este deva ser designado de
“Carne Moida, seguido de expressdes ou
denominagbes que o caracterizem de acordo
com sua temperatura e do nome da espécie da
qual foi obtida'.

Com o objetivo de atingir publicos de todas
as camadas sociais, a industria de carne tem

produzido  alimentos @ com  caracteristicas
diversificadas®>. A carne moida é um alimento
que se destaca entre os demais produtos

carneos especialmente por sua elevada aceitacdo
pelo consumidor, ligada a sua praticidade e
precos acessiveis*’. No entanto, com a elevagdo
dos custos dos cortes carneos utilizados na
produ¢ao de carne moida bovina, tem-se
relatado que algumas industrias, com o objetivo
de tornar a produ¢dio menos onerosa, tém
incorporado fraudulentamente tecidos inferiores
ou matérias-primas carneas de baixo valor
comercial. Neste contexto, a carne bubalina
vem sendo introduzida no mercado como carne
bovina, visto que apesar de possuir um elevado
valor nutricional, em alguns lugares pode vir
a custar até 20 % menos que a carne bovina’,
devido principalmente a baixa aceitagio do
consumidor ligada a auséncia de informagdes
que estimulem um nicho de mercado para o
seu consumo, realidade que paises como a Italia
e Australia ja vivenciaram e superaram com a
implementagdo de campanhas publicitarias a
respeito da carne bubalina®. Portanto, em virtude
de ser amplamente consumida, torna-se
fundamental levantar as questdes referentes
a possiveis fraudes na comercializacio de
tais produtos®.
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Segundo o Regulamento de Inspegio
Industrial e Sanitdria de Produtos de Origem
Animal (RIISPOA), entende-se por fraude a
alteracido ou modificagdo total ou parcial de
um ou mais elementos normais do produto,
quando as operagbes de manipulagio e
elaboracao forem executadas com a intencdo
deliberada de estabelecer falsa impressio aos
produtos fabricados, quando ha supressio de
um ou mais elementos e substituicdo por outros,
ou ainda, quando ha especificagio total ou
parcial na rotulagem de um determinado
produto que ndo seja o contido na embalagem
ou recipiente’. As agdes fraudulentas privam o
consumidor do direito de conhecer efetivamente
0 que esta consumindo, podendo gerar problemas
de saude ligados ao desenvolvimento de
processos alérgicos ou de intolerancia, econdmicos
ou de cunho religioso®.

Alguns pesquisadores relatam que a pratica
de fraude em produtos miscigenados é mais
frequente entre alimentos que apresentam
caracteristicas organolépticas semelhantes,
destacando a carne bovina e bubalina nessa
questdo’. Segundo os dados recentes do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica'®, o Brasil
apresentava em 2012 um efetivo de rebanho
bubalino de 1.261.922 cabegas, onde a regiao
Norte representa o maior percentual de rebanho
de bubalinos do pais, sendo que o estado do
Pard detém 36 % e o estado do Amapa 20,1 %
de todo o plantel nacional. No entanto, a cadeia
produtiva do bufalo nao se encontra organizada
no pais, apresentando uma auséncia de estratégias
de coordenagdo. Apesar de percorrer diferentes
niveis, esses nao encontram-se integrados na
referida cadeia produtiva, o que gera fragilidade
no seguimento, aumentando a probabilidade
de praticas fraudulentas®.

Faz-se necessario ressaltar o agravante
dos abates clandestinos que distorcem os dados
reais do consumo da carne bovina e bubalina
e estes, por nao serem supervisionados, ocorrem
geralmente em locais nao apropriados e em
condi¢oes higiénicas precarias, chegando a ser
responsaveis, em alguns estados do pais, por
41 % da carne fornecida a popula¢do''. Por toda essa
problematica, a avaliagao de autenticidade das carnes
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tornou-se um elemento relevante em procedimentos
de controle de qualidade dos alimentos'.

Estudos descreveram diferentes métodos
aplicados a analise de adulteracbes em produtos
de origem animal em que diversas formas da
Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foram
apontadas como vidveis para a deteccao de
fraude em produtos lacteos, tais como a PCR
tradicional, PCR multiplex e a Real Time PCR’.
Embora a referida técnica venha sendo descrita
para utilizagdo em amostras de leite e seus
derivados, poucos estudos nacionais tem
demonstrado sua eficiéncia para andlise de
produtos carneos, como a carne moida.

Por esta razao, o presente trabalho tem
por objetivo avaliar a sensibilidade de wuma
Reacao em Cadeia da Polimerase multiplex
para deteccio de fraude por adigio de carne
bubalina a carne moida bovina, através da
producdo de carne moida experimentalmente
fraudada contendo diferentes percentagens de
carne moida bubalina.

MATERIAL E METODOS

Carnes moidas  bovinas fraudadas
experimentalmente foram fabricadas em triplicata
no Laboratério de Higiene e Qualidade de
Alimentos da Faculdade de Medicina Veterinaria
da Universidade Federal do Para - Campus
Castanhal, através do incremento de 0,01 %,
0,1 %, 1 %, 5 %, 10 %, 25 %, 50 %, 75 %, 90 %,
95 %, 99 %, 99,9 %, 99,99 % de carne bubalina
e carnes moidas exclusivamente de cada uma
das espécies foram produzidas para serem usadas
como grupo controle da varidvel em analise.
As amostras foram preparadas para uma massa
total de 10 g, sendo a sequéncia da moagem
iniciada nas amostras com menor concentragdo
de carne de bufalo. Apds o preparo de todos
os percentuais de fraude, cinco réplicas de cada
grupo foram isoladas, perfazendo um total de
225 amostras.

O DNA das amostras foi extraido através
do kit Wizard Genomic DNA Purification
(Promega®) de acordo com as instrugdes
do fabricante, com modificagbes na etapa de
lise inicial, relacionadas com a adi¢ao de 20 mg

de Proteinase K e incubagdo overnight em
banho-maria, a 65 °C. As amostras de DNA foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose a
1 %, corrida em tampao TBE a 0,5 % e em seguida
o gel foi imerso em brometo de etideo na
concentragdo de 5 pg/mL, durante 30 minutos.
A andlise dos resultados da eletroforese foi
realizada com o auxilio de um equipamento de
foto documentagdo sobre luz ultravioleta
associado ao Software Total Lab® TL 100v. 2006.

A fim de auxiliar a andlise da sensibilidade
do teste, concentracdes conhecidas de DNA
(0,01 %, 0,1 %, 1 %, 5 %,10 %, 25 %, 50 %, 75 %,
90 %, 95 %, 99 %, 99,9 %, 99,99 %) das espécies
(bovino e bubalino) foram diluidas previamente
em tampao Tris-EDTA (TE) e misturadas em
um volume final de 10 uL para serem utilizadas
posteriormente como amostras controle durante
a realizagdo da PCR multiplex proposta.

Para a quantificagdo do DNA, utilizou-se o
espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000 UV-Vis
e com o objetivo de se verificar a pureza das
amostras, medi¢do da absorbancia a 280 nm foi
realizada, correspondendo ao pico de absor¢dao
de raios ultra-violetas (UVs) de proteinas, e a
230 nm, que corresponde ao pico de absor¢ao
de UVs de contaminantes orgéanicos.

Para a realizacdo das reagdes de PCR
multiplex  foram  utilizados iniciadores que
amplificam sequéncias especificas para
a espécie bubalina  (Primer reverse 5
TTCATAATAACTTTCGTGTTGTTGGGTGT 3’),
para a espécie bovina (Primer reverse 5
AAATAGGGTTAGATGCACTGAATCCAT 3’)
e que amplificam sequéncias comuns as
duas espécies (Primer forward 5
CTAGAGGAGCCTGTTCTATAATCGATA
3’), descritos previamente por Lopez-Calleja et
al®, que amplificam sequéncias de 220 pares de
base (pb) para DNA bubalino e de 346 pb para
bovinos. Os iniciadores foram preparados de
acordo com a instru¢do do fabricante (Ludwing
Biotec®), sendo diluidos em tampao TE pH 8,0,
até a concentragdo de 100 pmol/pL.

A metodologia da PCR multiplex proposta foi
realizada de acordo com o descrito anteriormente
por Darwish et al" com modificagdes, sendo
a solugdo para PCR calculada para um volume
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final de 25 pL para cada reagdo. Para tal, foram
utilizados 50 mM de KCl e 10 mM Tris-HCl
(tampao 1X), 10 mM dNTP mix, aproximadamente
8,2 ng de DNA molde, 1U Taq DNA Polimerase
e 10 pmol de cada iniciador, sendo o volume
completado com dgua ultra pura esterilizada.
O termociclador foi programado para 30 ciclos,
onde as temperaturas e os tempos utilizados
para desnaturagdo, anelamento e extensdo
foram, respectivamente, 93 °C/30 s, 56 °C/30 s e
72 °C/30 s, acrescidos de desnaturacdo inicial a
uma temperatura de 93 °C/3 min e extensdo final
a 72 °C/10 min.

Os amplicons obtidos foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose a 1,0 %, corrida
em tampao TBE a 0,5 %, sendo em seguida
imerso no brometo de etideo na concentracio de
5 pg/mL, durante 30 minutos. A andlise dos
resultados foi realizada com o auxilio de um
equipamento de foto documentagio sobre luz
ultravioleta associado ao Software Total Lab®
TL 100v. 2006.

RESULTADOS

Os resultados observados demonstraram
que DNA foi obtido por meio da técnica proposta
com qualidade e concentrag¢des suficientes para
a execu¢do da PCR. A pureza e o rendimento do
DNA total extraido foram verificados a partir
da medigdo da absorbancia a 230 nm, 260 nm e
280 nm, que indicaram valores com parametros
de pureza e concentragio médiade DNA dasamostras
de 4,1 ng/pL.

A Figura 1 demonstra os resultados obtidos
a partir da PCR multiplex realizada nos 15 grupos de
carne moida experimentalmente fraudadas.

A Figura 2 demonstra os resultados obtidos
a partir da PCR multiplex realizada nas diferentes
diluigdes de DNA bovino e bubalino.

Os resultados demonstraram que a PCR
multiplex proposta mostrou-se eficaz para a
detec¢do simultanea de DNA de bovinos e
bubalinos, com um limiar de 2,05 ng de DNA
bubalino e 0,041 ng de DNA bovino, sendo capaz
de identificar incrementos de 10 %, 25 %, 50 %,
75 %, 90 %, 95 %, 99 %, 99,9 %, 99,99 % e 100 %
de carne bubalina em carnes moidas bovinas e
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Figura 1. Gel de agarose 1,0 % demonstrando a presenca de
fragmentos de DNA bovino (346 pb) e bubalino (220 pb)
obtidos através de PCR multiplex realizada a partir de amostras
de carne moida experimentalmente fraudadas com diferentes
percentagens de carne moida bubalina e suas replicatas.

Para todas as corridas, M - marcador molecular 1 kb; BV -
controle bovino (346 pb) e BF - controle bubalino (220 pb);
Em A: canaletas 1 a 5 — carne moida 100 % bovina; canaletas
6 a 10 - carne experimentalmente fraudada contendo
0,01 % de carne moida bubalina; canaletas 11 a 15 - carne
experimentalmente fraudada contendo 0,1 % de carne moida
bubalina;

Em B: canaletas 1 a 5 - carne experimentalmente fraudada
contendo 1 % de carne moida bubalina; canaletas 6 a 10 -
carne experimentalmente fraudada contendo 5 % de carne
moida bubalina; canaletas 11 a 15 - carne experimentalmente
fraudada contendo 10 % de carne moida bubalina;

Em C: canaletas 1 a 5 - carne experimentalmente fraudada
contendo 25 % de carne moida bubalina; canaletas 6 a 10 -
carne experimentalmente fraudada contendo 50 % de carne
moida bubalina; canaletas 11 a 15 - carne experimentalmente
fraudada contendo 75 % de carne moida bubalina;

Em D: canaletas 1 a 5 - carne experimentalmente fraudada
contendo 90 % de carne moida bubalina; canaletas 6 a 10 -
carne experimentalmente fraudada contendo 95 % de carne
moida bubalina; canaletas 11 a 15 - carne experimentalmente
fraudada contendo 99 % de carne moida bubalina;

Em E: canaletas 1 a 5 - carne experimentalmente fraudada
contendo 99,9 % de carne moida bubalina; canaletas 6 a
10 - carne experimentalmente fraudada contendo 99,99 %
de carne moida bubalina e canaletas 11 a 15 - carne moida
100 % bubalina.
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Figura 2. Gel de agarose 1,0 % demonstrando a presenca de fragmentos de DNA bovino (346 pb) e bubalino (220 pb) obtidos
através de PCR multiplex realizada a partir das diferentes dilui¢des de DNA bovino e bubalino, onde: M - marcador molecular
1 kb; BV - controle bovino (346 pb); BF — controle bubalino (220 pb); canaleta 1 - DNA 100 % bovino; canaleta 2 - dilui¢do de
DNA contendo 0,01 % de DNA bubalino; canaleta 3 - dilui¢do de DNA contendo 0,1 % de DNA bubalino; canaleta 4 - dilui¢do
de DNA contendo 1 % de DNA bubalino; canaleta 5 - dilui¢do de DNA contendo 5 % de DNA bubalino; canaleta 6 - dilui¢ao de
DNA contendo 10 % de DNA bubalino; canaleta 7 - diluigdo de DNA contendo 25 % de DNA bubalino; canaleta 8 - dilui¢do de
DNA contendo 50 % de DNA bubalino; canaleta 9 - diluicdo de DNA contendo 75 % de DNA bubalino; canaleta 10 - dilui¢do de
DNA contendo 90 % de DNA bubalino; canaleta 11 - dilui¢do de DNA contendo 95 % de DNA bubalino; canaleta 12 - dilui¢ao de
DNA contendo 99 % de DNA bubalino; canaleta 13 - diluicdo de DNA contendo 99,9 % de DNA bubalino; canaleta 14 - dilui¢do

de DNA contendo 99,99 % de DNA bubalino e canaleta 15 - DNA 100 % bubalino.

incrementos de 0,1 %, 1 %, 5 %, 10 %, 25 %, 50 %,
75 %, 90 %, 95 %, 99 %, 99,9 %, 99,99 % e 100 %
de carne bovina em carnes moidas bubalinas.

DISCUSSAO

Diversos pesquisadores, de diversas partes
do mundo, nos ultimos anos vém trabalhando
em uma linha similar de pesquisa relacionada
com fraude em alimentos, envolvendo carne de
diversas espécies de animais, alguns detectando
fraude por adi¢io ou substituicio de carnes de
ruminantes'>'®, de aves domeésticas'”'®, de suinos'>'%,
dentre outras'*.

Virios estudos internacionais tém
demonstrado a eficiéncia da utilizacdo da
técnica de PCR multiplex em identificar
espécies diferentes em uma mesma reagdo, com
metodologias e resultados similares aos obtidos
na presente pesquisa. Alguns pesquisadores
utilizaram iniciadores para deteccio de fraude
por adi¢do e os resultados obtidos mostraram-se
altamente especificos visto que, de 39 amostras
analisadas (15 carnes cruas congeladas,
12 alimentos instantaneos congelados e 12
alimentos prontos para consumo comercializados
por ambulantes) foi possivel a deteccio de
fraude por adi¢do de carne de frango (Gallus
gallus) em carne de suino (Sus scrofa) em

16,7 % dos alimentos instantaneos congelados
e deteccdo de fraude por adicdo de carne
de frango (Gallus gallus) e de ovino/caprino
(Ovis aries) em carne de suino (Sus scrofa) em
33,3 % das “comidas de rua’ analisadas através
da metodologia proposta por Kitpipit et al*.

O mesmo grupo incrementou a pesquisa
citada acima com a identificagio de mais trés
espécies além das propostas anteriormente, sendo
estas carne de avestruz (Struthio camelus), equina
(Equus ferus caballus) e bovina (Bos indicus),
e a reagdo multiplex proposta foi capaz de
identificar as seis espécies, sendo detectado em
um total de 125 amostras de carne coletadas,
5 % de fraude por substituigdio de carne de
avestruz (Struthio camelus) por carne de suino
(Sus scrofa) em carnes cruas congeladas e 64,7 %
de fraude por substituicdo de carne de suino
(Sus scrofa) por carne de frango (Gallus gallus)
em cortes frios analisados. O mesmo tipo
de fraude envolvendo as duas espécies acima
citadas foi detectada em carnes cruas congeladas
(7,7 %) e em “comidas de rua” (33,3 %)*.

Da mesma forma, foi testada a técnica de
PCR quanto a sua sensibilidade para detectar a
carne bovina misturada com a carne bubalina,
suina, caprina e de frango. Os resultados
evidenciaram que a PCR foi capaz de identificar
a espécie alvo a um nivel inferior a 1 % de
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incorporagao’. Foi proposto também um método
baseado em PCR multiplex, utilizando dois pares
de iniciadores, em uma mesma rea¢do, com o
objetivo de amplificar dois fragmentos de DNA
bovino de 121 e 290 pb. A pesquisa mostrou
que a PCR multiplex é uma técnica rapida e
segura, podendo ser considerada uma ferramenta
util no controle de carne e produtos carneos
de qualidade®.

No mesmo contexto, outro estudo utilizou
uma PCR multiplex para avaliar a presenca de
carne fraudulenta em espécies de ruminantes
(Bos taurus, Capra hircus e Ovis aries), aves
domésticas (Gallus gallus e Meleagris meleagridis)
e de suino (Sus scrofa) em carne moida,
embutidos e cortes frescos. Foram coletadas 10
amostras de cada fonte, constatou-se que nenhuma
das amostras apresentou residuos de suino, mas
40 % das amostras de embutidos e 30 % das
amostras de corte fresco apresentaram DNA
de aves, e ndo se constatou fraude nas carnes
moidas analisadas’®. Os resultados das pesquisas
citadas acima juntamente com os apresentados
no presente trabalho corroboram a informacao
de Veloso et al”?, que afirmam que a utiliza¢do
da PCR torna possivel a identificagdo de uma
espécie em diferentes produtos alimentares,
detectando, assim uma possivel adulteracao.

No presente estudo iniciadores que
amplificam sequéncias especificas da regido alvo
mitocondrial 12§ do RNA  ribossomico®
foram utilizados e se mostraram altamente
especificos e eficientes em detectar a fraude
experimental realizada nas concentragdes do
presente trabalho, visto que a extragio de DNA
total das amostras das carnes moidas
experimentalmente fraudadas, possibilitou a
amplificacio da sequéncia de DNA especifica,
referente as espécies de interesse.

Através da PCR multiplex realizada nas
condicoes selecionadas no presente experimento
foi possivel se obter amplicons de 346 pb para
carne moida bovina e 220 pb para carne moida
bubalina (Figuras 1 e 2) e, através da fabricacao
de carnes moidas experimentalmente fraudadas
com incremento de diferentes percentagens
de carnes moidas bubalinas, observou-se que
a PCR multiplex proposta foi capaz de detectar
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a incorporagdio de carne moida bubalina em
percentagens que variaram de 10 a 100 %, e a
incorporagao de carne bovina em percentagens
que variaram de 0,1 a 100 %, semelhante ao
relatado por Lopez-Calleja et al”® que desenharam
os iniciadores e propuseram o uso de uma PCR
tradicional para detecgdo de fraude em queijos.

Esses autores®, que desenharam um conjunto
de iniciadores, dos quais trés foram os utilizados
no presente trabalho, analisaram misturas de
queijo de leite de bufala e mozzarella de leite de
bufala contendo diferentes percentagens de leite
ou de queijo mozzarella bovina. Os resultados
demonstraram um limiar de sensibilidade de
0,1 %. Os mesmos pesquisadores, em um outro
experimento®, analisaram 5 séries independentes
de misturas bindrias de leite de vaca no leite
de bufala, e os resultados da PCR multiplex
nas misturas  experimentais = demonstraram
capacidade de detecgdo de 0,1 a 100 % de leite
de vaca no leite de bufala. Esse resultado foi
reproduzido na presente pesquisa, onde o limite
de detec¢do para a carne bovina foi de 0,1 %
(Figura 2). No entanto, uma sensibilidade
inferior foi apresentada na deteccio de carne
bubalina, sendo esta de 10 % (Figura 2).
Nio foi possivel fazer uma correlagio entre
a sensibilidade de deteccdo de carne bubalina
com os trabalhos citados anteriormente, visto que
em nenhum de seus experimentos Ldpez-Calleja
et al'»?* avaliaram a sensibilidade de deteccdo da
espécie bubalina, em virtude de que o objetivo
dos autores sempre foi o de determinar o limite
de detecgdo da técnica para a deteccio de DNA
da espécie bovina adicionada em amostras
bubalinas.

Essa capacidade diferenciada dos iniciadores
em uma mesma reagdo de PCR, segundo Hou
et al” evidencia que a sensibilidade da PCR
multiplex varia de acordo com a espécie, gene
alvo e tamanho do fragmento amplificado.
Matsunaga et al'® identificaram espécies de gado
(Bos taurus), cabra (Capra hircus) e ovelha
(Ovis aries), utilizando como regido alvo o
citocromo b, com um limite de detec¢do de 0,25 ng
para todas as espécies. Outros autores® trabalhando
com o gene alvo 12§ do rRNA detectaram um
limite de 0,002 % (0,0025 ng) para as mesmas
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espécies de ruminantes. Zhang' trabalhando com
alimentos pré-cozidos, cozidos e processados
de carne bovina, utilizando como alvo o gene
do citocromo b, detectaram o limite de 0,001 ng
de DNA. Zha et al” amplificaram sequéncias
da regido do tRNA e encontraram limites
diferenciados para as espécies em questdo, sendo
0,5 % para bovinos (Bos taurus), 1 % para suinos
(Sus scrofa) e 5 % para frangos (Gallus gallus).
Estes dados demonstram que hd uma caréncia
de informagdes quanto a sensibilidade envolvendo
a espécie Bubalus bubalis, porém os estudos
acima mencionados e os resultados apresentados
na presente pesquisa evidenciam que a variagdo
na sensibilidade de deteccdo em pesquisas de
PCR multiplex ¢ um fendmeno natural e que
varia de espécie para espécie, o que pode explicar
o fato da sensibilidade aqui demonstrada para a
carne bubalina ter sido inferior do que a para a
carne bovina.

Os dados apresentados no presente trabalho
demonstram que a técnica proposta pode ser
uma importante ferramenta a ser utilizada pelos
o6rgaos oficiais de fiscalizagdo, pois apresentou
elevada sensibilidade na analise de amostras
de alimentos. O teste empregado foi capaz de
identificar com exatiddo as espécies em questio,
demonstrando bandas especificas apenas a
espécie alvo e ndo apresentando reagdo cruzada
ou formagio de dimeros, o que indica sua
precisdo. A técnica também se demonstrou
altamente sensivel, sendo capaz de detectar
incrementos de 10 % (2,05 ng) de DNA bubalino
e 0,1 % (0,041 ng) de DNA bovino, sendo essa
sensibilidade compativel com a relatada por
diversos autores'>'*!7!1824,

Embora os dados demonstrados sejam de
extrema relevincia, maiores estudos visando a
quantificacito de DNA bubalino em amostras
obtidas no comércio devem ser realizados,
objetivando o emprego rotineiro da metodologia
em amostras em condi¢coes diferentes das
propostas neste experimento. Para tal, o uso de
Real Time PCR, que ja vem sendo estudado no
Brasil para utilizagdio em produtos alimenticios
a partir de matéria prima bubalina®”, pode ser
uma alternativa vidvel para deteccdo de fraude
em produtos carneos.

CONCLUSAO

Concluiu-se que a PCR multiplex proposta
¢ uma técnica de elevada precisao, com capacidade
de deteccao das espécies Bos taurus e Bubalus
bubalis sem pareamentos inespecificos entre
os iniciadores. A técnica mostrou-se de alta
sensibilidade, capaz de detectar, de forma precisa,
a presenca de fraude (identificagdo simultanea)
com um limiar de 2,05 ng de DNA bubalino
e 0,041 ng de DNA bovino, e um limiar de detec¢ao
em incrementos de 10 %, 25 %, 50 %, 75 %, 90 %,
95 %, 99 %, 99,9 %, 99,99 % e 100 % de carne
moida bubalina em carnes moidas bovinas e de
0,1 %, 1 %, 5 %, 10 %, 25 %, 50 %, 75 %, 90 %,
95 %, 99 %, 99,9 %, 99,99 % e 100 % de carne
moida bovina em carne moida bubalina. Além
disso, as repeticoes utilizadas evidenciaram a
repetibilidade da técnica, podendo vir a ser uma
alternativa na rotina de fiscalizacao oficial desses
produtos.
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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo analisar a composi¢do centesimal de iogurtes tradicionais
e de iogurtes liquidos de diferentes marcas, e avaliar a fidedignidade desta por meio de
compara¢do com as informagdes declaradas no rétulo nutricional. Os principais procedimentos
metodoldgicos utilizados incluiram a determina¢ido dos teores de umidade, proteinas, lipidios
totais, carboidratos, fibra alimentar total e cinzas. Os teores proteicos apresentaram-se em
concordincia com as informagdes declaradas nos roétulos. Em relagio aos lipidios, todas as
amostras de iogurtes tradicionais demonstraram valores analiticos superiores aqueles declarados
nos rétulos. Quanto aos iogurtes liquidos, quatro amostras estavam com discrepancia em relagdo ao
teor lipidico e uma amostra ndo apresentou informac¢io nutricional referente a este macronutriente.
Pelo exposto, destaca-se a importancia da melhoria dos processos tecnolédgicos, pois a qualidade
das informagoes expressas nos rétulos dos iogurtes é imprescindivel para o consumidor e para os
profissionais de saude como os nutricionistas.

Palavras-chave: produtos lacteos, composi¢do de alimentos, rotulagem de alimentos, analise de
alimentos, informagédo nutricional.

ABSTRACT

This study aimed at analyzing the centesimal composition of traditional yoghurt and drinking
yoghurts of different brands, and to evaluate the reliability of them by comparing with the
information declared on the nutrition facts labels. The included methodological procedures were
the determination of moisture, protein, total fat, carbohydrates, dietary fiber and ashes. The protein
contents were in accordance with the information declared on the labels. Concerning to lipids, all
of the traditional yoghurt samples showed analytical values higher than those declared on the
labels. Among the liquid yoghurts, four samples showed discrepancy regarding to the lipid
contents, and no nutritional information related to this macronutrient was provided in one
sample label. Accordingly to these findings, it is emphasized the importance of improving the
technological process, as the accuracy of the information declared in the nutritional label should
be guaranteed to the consumers and to the health professionals as dietitians.

Keywords: dairy products, food composition, food labelling, food analysis, nutritional information.
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INTRODUCAO

A produgdo de iogurte remonta ha milhares
de anos, porém nio se conhece sua origem
exata”. Acredita-se que sua produ¢do tenha sido
desenvolvida por nomades no Oriente Médio que,
ao guardarem o leite a temperatura ambiente em
clima subtropical, proporcionaram a modificagao
de sua estrutura, em decorréncia da proliferacao
de bactérias provenientes das condigdes primitivas
de ordenha e auséncia de refrigeracao’.

A partir de entdo, aperfeicoaram-se os
processos de sua produgdo de tal forma que,
atualmente, o iogurte é considerado o leite
fermentado mais conhecido e difundido no
mundo’®. Ademais, o consumo deste alimento tem
aumentado consideravelmente, em decorréncia
da busca por um estilo de vida saudavel®.

Segundo a Resolugdo n° 46 do Ministério
da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA),
o iogurte é definido como leite fermentado
“.cuja fermentacao se realiza com cultivos
protosimbidticos de Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus e Lactobacills bulgaricus aos quais
podem-se acompanhar, de forma complementar,
outras bactérias dacido-lacticas que, por sua
atividade contribuem para a determinacao das
caracteristicas do produto final™.

A aceitagio do iogurte por parte
dos consumidores depende da sua qualidade,
que ¢ determinada especialmente por duas
caracteristicas, como a consistétncia e a
viscosidade’. A Instru¢do Normativa n° 68 do
MAPA’ determina que sua consisténcia deve
ser liquida, pastosa ou gelificada, de cor branca ou de
acordo com as substancias e/ou corantes alimenticios
que foram adicionados, além de apresentar odor e
sabor caracteristicos.

Além de toda publicidade expressa na
mercadoria, a informagdo nutricional também
deve estar presente. Espera-se que esta seja
fidedigna a composi¢ao do produto colocado a
venda, pois o Codigo de Protegio e Defesa do
Consumidor® assegura o acesso as informagoes
de qualidade, bem como aos indicadores de
seguran¢a no consumo’.

Apesar do consumo de iogurte ter aumentado
no Brasil, ha escassez de pesquisas que avaliam

a composicao centesimal deste alimento, bem
como a veracidade das informacgbes expressas
nos rétulos. Desta forma, o presente estudo teve
por objetivo analisar a composicdo centesimal
de iogurtes tradicionais e de iogurtes liquidos de
diferentes marcas e avaliar a fidedignidade destas
pela comparagao com as informacdes declaradas
no roétulo nutricional.

MATERIAL E METODOS

Para o estudo, foram selecionadas cinco
marcas para as classes tecnoldgicas do produto
em questdo. A escolha das marcas foi baseada em
pesquisa de mercado, utilizando-se o levantamento
sobre os produtos mais comercializados no ano
de 20128,

Foram analisadas amostras de iogurtes
tradicionais sabor morango e iogurtes liquidos
com diferentes sabores. Os produtos foram
adquiridos na cidade de Limeira/SP, em setembro
de 2013, em embalagens integras e lacradas, sendo
improvavel a contaminac¢ao externa.

Para cada marca dos produtos, foram
homogeneizadas trés unidades para as diferentes
determinacdes analiticas. Estas amostras foram
designadas respectivamente como A, B, C, D e E,
para os iogurtes tradicionais, e da mesma forma
os iogurtes liquidos foram denominados como
amostras E G, H, I e].

Determinag¢oes Experimentais

O estudo da composicio centesimal
incluiu a determinacdo dos teores de umidade,
proteinas, lipidios totais, carboidratos, fibra

alimentar total e cinzas. Com a excecao de
fibra alimentar total, as demais andlises foram
realizadas em duplicata.

O teor de umidade foi investigado pela
técnica de secagem em estufa, de acordo com os
métodos oficiais da Association of Official Analytical
Chemists® e os métodos analiticos do Instituto
Adolfo Lutz®. Os valores de proteina foram
calculados a partir dos teores de nitrogénio total,
usando-se os fatores de conversio da FAO/73".
Determinou-se o teor de nitrogénio total pelo
método Kjeldahl, seguindo-se os procedimentos
da Association of Official Analytical Chemists®,
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do Instituto Adolfo Lutz' e da American Association
of Cereal Chemists".

Os lipidios foram investigados pelo método
de extracao Soxhlet, com hidrdlise acida prévia,
segundo as metodologias da Association of Official
Analytical Chemists® e do Instituto Adolfo Lutz".
A pesquisa do teor de cinzas foi realizada por
incineracao em mufla, de acordo com Association
of Official Analytical Chemists® e Instituto Adolfo
Lutz'".

Avaliou-se o teor de fibra alimentar total
por meio de método enzimatico gravimétrico
conforme Association of Official Analytical
Chemists® e Prosckyet et al”. Como os iogurtes
nio representam fontes de fibras, esta andlise
foi realizada uma unica vez para as amostras.
O teor de carboidratos foi calculado pela
diferenca entre 100 e a soma das porcentagens
de 4gua, proteina, lipideos totais, cinzas e fibras'.
A energia alimentar foi expressa em kilocalorias
(kcal) e kilojoules (kJ). No célculo do valor
calérico de cada alimento utilizou-se o calor de
combustdo e a digestibilidade, baseando-se nos
teores em proteinas, lipidios e carboidratos, de
acordo com o sistema Atwater, e utilizando-se os
coeficientes especificos'>'¢.

*Energia total metabolizdvel expressa em
kilojoule (kJ) foi calculada a partir da energia
dos nutrientes, considerando-se os fatores de
conversdo de Atwater: (17 x g proteina) + (16 x g
carboidratos (total carboidratos) - fibra alimentar) +
(37 x g total lipidios) + (29 x g etanol);

*Energia  total  metabolizavel  expressa
em  kilocalorias  (kcal) foi  estabelecida
considerando-se os fatores de conversio de
Atwater: (4 x g proteina) + (4 x g carboidratos
(total carboidratos - fibra alimentar) + (9 x g total
lipidios) + (7 x g etanol).

Analise Estatistica

As informagdes de composicdo centesimal
obtidas apds as determinagdes laboratoriais
foram digitadas em um banco de dados do
programa Microsoft Excel, bem como a insercao de
formulas correspondentes a cada componente de
analise. A caracterizagdo do perfil das amostras
estudadas foi realizada por andlise descritiva, com o
calculo de médias e desvios-padrao.
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RESULTADOS

Iogurtes Tradicionais

Os resultados obtidos na analise da
composi¢do centesimal das amostras de iogurte
tradicionais encontram-se na Tabela 1. Os teores
de umidade mostraram-se semelhantes em todas
as amostras avaliadas, situando-se entre 75,00 e
79,75 g/100 g. As amostras foram caracterizadas
por conteido proteico médio de 2,45 g/100 g,
com exce¢do da amostra B, que apresentou
teor de proteinas superior as demais amostras
avaliadas (4,11 g/100 g). O teor de lipidios
das diferentes amostras variou entre 4,83 e
6,25 g/100 g. Para as cinzas, foi verificado teor
maximo de 1,99 g/100 g para a totalidade das
amostras. No que se refere a quantidade de
carboidratos, as amostras avaliadas foram
caracterizadas  por teores entre 955 e
15,62 g/100 g, que representam a maior variagao
de um macronutriente especifico entre os
produtos em andlise. De modo geral, os iogurtes
nao representam fontes de fibras, em consonancia
com os resultados experimentais para as
amostras avaliadas, os quais se situaram entre
0,03 e 0,30 g/100 g, relativos possivelmente a
contribui¢do de aditivos na formulagao.

Na Tabela 1 estdo apresentadas a comparagao
entre os resultados experimentais obtidos neste
estudo para as diferentes amostras avaliadas,
bem como as informagdes fornecidas nos roétulos
dos produtos, no que concerne a composi¢io em
macronutrientes.

Quanto ao teor lipidico das amostras
avaliadas, notou-se que nos rotulos foram
declarados  teores  inferiores aos  valores
determinados experimentalmente em quatro

produtos: A, B, D e E. Na amostra C, foi
indicada quantidade ndo significativa para
lipidios (inferior a 0,5 g/por¢do), enquanto o
valor experimental detectado foi igual a
5,40 g/100 g, e este resultado correspondeu a
maior diferenca entre os valores encontrados
nos rdtulos e os dados obtidos em analise
(49 g/100 g). Estas diferencas foram de
3,38 g/100 g, 3,02 g100 g 239 g100 g e
3,7 g/100 g para os produtos A, B, D e E,
respectivamente.
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Quanto ao conteudo proteico, destacou-se
a amostra B em que foram detectados
valores superiores as demais amostras avaliadas.
Em referéncia a Tabela 1, das informagoes
declaradas nos rétulos das marcas de produtos

analisados, observou-se que o teor proteico
informado corrobora o valor definido nas
determinag¢des analiticas.

Por meio de resultados experimentais,

verificou-se que a amostra E continha o menor
teor de carboidratos dentre as marcas avaliadas.
No entanto, este produto apresentou a diferenga
mais significativa entre os resultados analiticos
e os valores apresentados no roétulo em relagdo
aos lipidios.

Na Tabela 2 estdo expostos os valores
experimentais inerentes a composi¢cdo centesimal
do produto analisado, bem como as informagoes
previamente disponiveis na literatura para fins
comparativos'’ >,

Com referéncia a quantidade de proteinas,
as amostras D e E apresentaram o teor proteico
inferior ao valor minimo reportado na literatura'®.
Porém, considerando-se a legislacao®, pode-se
afirmar que o teor de proteinas menor do que
2,90 g/100 g é aceitavel para iogurtes com adigdo
de frutas e agucares.

Quanto ao teor lipidico, todas as amostras
analisadas demonstraram quantidades superiores
as informadas nas referéncias consultadas, que
por sua vez, declararam quantidade de lipidios
entre 0,10 e 3,10 g/100 g. Em contrapartida,

Tabela 2. Composic¢do centesimal de referenciada para iogurtes

os resultados experimentais apontam valores na
faixa de 4,83 ¢ 6,25 g/100 g.

Iogurtes liquidos
Os  resultados obtidos na andlise da
composi¢do  centesimal das amostras de

iogurtes liquidos estdo também apresentados na
Tabela 1. Os teores de umidade mostraram-se
semelhantes em todas as amostras, situando-se
entre 79,00 e 82,00 g/100 g. Os teores de proteinas
nestas amostras apresentaram o valor médio
correspondente a 2,5 g/100 g. O teor de lipidios
variou de 1,88 g/100 g a 3,97 g/100 g, e o produto
G mostrou o menor teor quando comparado
aos demais. Quanto aos teores de cinzas, nos
produtos E H e ] foram detectados valores mais
elevados em relagdo aos outros iogurtes. O valor
minimo de carboidratos obtido foi de 9,12 g/100 g,
e o valor maximo foi de 14,96 g/100 g, dados
estes que representaram a maior variacao entre
todos os macronutrientes estudados. Os valores
encontrados para as fibras variaram de 0,00 g/100 g
a 048 g/100 g. O cdlculo do valor calérico
apresentou grande variagdo entre as amostras.
O maior valor caldrico entre os cinco iogurtes
analisados foi evidenciado no produto I e o
menor valor no produto J.

Conforme indicado na Tabela 1, efetuando-se
a comparagdo dos resultados experimentais
obtidos com os valores expressos nos rotulos
dos cinco iogurtes analisados, o teor de lipidios
mostrou valor elevado em quatro produtos: F, G,

. Componentes
Referéncia - . — - - - -
Umidade' Proteinas’ Lipideos’  Cinzas' Fibras' Carboidratos' Energia*

TACO (2011)" 84,6 2,7 2,3 0,6 0,2 9,7 70,00
TBCA-USP (2008)*® 76,92 2,54 1,85 0,68 0 18,01 99,00
Torres (2000)"° 85,87 4,29 2,16 0,71 NA 5,26 58,00
IBGE (1999)* 80 35 0,1 0,9 0 15,5 76,00
IBGE (2008-2009)* NA 3,46 3,47 NA 2,13 14,62 98,69
Philippi (2002)! NA 3,1 2,6 NA NA 16,81 97,90
Rensis (2008)* 82,88 4,81 3,1 1,03 NA 8,18 NA
USDA (2013)* 71,2 3,00 3,60 NA 0,00 21,60 127,00
Franco (2007)* NA 3,5 0,10 NA NA 15,50 76,00

NA: nido avaliado;': valores expressos em g/100 g; % valores expressos em Kcal/100 g
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H e I. O produto ] nio apresentou a informagao
nutricional deste macronutriente. A maior diferenca
entre os valores indicados nos rétulos e os dados
obtidos na analise foi de 2,92 g/100 g, que
foi detectada no produto H. As diferencas de
1,95 g/100 g, 0,77 g/100 g e 1,79 g/100 g foram
observadas nos produtos F, G e I, respectivamente.

Os teores de proteinas informados nos
rétulos dos iogurtes liquidos foram semelhantes
aos valores encontrados nas analises de todas as
amostras avaliadas. Entre as amostras analisadas,
os produtos H e ] apresentaram as maiores diferengas
no teor de carboidratos quando os resultados
experimentais foram comparados aos dados
expressos nos respectivos rotulos.

Apenas o produto H demonstrou valor
calérico menor do que o indicado no rétulo; e o
produto I mostrou a maior diferenca energética
entre o resultado obtido na amostra analisada e o
dado expresso no rotulo.

Considerando-se as faixas de valores
maximos e minimos para cada componente, com
base nas referéncias'’'**%* e apresentados na
Tabela 2, pode-se observar que os produtos F e I
apresentaram quantidade de proteinas abaixo da
faixa estabelecida.

O produto H demonstrou valor acima
do teor maximo para lipidios, sendo o valor
experimental de 3,97 g/100 g e o de referéncia®
de 3,60 g/100 g. Em relagdo a cinzas, todos
os produtos estavam fora da faixa de valores aceitaveis
nas referéncias. Contudo, todos os resultados das
analises relativas ao valor calérico estavam de acordo
com as referéncias.

DISCUSSAO
Os dados mais relevantes, quanto a
incongruéncia existente entre as informacoes

nutricionais descritas nos rdtulos dos respectivos
produtos e a real composi¢ao dos iogurtes
detectada no presente trabalho, foram referentes
aos teores de lipidios e ao valor caldrico de alguns
produtos.

Tendo em vista a Resolu¢do n° 46 do
Ministério  da  Agricultura,  Pecudria e
Abastecimento?, que estabelece os padrdes de
identidade e de qualidade dos leites fermentados

disponiveis para a comercializagdo e consumo,
o iogurte integral deve apresentar o teor lipidico
entre 3,00 e 590 g/100 g. Foi definido o valor
minimo de 2,90 g/100 g para as proteinas,
todavia este teor podera estar reduzido se os
iogurtes forem adicionados de frutas e agucares.

No presente trabalho, os teores lipidicos

de todos os iogurtes tradicionais analisados
apresentaram  valores  analiticos  superiores
aos expressos nos rétulos. Na amostra A,

o teor lipidico declarado no rétulo foi 40,80 %
menor do que o identificado pela analise
experimental. Outrossim, nos roétulos das
amostras B, D e E havia indicagio de teores
lipidicos, respectivamente, de 50,73 %, 50,52 %
e 40,80 % inferiores aos valores determinados
experimentalmente.

O mesmo ocorreu para quatro iogurtes
liquidos  analisados. Os  teores lipidicos
mencionados nos rétulos dos produtos F, G, H
e I foram, respectivamente, 44,77 %, 59,04 %,
2644 % e 44,58 % inferiores aos valores
apontados nas analises realizadas neste estudo.
Além disto, é importante destacar que, com
exce¢do das amostras B, F H e I, as demais ndo
atenderam ao padrio estabelecido pela legislacao,
pois foi informada a quantidade de lipidios inferior
23,00 g/100 g,

As caracteristicas sensoriais de alguns
alimentos sdo influenciadas, em certa medida,
pela presenca de lipidios*. No entanto, sua ingestao
excessiva esta associada ao desenvolvimento de
diversas doengas***. Desta forma, a fidedignidade
de informagdes presentes nos rdtulos dos
alimentos ¢ uma importante aliada no processo
de escolhas alimentares dos consumidores®.

Nos resultados experimentais obtidos
para carboidratos, foram encontrados valores
inferiores aos informados nos rétulos em todas
as amostras analisadas, porém dentro da faixa
de variabilidade preconizada pelo padrio de
identidade do produto em questdo*.

Quanto ao valor caldrico dos
iogurtes liquidos, os resultados experimentais
demonstraram valores superiores aos expressos
no rétulo de quatro produtos. Em um estudo
realizado com andlise de diferentes marcas de
iogurte, observou-se que a adi¢do de agucares
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ou outros ingredientes, que aumentam o teor
de sdélidos, é determinante no valor caldrico?.
Como o excesso de ingestio de energia e
aclcares estd associado ao aumento de peso e
demais impactos negativos a satide, é necessaria
a instituicdo de medidas interventivas que
visem a redu¢do do consumo de determinados
produtos®.

Considerando-se a ja esperada variabilidade
na composicio de alimentos em relagdo aos
macronutrientes, além da quantidade limitada
de estudos neste campo®, fez-se importante a
contextualizagdo dos resultados obtidos neste
trabalho, comparando-os as diferentes fontes
da literatura.

Ao contrapor as informagdes disponiveis
na literatura para os iogurtes tradicionais'’*?, os
resultados experimentais obtidos apresentaram-se
dentro das faixas de valores encontradas para
umidade, cinzas e carboidratos. Para os iogurtes
liquidos, os valores de umidade, fibra alimentar,
carboidratos e valor caldrico foram concordantes
com a faixa de valores descrita em outros
eStudOSl7-19’23_25.

As informagdes disponiveis na literatura
para macronutrientes foram obtidas por meio de
diferentes técnicas analiticas. Por conseguinte,
ha limita¢oes proprias que podem ter influenciado
na variabilidade de informagoes observadas
entre as diferentes fontes consultadas'’ .

Apesar de considerar estas limitagdes,
torna-se fundamental o fortalecimento da
fiscalizagdo de produtos alimenticios por parte
da Ageéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), criada pela Lei n° 9.782/1999%, para
assegurar o acesso as informagdes de qualidade
para o consumidor e para os profissionais de
saude, como os nutricionistas. Os resultados do
presente estudo reforcam esta necessidade, pois
parte das informagdes nutricionais expressas nos
rétulos de iogurtes foram inconsistentes quando
comparadas aos dados obtidos na analise da
composi¢ao centesimal.

No estudo de Carneiro et al’’, foram
observadas irregularidades em todas as amostras
avaliadas de acordo com a Resolugio RDC
n° 360/2003%, na qual foi estabelecida que ¢é
toleravel, no maximo, mais de 20 % em relagdo
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aos teores de nutrientes descritos nos rétulos
dos alimentos.

Nas amostras analisadas no presente
trabalho  foram  também  verificadas  as
irregularidades nos teores de lipidios e nos
valores caldricos conforme a definicio 3.5.1
da Resolugdo RDC n° 360/2003*. Com excecao
dos produtos C e ], os demais apresentaram
valores acima da tolerdncia maxima de 20%
para lipidios e o mesmo foi observado para os
produtos A, C e I em relagao a energia.

Conforme as observagoes feitas por
Ishimoto e Nacif”’, a seguran¢a dos alimentos
esta associada de forma direta com a
confiabilidade nas informagdes declaradas,
pois estas servem de subsidio para nortear
o consumidor no processo de aquisicdo dos
alimentos. Ademais, em consonincia com a
Lei 11.346/2006*, que consiste na “realizagdo do
direito de todos ao acesso regular e permanente
a alimentos de qualidade..”, abrangendo também
“a garantia da qualidade bioldgica, sanitaria,
nutricional e tecnoldgica dos alimentos..”’, a
confiabilidade torna-seimprescindivel na construgao
da Seguranca Alimentar e Nutricional.

CONCLUSAO

O estudo sobre a composi¢do centesimal
mostrou que o teor de proteinas encontrava-se
em concordiancia com as informagdes expressas
nos rotulos de ambas as classes tecnologicas de
iogurtes. Quanto ao conteudo de carboidratos,
foram também identificados valores inferiores
aos dos rotulos, porém dentro da faixa de
variabilidade preconizada.

No entanto, verificou-se grande divergéncia
no teor de lipidios nas amostras de iogurtes.
Além disto, de forma geral, os teores de lipidios
informados nos rdtulos nao atenderam ao padrao
estabelecido pela legislagdo vigente.

Estes dados reforcam a importincia
do cumprimento de medidas de controle mais
efetivas por parte de drgdos fiscalizadores, bem
como a definicio de critérios de fiscalizagdo
que fagam uso das diretrizes, normas e regras
presentes nas legislagdes de alimentos. Assim,
os produtos disponiveis no mercado poderdo
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apresentar

informagdes condizentes com sua

composi¢do, e os rotulos podem auxiliar no
processo de escolhas alimentares mais saudaveis
por parte da populacéo.
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo determinar a composi¢io proximal e mineral de biscoitos tipo
amanteigado enriquecidos com farinha da casca de banana nanica (Musa paradisiaca), de manga
Tommy Atkins (Mangifera indica L.) e de mamao formosa (Carica papaya L.). Os biscoitos foram
elaborados utilizando-se diferentes niveis de substitui¢dao da farinha de trigo pelas farinhas das cascas
de frutas. A composigao proximal foi obtida por meio de determinagdo dos teores de cinzas, umidade,
proteinas, lipideos, fibras alimentares, carboidratos digeriveis e valor energético total. A composi¢do
mineral foi determinada pela decomposi¢do por via seca das amostras, e a quantificagio foi feita por
espectrometria de absor¢do atdmica em chama. Os resultados da composi¢do proximal apresentaram
diferencas significativas (p < 0,05) entre os biscoitos enriquecidos e a amostra de referéncia, exceto para
o teor de umidade. Os biscoitos enriquecidos apresentaram teores de cinzas acima do biscoito referéncia,
indicando um ganho em rela¢do ao teor de minerais, o que foi comprovado para Fe, K, Cu e Ca.
Os biscoitos amanteigados elaborados neste trabalho podem ser uma alternativa simples, sustentavel
e de baixo custo para o uso de residuos de frutas na fabrica¢do caseira de produtos alimenticios com
ganho nutricional principalmente de conteudo mineral.

Palavras-chave. fruta, casca, aproveitamento, bolacha.
ABSTRACT

This study aimed at determining the proximal and the mineral composition of buttery biscuits enriched
with flours made from nanica banana (Musa paradisiaca), Tommy Atkins mango (Mangifera indica L.)
and papaya (Carica papaya L.) peels. The biscuits were prepared by proportional substitution of the
wheat flour and replacing with the respective quantity of fruits peel flours. The proximal composition was
analyzed by determining ash, moisture, protein, total fat, dietary fiber, digestible carbohydrates contents,
and the energetic value. The mineral composition was determined by means of dry decomposition of
samples and their quantification was performed by flame absorption atomic spectrometry. The proximate
composition results showed significant differences (p < 0.05) between the fortified biscuits and the
reference sample except for the moisture contents. All of the enriched biscuits showed higher ash contents
than the reference biscuit, which indicate a gain regarding the mineral contents, and mainly in Fe, K,
Cu and Ca elements. The biscuits produced in this study might be a simple, sustainable and inexpensive
alternative by using fruits waste for producing home-made food products with nutritional gain, mainly
in the mineral contents.

Keywords. fruit, peel, harnessing, cookie.
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INTRODUCAO

O desperdicio de alimentos é um problema
mundial, e estima-se que aproximadamente um
quarto da produgdo anual de alimentos para o
consumo humano seja perdido ou desperdigado,
o equivalente a cerca de 1,3 bilhdes de toneladas
de alimentos. A Organizagdo Mundial das Nag¢oes
Unidas para a Agricultura e Alimentagdo (FAO)
estima que estes alimentos seriam suficientes
para alimentar dois bilhdes de pessoas’.

Anualmente, a América Latina e Caribe
perdem ou desperdicam aproximadamente
15 % de seus alimentos disponiveis, o que
impacta a  sustentabilidade dos sistemas
alimentares, reduz a disponibilidade local e
mundial de comida, gera menor renda para
os produtores e aumentam 0s pregos para o0s
consumidores. Entre as perdas e desperdicios
que ocorrem ao longo da cadeia produtiva
nestas duas regides, 28 % se ddo no ambito
do consumidor; 28 % da produgdo; 17 % no
mercado e distribuicdo; 22 % durante o manuseio
e armazenamento e o 6 % restantes na etapa de
processamento’.

No Brasil, o desperdicio de alimentos
¢ elevado, aproximadamente 26 milhdes de
toneladas anuais, uma quantidade que poderia
alimentar aproximadamente 35 milhdes de
pessoas. O desconhecimento dos principios
nutritivos do alimento pela populagdo, bem
como o seu ndo aproveitamento, contribui para

esse desperdicio de toneladas de recursos
alimentares®
Os residuos provenientes das frutas,

como cascas, sementes e mesocarpos, podem
contribuir como fonte alternativa de nutrientes
e serem utilizados como ingrediente substancial
de produtos alimenticios ja existentes ou para
desenvolvimento de novos produtos’.

A banana (Musa spp.) é originaria do
continente  Asiatico, todavia, atualmente ¢
produzida na maioria dos paises tropicais e, o
Brasil é o quinto produtor mundial da fruta.
Essa fruta é um componente constante na dieta
dos brasileiros, principalmente os de baixa
renda, devido as suas caracteristicas sensoriais e
alto valor nutritivo. Um unico fruto de banana

pode suprir cerca de 30 % da ingestdo didria
recomendada de dacido ascérbico, além de
fornecer quantidades significativas de vitaminas
A e B, K e outros minerais**.

A manga (Mangifera indica L.) pertence
a familia Anacardiaceae e representa uma das
frutas tropicais de maior expressio econdOmica
mundial, sendo o Brasil o sétimo produtor
mundial>®’. Marques et al® avaliaram a composi¢ao
centesimal e mineral da casca e da polpa da manga
variedade Tommy Atkins e observaram que o teor
de fibra alimentar da casca da fruta era superior
ao da polpa, considerada como rica nesse tipo
de nutriente. Além disso, o conteudo proteico e o
teor de amido da casca foram maiores do que na
polpa, assim como a concentracdo dos minerais
Mg, P, Na, Ke Ca.

O mamoeiro (Carica papaya L.) é uma
das principais fruteiras das regides tropicais
e subtropicais do mundo, sendo seu fruto
bastante consumido in natura ou industrializado.
O mamado destaca-se por seu elevado valor
nutricional, sendo rico em agucares e compostos
bioativos, como os carotenoides e a vitamina C.
O Brasii é o segundo maior produtor
mundial, sendo excelentes as condicoes de
desenvolvimento da cultura do mamoeiro no
pais, pois ha possibilidade de cultivo e de
producdo em todas as regiodes, o ano inteiro’.

Os biscoitos sao alimentos de consumo
rapido,  consumidos  principalmente = por
criancas. Neste contexto, o enriquecimento
deste tipo de alimento com farinhas de cascas
de frutas pode ser uma alternativa para a pratica
de aproveitamento de residuos de frutas e,
além disso, melhorar o valor nutricional de
um alimento consumido por wuma parcela
importante da  populagdo,  desenvolvendo
assim, um alimento com caracteristicas mais
saudaveis.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho
foi determinar a composi¢do proximal e mineral
de biscoitos do tipo amanteigado elaborados de
forma caseira e enriquecidos com farinha da casca
de banana nanica (Musa paradisiaca), manga
(Mangifera indica L.) variedade Tommy Atkins
e mamao (Carica papaya L.) variedade formosa,
maduros.
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MATERIAL E METODOS

As bananas nanicas (Musa paradisiaca),
mangas (Mangifera indica L.) da variedade
Tommy Atkins e mamoes (Carica papaya
L.) da variedade formosa foram adquiridos
em supermercado de Cuiabd, Mato Grosso.
As frutas foram lavadas em agua corrente para
retirada das sujidades, imersas em solugdo de
hipoclorito de sédio 5 % (v:v) por cerca de cinco
minutos e, em seguida lavadas, novamente em agua
corrente. Posteriormente, as cascas foram retiradas
manualmente com auxilio de descascador
previamente higienizado.

As cascas foram acomodadas em assadeiras
e secas em forno convencional a 120-140 °C por
cerca de 30 minutos, com posterior trituracdo em
liquidificador, peneiramento e armazenamento
em local seco e arejado em recipientes plasticos
descontaminados.

Os ingredientes utilizados para o preparo
dos biscoitos do tipo amanteigado enriquecidos
com as farinhas das cascas de frutas e o biscoito
referéncia (apenas com farinha de trigo),
bem como, suas respectivas quantidades estdo
descritos na Tabela 1.

A massa dos biscoitos foi processada
manualmente da seguinte forma: formou-se
um creme homogéneo com margarina e ovos.
Em seguida, foram misturados os ingredientes

Tabela 1. Ingredientes e quantidades utilizadas na elaboracao
dos biscoitos amanteigados referéncia e enriquecidos com
farinhas da casca de banana, manga e mamao

Tipo de formulacao

Ingredientes

R A B C
Manteiga (g) 48,0 48,0 48,0 48,0
Agtcar Refinado (g) 40,0 40,0 40,0 40,0
Ovo (unidade) 1,0 1,0 1,0 1,0
Farinha de trigo comercial (g) 75,00 71,25 71,25 67,50
FCB'(g) - 3,75 - -
FCM? (g) - - 3,75 -
FCMA(g) - - - 7,50

'Farinha da casca de banana; *Farinha da casca de manga; *Farinha da
casca de mamao ; R= biscoito referéncia; A= biscoito com 5 % de farinha
de casca de banana; B= biscoito com 5 % de farinha de casca de manga;
C= biscoito com 10 % de farinha de casca de mamao
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secos e a massa foi sovada até a obten¢do de uma
massa continua. Posteriormente, a mesma foi
moldada e os biscoitos foram assados a 140 °C por
20 minutos em forno convencional. Estes
foram resfriados a temperatura ambiente e
acondicionados em sacos de polipropileno
e em vidros hermeticamente fechados para
posterior andlise da composigdio proximal e
mineral.

Antes das andlises, dez unidades de
cada tipo de Dbiscoito foram escolhidas
aleatoriamente e trituradas em liquidificador
doméstico por aproximadamente um minuto.
Em seguida, as amostras trituradas foram
quarteadas, reduzidas a amostras laboratoriais
e armazenadas em recipientes de plastico
previamente descontaminados e mantidos em
local arejado e seco.

O teor de cinzas foi determinado por
meio do residuo de incineragdo obtido por
aquecimento em forno mufla (Marca Fornitec®)
em temperatura de 550 °C (Método Oficial
n°923.03'%), e a umidade pelo método gravimétrico
por meio da secagem em estufa (Marca FANEM®
520 Modelo A-HT) a 100 °C a pressdo
atmosférica  (Método  Oficial n° 925.09).
O teor de proteinas foi determinado por meio do
método de Kjeldahl (Marca TECNAL® modelo
TE-0363, Método Oficial n°950.36').

A porcentagem de fibras solaveis e
insoluveis foi feita pelo método gravimétrico
enzimatico (Método Oficial n° 991.43'%) e o teor
de lipideos foi feito pelo método gravimétrico
com extracdo em Soxhlet (Marca MARCONI®
Modelo MA044/8/50, Método Oficial n°920.39 C'?).

Todas as determinagdes foram feitas em
triplicata, segundo as recomendagdes da Official
Association of Analytical Chemists (AOAC)".

O teor de carboidratos digeriveis foi obtido
por diferenca [Carboidratos digeriveis = 100 -
(proteinas + cinzas + umidade + lipideos + fibras
alimentares)] segundo Lacerda et al', e, o valor
energético total (VET) estimado pelos fatores de
conversao de Atwater [VET = (proteinas x 4) +
(cinzas x 4) + (gordura x 9)]'2.

A fim de verificar a existéncia de diferencas
significativas  entre os resultados médios
obtidos na composicao proximal foi feito o teste
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de Tukey (p = 0,05) utilizando o programa
ASSISTAT?® versédo beta 7.7'.

O preparo das amostras para a
determinagdo da composi¢do mineral foi feito
por meio da decomposi¢dio por via seca que
consistiu inicialmente da secagem das amostras
laboratoriais em estufa numa temperatura de
110 °C por 2 horas. Em seguida, as amostras
foram trituradas por meio de almofariz e pistilo.
Posteriormente, 2,5 g de amostra foram pesadas
em cadinhos de porcelana pré-tratados e,
as amostras foram calcinadas em forno mufla o
qual a temperatura foi elevada gradativamente
a cada 30 minutos em 100 °C até a temperatura
de 550 °C, permanecendo assim por
aproximadamente 8 horas. As cinzas foram
transferidas para dessecador e esfriadas até
temperatura ambiente. Apods isso, as amostras
calcinadas passaram por filtragio e diluicdo
em solugdo de 1:1 (viv) de dacido nitrico,
e transferidas quantitativamente para baldo
volumétrico de 25 mL, que teve o volume
completado com dgua deionizada até a marca
de afericao™.

A quantifica¢do dos minerais foi feita
em um espectrometro de absor¢ao atdmica em
chama marca Varian® modelo SpectrAA 220
e lampada de catodo oco marca Varian®.
As leituras foram feitas de acordo com as
recomendacoes do fabricante e taxa de
aspiracdo das solugoes de trabalho e amostras

foram ajustadas em 2,00 mL.min™.

Para a determinagio dos parametros
instrumentais e da concentragdo dos minerais
nas amostras de biscoitos foram construidas
curvas analiticas, pelo método de padronizagao
externa, com as seguintes faixas de concentragao:
0,0 - 100 mg.L"' de Na; 0,0 - 6,0 mg.L"' de K;
0,0 - 10,0 mg.L'! de Fe; 0,0 - 5,0 mg.L"! de Cu;
0,0 - 3,0 mg.L' de Zn; 0,0 - 0,5 mg.L! de Mn.

A fim de verificar a existéncia de diferencgas
significativas entre os resultados médios obtidos
na composi¢do mineral foi feito o teste de Tukey
(p = 0,05) utilizando o programa ASSISTAT®
versao beta 7.7".

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da composigdo proximal
do biscoito referéncia e dos enriquecidos com
farinhas da casca de banana, manga e mamao sao
apresentados na Tabela 2.

Os resultados demonstraram que nao houve
diferenca significativa (p > 0,05) entre os teores de
umidade nos quatro tipos de biscoitos preparados
e todas as formulagdes apresentaram teor de
umidade em conformidade com a Resolugdo
n° 12 de 1978 da ANVISA" onde o percentual
maximo permitido é de 14 %. A umidade é um
dos fatores mais importantes que afetam os
alimentos, pois tem efeito direto na manutenc¢io
da qualidade. O baixo teor de umidade contribui

Tabela 2. Composi¢do proximal dos biscoitos do tipo amanteigado (valor médio + desvio padrio)

Tipo de biscoito
Parametros
R A B C

Umidade (%) 11,17* £ 0,53 11,37* £ 0,68 10,36* £ 0,35 11,00* £ 0,77
Cinzas (%) 0,67° + 0,01 0,80* £ 0,04 0,74 + 0,05 0,812+ 0,02
Proteinas (%) 7,31*+£ 0,13 6,98 + 0,16 7,20 + 0,10 6,75¢+ 0,07
Lipideos (%) 19,56 € + 0,07 21,40 + 0,06 22,41*+ 0,38 21,14 ® + 0,05
Fibra Alimentar Insoluvel (%) 3,74* £ 0,05 2,61°+ 0,05 1,92+ 0,07 1,69 £ 0,06
Fibra Alimentar Soluvel (%) 3,13+ 0,07 3,25¢+ 0,05 5,19+ 0,07 3,55%+ 0,05
Carboidratos totais (%) 54,42 53,59 52,19 55,07
Valor energético total (kcal/100 g) 422,96 434,88 439,25 437,54

R= biscoito referéncia; A= biscoito com 5 % de farinha de casca de banana; B= biscoito com 5 % de farinha de casca de manga; C= biscoito com
10 % de farinha de casca de mamao; Letras iguais na mesma linha indicam nao haver diferenca significativa entre os resultados, para Teste de

Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade
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para uma maior conservagdo do produto,
aumentando o tempo de vida util, uma vez que
reduz a agua disponivel para a proliferacio dos
microrganismos e para as reagdes quimicas'®.

Os teores de cinzas para todas as formulagdes
estdo de acordo com a Resolugdo n°12 de 1978
da ANVISA", onde o valor maximo permitido é de
3 %. Os biscoitos enriquecidos ndo apresentaram
diferencas significativas (p > 0,05) em relagao aos
teores de cinzas. Os biscoitos enriquecidos com
farinha de casca de banana e mamao apresentaram
os maiores teores de cinzas e, apresentaram
diferencas significativas em relagdo a referéncia
(p < 0,05), sugerindo um maior contetido mineral
devido a adi¢do das farinhas das cascas das
frutas. Fasolin et al”” observaram o mesmo
comportamento em biscoitos do tipo cookies
enriquecidos com farinha de banana verde.

Para as proteinas, os biscoitos enriquecidos
com as farinhas da casca de banana e mamao
apresentaram teores significativamente (p < 0,05)
inferiores ao do biscoito padrdo. Segundo a
Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos
(TACO)'8, para biscoito doce de maisena, o
que mais se aproxima ao deste trabalho, o teor
médio de proteinas descrito é de 8,1 g/100 g
de parte comestivel. Sendo assim, os valores
obtidos neste estudo estdo proximos ao teor
proteico médio descrito pela TACO. Fasolin
et al” encontraram em biscoitos tipo cookies
enriquecidos com farinha de banana verde um
teor médio de proteinas de 7,17 %, valor
proximo aos quantificados para os biscoitos tipo
amanteigado enriquecidos com as farinhas da
casca de frutas avaliados neste trabalho.

Os teores de fibras alimentares insoluveis
quantificados nos biscoitos enriquecidos foram
inferiores ao biscoito padrao. Este fato pode ser
atribuido a substitui¢ao da farinha de trigo, rica
em fibras insoluveis, pelas farinhas das cascas de
frutas que contém maior quantidade de fibras
soluveis".

No caso das fibras soluveis, os biscoitos
enriquecidos com farinha da casca de manga e
mamao apresentaram teores significativamente
(p < 0,05) superiores ao biscoito padrdo, o que
pode estar associado a quantidade destas fibras
presentes nas cascas das frutas adicionadas na
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elaboragdo dos biscoitos. Stock et al*® verificaram
que a manga e O mamao apresentam maiores
teores de fibra bruta na casca (4,16 e 2,09 %) do
que na polpa (1,60 e 1,00 %). Ja na banana, o teor
de fibra bruta ¢ maior na polpa (2,00 %) do que
na casca (1,00 %). As fibras soliveis tem muitos
efeitos benéficos a saide humana, podendo
contribuir de forma significativa na prevencao
de doencas, como, na diminui¢do de niveis de
colesterol e triglicérides e redugdo de doengas
coronarias®.

Para o teor de lipideos, os biscoitos
adicionados de farinha de casca de frutas
apresentaram teores significativamente (p < 0,05)
superiores ao biscoito padrao.

Em rela¢io aos teores de carboidratos, todos
os biscoitos apresentaram teores inferiores ao teor
médio descrito pela TACO" para biscoito doce de
maisena (75,2 %).

A Tabela 3 apresenta o perfil mineral
dos biscoitos amanteigados referéncia e dos
enriquecidos com as farinhas das cascas de
banana, manga e mamao.

Os resultados obtidos indicam que
nao ha diferenca significativa entre os teores
médios de Zn, Mn, Mg e Na encontrados nos
biscoitos enriquecidos e no de referéncia. Para o
Fe o biscoito com farinha de casca de banana
obteve ganho significativo se comparado com
as outras amostras. O biscoito enriquecido
com farinha de casca de mamao apresentou os
maiores teores de Cu e K. Ja para o mineral Ca,
os biscoitos enriquecidos com as farinhas das
cascas de banana e manga apresentaram maior
concentragdo deste mineral do que o biscoito de
referéncia.

Segundo a TACO™, a composi¢do mineral
média descrita para biscoito doce de maisena
¢ de 54, 7,0, 0,78, 1,8, 352, 142, 0,17, 1,0 mg de
Ca, Mg, Mn, Fe, Na, K, Cu e Zn/100 g de parte
comestivel, respectivamente. Alguns minerais
analisados nos biscoitos enriquecidos com as
farinhas de cascas de frutas possuem teores
proximos aos valores sugeridos para este biscoito,
como Zn e K. J& o Ca, Mg, Fe, Cu e Mn
apresentaram valores inferiores ao sugerido para
o biscoito tipo maisena. Estes resultados podem
estar relacionados aos diferentes ingredientes
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Tabela 3. Composi¢do mineral em mg.100 g* (valor médio + desvio padrdo) presentes nos biscoitos do tipo amanteigado

avaliados neste trabalho

Tipo de biscoito
Minerais
R A B C
Ferro 0,68° + 0,01 0,92* £ 0,05 0,72° + 0,01 0,71°+ 0,01
Zinco 0,55* £ 0,02 0,56* + 0,02 0,62* + 0,03 0,60* + 0,07
Manganés 0,29+ 0,03 0,33*+ 0,01 0,32* + 0,01 0,32* + 0,02
Cobre 0,07° + 0,00 0,06 + 0,00 0,08 + 0,00 0,09* + 0,00
Magnésio 16,61* + 0,09 16,77* + 1,44 18,11* + 6,19 16,54* + 0,25
Potassio 95,16° + 8,49 135,99* £ 0,23 105,38 + 9,56 152,93* + 3,13
Calcio 34,55+ 1,70 43,90* + 1,03 43,00 + 3,27 35,68 + 0,41
Sédio 174,36* + 7,76 179,61* + 0,96 172,88 + 15,72 178,38* + 1,73

R= biscoito referéncia; A= biscoito com 5 % de farinha de casca de banana; B= biscoito com 5 % de farinha de casca de manga; C= biscoito
com 10 % de farinha de casca de mamdo; Letras iguais na mesma linha indicam néo haver diferenca significativa entre os resultados, para

Teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade

utilizados na elaboracdo dos dois tipos de
biscoitos e ao enriquecimento  mineral,
principalmente de Ca e Fe, de alguns biscoitos
industrializados.

Para o Na, os valores encontrados nos
biscoitos enriquecidos estao abaixo do valor
médio apresentado para o biscoito tipo maisena.
Recentemente, o Ministério da Saude e a
Associagdo  Brasileira dos  Produtores de
Alimentos Processados assinaram um documento
para garantir a redugdo gradual de soédio em
alimentos de  aproximadamente 40  %*.
Neste contexto, produtos alimenticios fontes
de minerais e com baixo teor de sddio, como
os Dbiscoitos enriquecidos desenvolvidos neste
trabalho, podem ser uma op¢do para pessoas
que precisam aumentar a ingestdo de minerais,
sem o consumo excessivo de sodio.

A Food Drug and Administration (FDA)
recomenda uma ingestdo didria (RDA) para
criangas entre quatro a oito anos (os maiores
consumidores de biscoitos) de: 1000 mg de Ca,
440 pg de Cu, 10 mg de Fe, 130 mg de Mg,
1,5 mg de Mn, 5 mg de Zn, 38 gde Ke 12 g
de Na 2. A Resolugdo RDC n° 269 da ANVISA,
de 22 de setembro de 2005, que dispde sobre
o regulamento técnico sobre a ingestao didria
recomendada (IDR) de proteina, vitaminas e
minerais indica uma ingestao diaria para criangas

de quatro a seis anos de 600 mg de Ca, 6 mg
de Fe, 73 mg de Mg, 5,1 mg de Zn, 440 pg de Cu,
1,5 mg de Mn*.

A Tabela 4 mostra a porcentagem em
relacio a ingestdo didria recomendada pelo
FDA e ANVISA de minerais para criangas
presentes em 100 g de biscoitos amanteigados
enriquecidos com as farinhas das cascas de
banana, manga e mamao e no biscoito referéncia.

A Resolu¢ao RDC n° 54/2012, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria*, define
“alimento fonte de vitaminas e minerais” como
“aquele com no minimo 15 % da Ingestdo Didria
Recomendada (IDR) de referéncia por 100 gramas
do alimento” e “alimento com alto conteudo em
minerais e vitaminas” como “aquele que contém no
minimo 30 % da IDR de referéncia por 100 gramas
do alimento” Sendo assim, observa-se que para
criangas de 4 a 6 anos, os biscoitos amanteigados
enriquecidos com farinha da casca de banana
podem ser considerados fontes de Fe, Mg e Mn.
Ja os biscoitos amanteigados enriquecidos com
farinha da casca de manga e de mamao podem
ser considerados fontes de Cu, Mg e Mn.

Neste contexto, os resultados obtidos
sugerem que o consumo didrio de biscoitos
enriquecidos com farinhas das cascas de frutas
elaborados de forma caseira pode contribuir para
que os valores de ingestao didria recomendada
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Tabela 4. Porcentagem da ingestdo diaria de minerais recomendadas pela ANVISA e FDA para criangas presentes em 100 g dos
biscoitos amanteigados referéncia e dos enriquecidos com farinha de casca de frutas

Porcentagem* (%) em relagao a ingestdo diaria recomendada

Minerais ANVISA ™ FDA™
R A B C R A B C
Na - - - - 14,53 14,97 14,41 14,86
K - - - - 2,50 3,58 2,77 4,02
Ca 5,76 7,32 7,17 5,95 3,45 4,39 4,30 3,57
Cu 15,90 13,64 18,18 20,45 15,90 13.64 18,18 20,45
Fe 11,33 15,33 12,00 11,83 6,80 9,20 7,20 7,10
Mg 22,75 22,97 24,81 22,66 12,78 12,90 13,93 12,72
Mn 19,33 22,00 21,33 21,33 19,33 22,00 21,33 21,33
Zn 10,78 10,98 12,16 11,76 11,00 11,20 12,40 12,00

R= biscoito referéncia; A= biscoito com 5 % de farinha de casca de banana; B= biscoito com 5 % de farinha de casca de manga; C= biscoito
com 10 % de farinha de casca de mamao; Porcentagem calculada em relagdo ao valor médio obtido na Tabela 3; “"Recomendagdes para
criangas de 4 a 6 anos, referéncia®; "Recomendagdes para crianca de 4 a 8 anos, referéncia®

de minerais biodisponiveis ao organismo sejam
atingidos.

No que se refere aos habitos alimentares,
a baixa ingestdo de minerais é uma constante em
nossa populagio em fungdo, por exemplo, do
baixo consumo de vegetais frescos, frutas,
entre outros na dieta alimentar. Neste
sentido, o desenvolvimento de novos produtos
alimenticios que possuam  minerais em
sua composi¢cdo natural, sem a necessidade da
agregacdo destes nutrientes em sua producio
de forma artificial, como é feito na maioria
dos biscoitos comercializados, é de suma
importancia para a elaboragdo de alimentos

de lipideos e o VET em todos os biscoitos
enriquecidos foram maiores do que no biscoito
referéncia, que pode ser atribuida a adigdo
das farinhas das cascas de frutas. Todos os
biscoitos enriquecidos apresentaram uma maior
porcentagem de cinzas quando comparados
ao biscoito referéncia, indicando um maior
conteudo mineral.

A composi¢ao mineral indicou que o
biscoito enriquecido com farinha da casca de
banana apresentou uma maior concentragio
de Fe e Ca em relagdo aos demais biscoitos
avaliados. Ja o biscoito enriquecido com farinha
de casca de mamao apresentou maior teor de

mais saudaveis que atinjam todas as faixas etarias Cu e K. Todos os biscoitos enriquecidos

da populag¢ao, em especial as criangas. apresentaram teor de sédio menor do que os
valores médios apresentados pela TACO

CONCLUSAO para biscoito tipo maisena utilizado para
comparagao.

Os resultados obtidos na composi¢io Neste  contexto, os  biscoitos tipo
proximal demonstraram que os teores de  amanteigados enriquecidos com farinhas das
umidade e de proteinas ndo apresentaram  cascas de banana nanica, manga Tommy Atkins
diferengas significativas entre os biscoitos e mamdio formosa podem ser uma alternativa

avaliados. A porcentagem de fibras alimentares
soliveis nos biscoitos amanteigados enriquecidos
com farinha da casca de manga e de mamao
foram maiores do que a referéncia. Os teores
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simples, sustentavel e de baixo custo para o uso
de residuos de frutas na fabricagdo caseira de
produtos alimenticios com ganho nutricional
principalmente em termos de conteudo mineral.
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RESUMO

Varios surtos de doengas de origem alimentar tém sido relatados nas escolas, e que chegam a matar
milhdes de criangas a cada ano em todo o mundo. O objetivo deste estudo foi de avaliar o nivel
de contaminagio microbioldgica e parasitologica de refeicdes escolares. Foram  avaliadas 102
amostras de diferentes tipos de alimentos, em que foram analisados: coliformes totais, termotolerantes,
Escherichia coli, Salmonella spp., Staphylococcus coagulase positiva (CP), Bacillus cereus e clostridios
sulfito redutores. Foram encontradas contagens > 1.100 NMP de coliformes totais e < 3 a 240 NMP de
termotolerantes. Quatro amostras apresentaram E. coli e Staphylococcus (CP) foi isolado em duas em nivel
acima do permitido. No teste de sensibilidade a antimicrobianos, as cepas de E. coli e de Staphylococcus
(CP) detectadas neste estudo demonstraram resisténcia, respectivamente, a ampicilina e penicilina.
Na andlise parasitologica dos alimentos crus foram pesquisados: Entamoeba coli, Entamoeba histolytica,
Giardia duodenalis e Ascaris lumbricoides. Entamoeba coli e Ascaris lumbricoides foram detectados na
salada. A merenda escolar oferece riscos a saude das criangas, o que indica a necessidade de melhoria nas
condigdes de seu preparo e de implanta¢ao das Boas Praticas nas instituigdes de ensino.

Palavras-chave. higiene alimentar, alimenta¢do escolar, seguranga alimentar, doengas veiculadas por
alimentos.

ABSTRACT

Several outbreaks of food-borne diseases have been reported in schools, and these have been
responsible for causing death of millions children per year worldwide. The objective of this study
was to evaluate the rate of microbiological and parasitological contamination of school meals. This
study evaluated 102 samples of different types of food by analyzing total coliforms, thermotolerant,
Escherichia coli, Salmonella spp., coagulase-positive Staphylococcus aureus, Bacillus cereus and sulfite-
reducing clostridia. Total coliforms counts were > 1,100 MPN, and of < 3 a 240 MPN for thermotolerant.
E. coli was isolated from four samples, and S. aureus was detected in two samples in a rate higher than
the permitted one. By means of antimicrobial susceptibility testing, E. coli and S. aureus strains showed
to be resistant to ampicillin and penicillin, respectively. In the parasitological analysis in raw foods,
the following parasites were investigated: Entamoeba coli, Entamoeba hystolitica, Giardia duodenalis
and Ascaris lumbricoides. Entamoeba coli and Ascaris lumbricoides were found in salad. The school
meals offer risks to the children health; therefore, it has to improve the conditions of their preparation
and to implement the Good Practices in the educational institutions.

Keywords. food hygiene, school meals, food security, food-borne diseases.
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INTRODUCAO

As Doengas Veiculadas por Alimentos
(DVA) abrangem uma ampla variedade de
doengas que se manifestam apos a ingestdo de
alimentos contaminados, onde a verdadeira
extensaio do seu impacto na saide global ¢é
imensa, mas ainda é desconhecida por muitos'.

Os alimentos fornecidos para a alimentagdo
escolar, consumidos diariamente pelos alunos,
sao essenciais para a preservacao da saude, desde
que apresentem condi¢oes de higiene satisfatdrias.
Seu controle inadequado é responsavel pela
ocorréncia de surtos de doengas, provocadas
principalmente pela ingestao de micro-organismos
ou de suas toxinas, causando infec¢bes ou
intoxicagoes®.

De acordo com o Ministério da Sadde,
de 2000 a 2014 foram notificados 9.719 surtos
de DVA pela Secretaria de Vigilancia em Saude
(SVS), afetando 1.948.144 pessoas, resultando em
192.803 doentes e mais de 112 Obitos no Brasil;
sendo os micro-organismos mais ocorrentes
Salmonella  spp.,  Staphylococcus — aureus e
Escherichia coli. As informagdes ignoradas sobre
o agente etiologico sdo de 52,3 %. Segundo a SVS,
as creches/escolas ocupam o terceiro lugar em
ocorréncias de surtos’.

A prevaléncia de  micro-organismos
importantes como Escherichia coli e Staphylococcus
aureus resistentes a varios antimicrobianos esta
aumentando, principalmente devido ao seu uso
extensivo e indiscriminado. Isso representa um
grande problema e ameaga para a saude publica em
muitos paises, devido a persisténcia da circulagao de
cepasdebactériasresistentes no ambiente e a possivel
contaminacao de agua e alimentos, podendo tornar-
se um meio pela qual estas bactérias patogénicas
resistentesaosantimicrobianossao transmitidas para
as pessoas, dificultando o tratamento®. Em termos
de clinica e terapéutica, o teste de susceptibilidade
aos antimicrobianos assume grande relevancia para
a saude publica’.

Além das bactérias, outro grave problema
de saude publica no Brasil constitui as parasitoses
intestinais, responsaveis por um ter¢o da carga
global de doen¢a humana'. A ascaridiase, uma
doenga grave provocada pelo Ascaris lumbricoides,
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acomete milhdes de pessoas, especialmente
criangas, tornando-as debilitadas, afetando-as
fisica e intelectualmente. Sendo causa e

consequéncia do subdesenvolvimento de um
pais ou de uma regiao®.

Para garantir alimentos seguros aos
alunos, os servicos de alimentagdo precisam
seguir criteriosamente as normas estabelecidas
pela Vigilancia Sanitaria, pois as medidas de
seguranca tomadas durante as varias fases de
preparagdo da alimentagdo escolar sdo ainda
insuficientes’.

Assim, com a maior frequéncia de criangas
nas escolas durante o periodo integral, realizando
suas principais refeicdes neste local, a seguranga
alimentar é uma preocupagdo, pois ¢ ameacada
principalmente devido a grandes quantidades
de alimentos que sdo preparadas com
antecedéncia nas instituicdes escolares, entdo

se faz necessario uma investigagio e
acompanhamento da qualidade desses
alimentos consumido pelos alunos em fase

de desenvolvimento.

Neste estudo foi investigada a merenda
escolar das escolas e creches de uma cidade
do interior do estado de Sao Paulo - Brasil
A comida foi avaliada utilizando os seguintes
parametros microbioldgicos: coliformes totais,
coliformes termotolerantes, Escherichia  coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella spp.»
Bacillus cereus, clostridios sulfito redutores e
parasitologicos:  Entamoeba  coli, Entamoeba
histolytica, Giardia duodenalis, Ascaris lumbricoides
e Taenia spp.

Este estudo teve como principal objetivo
avaliar o nivel de contaminagdo microbioldgica
e parasitologica de refeicdes escolares. Sendo de
suma importancia epidemioldgica em relagio a
saude publica e cuidados higiénico-sanitdrios no
preparo de tais refeicoes.

MATERIAL E METODOS

Foram obtidas amostras de merenda
escolar da cozinha piloto e de seis escolas de
ensino infantil e fundamental de uma cidade
do interior do estado de Siao Paulo. A coleta
das amostras foi realizada imediatamente apds
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0 preparo e no momento em que chegaram
nas creches e escolas, antes de serem servidas
as criancas. As amostras foram coletadas em
dias alternados da semana, para garantir
uma avaliagdo completa do cardapio servido
as criancas. Foram realizadas coletas nos meses
de fevereiro, marco, abril e novembro, sendo
seis coletas nas duas creches e trés coletas nas
quatro escolas, totalizando 33 coletas e 102
amostras.

Estas amostras foram divididas nas
categorias de arroz, feijdao, produtos carneos
e saladas. E subdivididas em arroz branco
(18 amostras); arroz + carne moida + macarrao
+ cenoura (cinco amostras); arroz + seleta de
legumes (cinco amostras); galinhada (cinco
amostras); feijdo (18 amostras); carne de
porco (trés amostras); carne em pedacos com
batata  (trés amostras); linguica calabresa
(trés amostras); linguica de frango assada (trés
amostras); frango assado (trés amostras); linguica
de frango assado + tomate (trés amostras); salada
de repolho + cenoura (nove amostras); salada
de alface (nove amostras); salada de tomate
(dez amostras) e salada de repolho + tomate
(cinco amostras).

Todas as amostras coletadas foram
encaminhadas  para o  Laboratério de
Microbiologia de Alimentos da Universidade
Estadual Paulista — UNESP - Campus de Sao
José do Rio Preto, acondicionadas em recipiente
isotérmico com gelo, e 14 mantidas em geladeira até
a andlise. As merendas escolares foram avaliadas
quanto a presenca de coliformes totais, coliformes
termotolerantes, Escherichia coli®, Staphylococcus
aureus’  Salmonella spp.'°, Bacillus cereus' e
clostridios sulfito redutores'>. As andlises foram
realizadas no mesmo dia da coleta. As cepas de
Escherichia coli e Staphylococcus aureus isoladas
foram submetidas ao teste de susceptibilidade
antimicrobiana®'®, E nos alimentos crus foram
realizadas andlises parasitoldgicas'®"”.

RESULTADOS
As contagens de coliformes totais

variaram de 3,6 a 1.100 NMP/g. Das 102 amostras
avaliadas, 17 (16,7 %) apresentaram contagem

igual ou superior a 1.100 UFC/g, dentre estas
estdo: arroz + seleta de legumes (Escola C), salada
de repolho + tomate (Escola A e Escola V), salada
de tomate (Cozinha Piloto, Escola A e Escola
O), salada de repolho + cenoura (Cozinha Piloto
e Creche I) e salada de alface (Cozinha Piloto,
Creche I e Creche D). A maior contagem de
bactérias foi obtida nas saladas, observaram-se
menores contagens de bactérias nas saladas
das escolas e creches em compara¢io com a
cozinha piloto.

Coliformes termotolerantes foram detectados
em 15 (14,7 %) amostras, sendo que apenas
uma amostra (1 %) ndo atendeu aos padrdes
recomendados pela ANVISA™. Destas 15
amostras, trés (20 %) confirmaram presenca
de E. coli (Cozinha e Cheche I), como mostra
a Tabela 1, ndo atendendo aos padroes
estabelecidos'®.

Staphylococcus aureus foi detectado em
sete (10,1 %) amostras (Galinhada da Cozinha
Piloto e Escolas; Arroz da Cozinha Piloto e
Creche I), sendo que apenas duas (2,9 %)
ultrapassaram o padrao recomendado pela
ANVISA® (Cozinha e Creche I) como mostra a
Tabela 2. Também foi detectado Staphylococcus
coagulase negativa em 18 (26,1 %) amostras,
com contagens de 0,5x10° a 1,8x10° UFC/g,
dentre estas estdo: Arroz + carne moida +
macarrdo + cenoura (Escola C); Arroz + seleta
de legumes (Cozinha Piloto e escolas); Arroz
(Cozinha Piloto, Creche D e Creche I); Feijao
(Cozinha Piloto, Creche D e Creche I); Linguica
calabresa (Creche D e Creche I) e Frango Assado
(Creche D).

Foram pesquisadas 102 amostras de
alimentos para presenca de Salmonella spp.,
estando todas estas de acordo com o padrdo
estabelecido™.

Para a andlise de clostridios sulfito
redutores, todas as amostras apresentaram
contagens <10 UFC/g, atendendo aos padrdes
estabelecidos pela legislacao brasileira'®.

Todas as 69 (100 %) amostras analisadas
para Bacillus cereus estavam dentro dos padroes
estabelecidos pela legislagao’®, porém uma (1,4 %)
amostra de arroz da Creche D apresentou contagem
de 2x10° UFC/g.
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Tabela 1. Resultados obtidos apos pesquisa de Escherichia coli na Cozinha piloto, Creche D, Creche I, Escola C, Escola O e
Escola V

Coliformes .
Amostras Local E. coli
termotolerantes

Repolho com cenoura Cozinha piloto 20 NMP/g Ausente
Salada de alface Cozinha piloto 23 NMP/g Presente
Repolho com cenoura Cozinha piloto 28 NMP/g Ausente
Salada de alface Cozinha piloto 9,2 NMP/g Ausente
Salada de alface Creche D 15 NMP/g Ausente
Salada de alface Creche D 3,6 NMP/g Ausente
Repolho com cenoura Creche I 3,6 NMP/g Ausente
Salada de alface Creche I 3,6 NMP/g Presente
Repolho com cenoura Creche I 240 NMP/g Presente
Salada de alface Creche I 9,2 NMP/g Ausente
Arroz+carne moida+macarrido+cenoura Escola C 9,2 NMP/g Ausente
Arroz+carne moida+macarrdo+cenoura Escola O 9,2 NMP/g Ausente
Salada de tomate Escola O 21 NMP/g Ausente
Arroz+carne moida+macarrdo+cenoura Escola V 3,6 NMP/g Ausente
Salada de tomate Escola A 3,6 NMP/g Ausente
Padrao Federal Brasil 2001 10 NMP/g Auséncia

NMP= técnica de nimero mais provavel

Tabela 2. Resultados obtidos da contagem de Staphylococcus spp. (UFC/g) na Cozinha piloto, Creche D e Creche I

Amostras Locais
Cozinha Piloto Creche D Creche I
Coleta dia 26/02/2013
Arroz <100 1,5x 10%(-) <100
Feijao <100 <100 <100
Carne de porco <100 <100 <100
Coleta dia 05/03/2013
Arroz <100 <100 1x10%(-)
Feijao <100 <100 <100
Carne com batata <100 <100 < 100
Coleta dia 12/03/2013
Arroz 0,5x 10%(-) 3x10%(-) 1x10%(-)
Feijao 0,5x 10%(-) 1x10%(-) 3x10%(-)
Linguica calabresa <100 1x10%(-) 1,5x10%(-)
Coleta dia 26/03/2013
Arroz <100 <100 <100
Feijao <100 <100 <100
Linguica de frango <100 <100 <100
Coleta dia 03/04/2013
Arroz <100 1,9 x 10%(-) <100
Feijao <100 < 100 <100
Frango assado <100 4x10'(-) <100
Coleta dia 12/11/2013
Arroz 6x10%(+) <100 5x10°(+)
Feijao <100 <100 <100
Linguica de frango <100 <100 <100
Padrio Federal Brasil 2001 10° UFC/g para Staphylococcus aureus
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Ja nas andlises parasitologicas, o cisto
de Entamoeba coli estava presente na salada de
alface da Creche D e ovo de Ascaris lumbricoides
(ndo larvado, ndo havendo risco de infec¢do)
na salada de repolho com cenoura da Creche I,
como mostra a Tabela 3.

Para os testes de sensibilidade aos
antimicrobianos das trés cepas de Escherichia coli

testadas, duas (66,7 %) foram sensiveis a
todos antimicrobianos e uma (33,3 %) foi
resistente a um antimicrobiano, a ampicilina.
Ja para Staphylococcus aureus, todas as sete
cepas (100 %) analisadas foram resistentes
a um antimicrobiano, a penicilina, o restante
dos antimicrobianos testados foram eficazes para
100% das cepas testadas.

Tabela 3. Resultados de analises parasitologicas das saladas da cozinha piloto, Creche D, Creche I, Escola V, Escola C, Escola O

e Escola A
Amostra/Data Local Resultado
Repolh Cozinha piloto Ausente
epolho com cenoura
26/02/2013 Creche D Ausente
Crechel Ausente
Salada de alf; Cozinha piloto Ausente
alada de alface _ .
05/03/2013 Creche D Cisto de Entamoeba coli
Creche I Ausente
Salada de alf: Cozinha piloto Ausente
alada de alface
12/03/2013 Creche D Ausente
Creche Ausente
Repolh Cozinha piloto Ausente
epolho com cenoura
26/03/2013 Creche D Ausente
Creche I Ovo de Ascaris lumbricoides*
Repolh Cozinha piloto Ausente
epolho com cenoura
03/04/2013 Creche D Ausente
Creche I Ausente
Cozinha piloto Ausente
Salada d Escola V Ausente
alada de tomate
09/04/2013 Escola C Ausente
Escola O Ausente
Escola A Ausente
Cozinha piloto Ausente
Repolh Escola V Ausente
epolho com tomate
18/04/2013 Escola C Ausente
Escola O Ausente
Escola A Ausente
Cozinha piloto Ausente
Salada d Escola V Ausente
alada de tomate
05/11/2013 Escola C Ausente
Escola O Ausente
Escola A Ausente
Salada de alf: Cozinha piloto Ausente
alada de alface
12/11/2013 Creche D Ausente
Crechel Ausente
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

As altas contagens de coliformes totais
demonstram uma deficiéncia das condigdes
higiénica da Cozinha Piloto, Escola C, Escola
A, Escola V, Escola O, Creche I e Creche D.
A maior contagem de coliformes totais nas
saladas pode ser explicada por ser um alimento
cru, que tem a contamina¢do facilitada devido
ao contato direto com o solo ou até mesmo
causado pela falta de higiene do manipulador.
Acredita-se que as menores contagens de bactérias
observadas nas saladas das escolas em comparagiao
com a cozinha piloto, seja devido ao vinagre usado
nas escolas para temperar as saladas, como mostra
o estudo de Sengun e Karapinar'® que concluiram
que o vinagre causa uma redu¢do significativa
da carga microbiana presente no alimento.
No periodo de 1996 a 2004, a Administracdo
de Alimentos e Drogas (FDA) respondeu a 14
surtos de doengas transmitidas por alimentos, nos
quais alfaces ou tomates foram confirmados como
a fonte de infec¢do, sendo associados a 859
casos da doenga relatados. Em 2011, o Comité
Consultivo para a Seguranga Microbioldgica de
Alimentos (ACMSF) informou que no Reino
Unido houve 531 casos de morbidade devido o
consumo de frutas e vegetais, incluindo um 6ébito®.

A presenca de coliformes termotolerantes
pode ser explicada pela falha na higienizagdo das
maos dos manipuladores, resultando em uma
contaminagdo cruzada. Da mesma forma Santana
et al” encontraram coliformes termotolerantes
nas saladas de alface com cenoura e tomate da
merenda escolar de escolas publicas de Salvador
- Brasil. Sospedra et al*! também coletaram varias
amostras de alimentos, onde seus resultados
mostraram que as amostras de alface e tomate
foram os vegetais que mais apresentaram
contamina¢do por enterobactérias, estando estes
micro-organismos em menor quantidade no
arroz (13 %). De acordo com os autores, as
falhas de higiene na manipulagdo de alimentos
tém contribuido para a contaminagdo dos
alimentos, o que podera causar surtos de
toxinfeccao alimentar, sendo estes ainda mais
graves se causados pela E. coli que pode estar
presente. Neste estudo, trés (20 %) amostras
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foram confirmadas para presenca de E. coli
como mostra a Tabela 1, ndo atendendo
aos padroes estabelecidos, que estipulam auséncia
deste micro-organismo, considerado como um
grande indicador de contaminagdo fecal.
Os sintomas da doenca incluem cdlicas
abdominais e diarreia, que podem ser de
sangue. Febre e vomitos também podem ocorrer.
A maioria dos pacientes se recupera dentro de
dez dias, embora em alguns casos a doenga
pode tornar-se fatal. Os riscos desta doenca
sdo maiores em idosos e em criangas menores
de cinco anos de idade’. Da mesma forma,
Sospedra et al*’ também encontraram E. coli em
6,6 % amostras de alface. Em 2006, nos Estados
Unidos, houve um surto de E. coli O157:H7
devido ao espinafre contaminado, envolvendo
276 casos e trés mortes foram relatadas. Em maio
de 2011 na Alemanha, foi relatado um surto de
E. coli produtor de toxina Shiga (STEC), o sorotipo
0104:H4. No final do surto, 3.785 casos da doenca
e 45 mortes foram relatados na Alemanha. Outras
doengas e mortes referidas a este surto foram
relatadas fora da Alemanha, onde mais tarde
foi descoberto que os veiculos do surto foram
brotos de feijao®. De acordo com a legislagio,
esses alimentos contaminados com E. coli sao
improprios para o consumo. No entanto estes
estdo sendo ingeridos por criangas diariamente,
podendo causar graves doengas. Esses resultados
sugerem um maior cuidado na aquisicio da
matéria-prima utilizada e principalmente em sua
manipulagao.

Os resultados apresentados na Tabela 2
podem ter sido ocasionados devido a uma
contaminagdo cruzada, resultante da ma higiene e
manipula¢ao do manipulador, pois o contato direto
das maos ou recipientes contaminados pode ser
suficiente para transferir para o alimento uma
quantidade de bactérias suficiente até mesmo
para causar doenga. O principal reservatorio de
Staphylococcus aureus em seres humanos sdo as
narinas, embora também possa ser encontrada nas
maos, no entanto esta é a causa da maioria
dos surtos de intoxicagdo alimentar, tendo como
principais agravantes a produgdo de toxinas e
resisténcia antimicrobiana®. Ja para Staphylococcus
coagulase negativa, a ANVISA ndo possui padroes
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de contagem, porém temos que evitar sua
presenca, pois estudos realizados por Freitas et
al® detectaram a presenca de genes toxigénicos
de Staphylococcus spp. isolados de queijo de
coalho, o que nos mostra que a ocorréncia de
varios genes toxigénicos em amostras de
Staphylococcus coagulase negativa é um fato
importante e preocupante. Ryu et al**, ao analisarem
amostras de alimentos servidos em escolas nao
encontraram este micro-organismo em nenhuma
das amostras investigadas. Por outro lado,
Kotzekidou® encontrou Staphylococcus aureus em
12,5 % das sobremesas com creme de leite e em
11 % dos sanduiches de cantinas universitarias,
resultado semelhante a este estudo. Assim como foi
encontrado Staphylococcus aureus nas amostras
de arroz nesta pesquisa, Santana et al’, investigando
refeicdes servidas em escolas, mostraram que
o arroz e as almondegas também estavam
contaminados  por  Staphylococcus  aureus,
apresentando contagens maiores do que os padroes
estabelecidos pela ANVISA™. O S. aureus é a
terceira causa mais importante de DVA no mundo,
tendo como seus principais agravantes a produgao
de toxinas e resisténcia antimicrobiana®.

Quanto a pesquisa de Salmonella spp.,
os alimentos estavam dentro dos padroes
higiénico-sanitdrios adequados, devido a auséncia
deste micro-organismo em todas as amostras.
Estes resultados foram semelhantes a estudos
realizados por Oliveira et al*®* em alimentos
servidos em escolas publicas de Porto Alegre. No
entanto, Duarte et al” encontraram amostras
positivas para Salmonella spp. em 9,6 % de
carcagas de frango, onde a Salmonella Enteritidis
foi o sorotipo mais frequente. Faustino et al®,
realizaram pesquisas em alimentos suspeitos de
DVA, onde 30,7% das amostras foram condenadas
devido a presenca de Salmonella spp. em mousse
de clara de ovos e bolo de chocolate. Em
avaliagOes realizadas no restaurante e na cantina
de uma wuniversidade, das 343 amostras
analisadas, Kotzekidou® encontrou apenas uma
(0,3 %) positiva para Salmonella spp. em torta
congelada. A auséncia de Salmonella spp. ¢é
importante, pois este micro-organismo ¢é uma
das principais causas de hospitalizacdo e morte,
bem como gastrinterite, principalmente por

se tornarem cada vez mais resistentes aos
antimicrobianos clinicamente importantes™.

Apesar de apenas uma (1,4 %) amostra
apresentar contagem de 2 x 10* UFC/g para
Bacillus cereus e esta ndo ultrapassar os padroes
estabelecidos, sua presenca deve ser evitada,
pois estudos realizados por Chaves et al’,
sobre diversidade genética, em relacdo ao perfil
toxigénico de Bacillus cereus isolados de
alimentos, sugerem que a maioria das estirpes
presentes em varios tipos de alimentos no
Brasil representa um risco potencial de
provocar intoxicagdo alimentar, devido a elevada
prevaléncia dos genes de toxinas encontrados
nestas estirpes. Aragon-Alegro et al*’, também
confirmaram  que todas as cepas de Bacillus
cereus investigadas em alimentos no Brasil,
apresentaram capacidade toxigénica podendo
representar um risco para os consumidores se
as boas praticas nao forem seguidas. Em pesquisas
realizadas por Kotzekidou®”, foi encontrada
a bactéria patogénica B. cereus em 31,8 %
dos bolos congelados vendidos em cantinas
universitarias. Ryu et al* também encontraram
Bacillus cereus em uma amostra de alimento
servida em uma escola da Coréia do Sul. Bacillus
cereus foi o agente mais identificado, 41,2 % dos
80 surtos de DVA ocorridos no Distrito Federal®.

Para andlise de clostridios sulfito redutores,
foram pesquisadas amostras a base de carne,
que apresentaram contagens < 10 UFC/g do
micro-organismo, sendo os mesmos resultados
encontrados por Vieira et al*!, que avaliaram a
qualidade microbiolégica de preparagdes a base
de carne servidas em nove escolas de Pogos
de Caldas, MG. J& um surto investigado por
Dailey et al*® ocorrido na Carolina do Norte,
foi confirmado por eio de amostras de fezes
dos participantes de uma conferéncia, que
Clostridium perfringens foi a causa do surto,
onde os participantes referiram que o frango
servido estava mal cozido. Daelman et al*
realizaram analises nos alimentos de uma
empresa para gestdo da seguranca alimentar
da mesma e detectaram a presenca de clostridios
sulfito redutores em 1,94 % das 258 amostras
analisadas.

Pelos resultados apresentados na Tabela 3,
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as formas evolutivas de parasitos nas saladas
apresenta uma necessidade de melhoria na
higienizagdo das mesmas e também das maos
dos manipuladores que podem ser um veiculo
de transmissao, para assim evitar a contaminagio
as criangas. Peres Junior et al*’, avaliando amostras
de alface de dez restaurantes, também detectaram
a presenca de enteroparasitos em amostras de
dois restaurantes (20 %), sendo encontrados a
ameba Endolimax nana e o ciliado Balantidium
coli. Este estudo indica que a via de infec¢do por
saladas desempenha um papel importante na
transmissao de parasitas.

Fracassos em tratamentos devido a
resisténcia aos antimicrobianos aumentam o
custo do tratamento e causam morbidade por
mais tempo aos pacientes, sendo um grande
desafio, a busca de estratégias para a cura, que
representa um grande problema e ameaca para a
saude publica. Edward e Chikwem® também
detectaram amostras (100 %) de E. coli isoladas de
saladas resistentes a amoxicilina. Todos os isolados
de E. coli foram sensiveis a ofloxacina (100 %).
A porcentagem de sensibilidade no caso da
gentamicina foi de 96,7 %, ac. nalidixico 90 %,
nitrofurantoina 80 %, cotrimoxazol 50 % e
tetraciclina 6,7 %. Ao contrario de resultados
encontrados por Furlaneto-Maia et al®*, onde
nao houve isolados de E. coli
resistentes a ampicilina em amostras de
sanduiches. J& o oposto deste estudo, em uma
pesquisa sobre a caracterizagdo de S. aureus em
alimentos infantis como cereal de arroz e leite
em pd, Wang et al* encontraram 54 cepas
resistentes a eritromicina (75,9 %), ciprofloxacina
(51,9 %) e trimetoprim/sulfametoxazol (27,8 %),
gentamicina (22,2 %), tetraciclina (18,5 %) e
cefoxitina (3,7 %). Ja iguais a este estudo, todos
S. aureus isolados por Wang et al* foram
sensiveis a oxacilina e cloranfenicol. Guimaraes
et al’> ao investigarem o perfil de susceptibilidade
aos antimicrobianos de cepas de Staphylococcus
coagulase positiva em amostras de queijo de
coalho, mostraram que nitrofurantoina,
tetraciclina, cloranfenicol e sulfametoxazol-
trimetropim foram eficazes, iguais aos resultados
obtidos neste estudo; no entanto, verificou-se
resisténcia a gentamicina, oxacilina (13,3 %) e a
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eritromicina (26,7 %).

Nesta pesquisa, as cepas analisadas
apresentam-se  sensiveis a  maioria  dos
antimicrobianos testados. No entanto, o grande
desenvolvimento de resisténcia relatado em varios
estudos, estabelece uma grande preocupagao

em relagio a saude publica, reduzindo a
quantidade de antimicrobianos eficazes nos
tratamentos, destacando a importincia do uso
adequado dos antimicrobianos, evitando a

veiculagao de espécimes multirresistentes.

Por fim, os dados aqui apresentados
mostram a necessidade de um melhor
aperfeicoamento nas condi¢bes de preparo
dos alimentos, devido a alta prevaléncia de
coliformes, a deteccdo das bactérias Escherichia
coli e Staphylococcus aureus resistentes a
ampicilina e penicilina respectivamente, e de
parasitos que indicam condi¢des higiénicas
inadequadas. A contamina¢do detectada pode
ocasionar sérias doengas as criancas, além
de diminuir os recursos de antimicrobianos
que poderdao ser utilizados em tratamentos.
Recomenda-se a adogdo de medidas higiénico-
sanitarias e capacitagio dos manipuladores de
alimentos para garantir alimentos seguros e
de qualidade as criancas envolvidas e evitar
possiveis surtos.
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RESUMO

Pelo cultivo diferenciado, os produtos orginicos podem estar mais expostos a contamina¢do
microbiolégica do que os convencionais, visto que fertilizantes organicos geralmente consistem
de estrume (adubo orgénico), que pode abrigar micro-organismos patogénicos. Com isso,
objetivou-se avaliar a qualidade de frutas e hortalicas organicas comercializadas em duas feiras
livres da Grande Vitéria/ES, bem como as condi¢des higiénico-sanitarias das barracas
que comercializam os produtos. Para avaliagdo das boas praticas foi aplicada uma
lista de verificagdo baseada na Resolugdo RDC 216/2004. Foram coletadas 16 amostras
entre frutas e hortalicas, e submetidas as seguintes analises: pH, acidez total titulavel,
contagem de mesdfilos aerdbios, fungos filamentosos e leveduras, determina¢do do Numero
Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e a 45 °C e pesquisa de Salmonella spp. Todas
as barracas avaliadas foram classificadas como regulares. A contagem de coliformes a
45 °C acima do estabelecido pela legislagao vigente foi detectada em uma das amostras (6,25 %).
Nessa mesma amostra foi detectada a presenca de Salmonella spp., o que estd em desacordo com
o exigido pela legislacdo brasileira vigente. Apesar de 93,75 % das amostras estarem de acordo
com os padrdes microbioldgicos vigentes, ressalta-se a importancia do controle das fontes de
contaminagio, desde o campo até a comercializagao dos alimentos.

Palavras-chave. analise microbioldgica, alimentos organicos, Salmonella.

ABSTRACT

Due to the differentiated cultivation, the organics products might be more exposed to
microbiological contamination than the conventional products, since the organic fertilizers are
usually consisted of manure (fertilizer compost), and this material might harbor pathogenic
microorganisms. This study aimed at evaluating the hygienic conditions of the stalls in two
street markets of Vitdria/ES, and to assess the quality of organic fruits and vegetables sold in
these locations. For assessing the good practices, a checklist based on Resolution RDC 216/2004
was applied. Sixteen samples of organic fruits and vegetables collected in these street markets
were analyzed on pH, titratable acidity, mesophilic aerobic bacteria, yeasts and molds, determination
of the Most Probable Number (MPN) of total and fecal coliforms, and Salmonella spp detection.
All of the evaluated stalls were classified as regular. The coliforms counting at 45 °C above the
value established by the current legislation were found in one sample (6.25 %). Salmonella spp.
was detected in the same sample, which iwas noncompliant with the Brazilian legislation.
Although 93.75 % of the samples were in accordance with the current microbiological standards,
it is emphasized the importance of controlling the contamination sources, from the field to the food
marketing.

Keywords. microbiological analysis, organic food, Salmonella.
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INTRODUCAO

Desde 1990, a agricultura organica vem
crescendo rapidamente, tanto em drea cultivada
como em numero de produtores e mercado
consumidor’, impulsionado, principalmente, pela
intensa preocupagido dos consumidores com o
uso intensivo de produtos quimicos na agricultura
convencional, pela preocupa¢ao social com a
sustentabilidade, seguranca e a qualidade dos
produtos convencionais®.

A agricultura organica tem atraido a
atengdo do setor de producao de alimentos em
todo o mundo, uma vez que revive principios
da ecoagricultura que englobam o uso do solo,
da agua, a manutencdo da qualidade do ar e a
aplicagdo da horticultura mantendo o respeito ao
meio ambiente e as relacdes sociais, econdmicas
e culturais’.

Os alimentos organicos sdo definidos como
aqueles alimentos in natura ou processados
que sdo oriundos de um sistema organico de
produgdo agropecudria e industrial. A produgio
de alimentos organicos ¢ baseada em técnicas
que dispensam o uso de insumos como pesticidas
sintéticos, fertilizantes quimicos, medicamentos

veterindrios, organismos geneticamente
modificados, conservantes, aditivos e irradiagao*
Dentre 0s alimentos organicos

comercializados tém-se as frutas e hortaligas.
Essas podem ser consumidas cruas e desta
forma, em caso de contaminagdo, tornam-se
importantes veiculos de patégenos®. Devido a
forma diferenciada de cultivo, o produto
organico pode ser mais exposto a contaminagao
microbiolégica do que os produtos convencionais,
uma vez que os fertilizantes organicos geralmente
consistem de estrume (adubo organico), e
este material pode abrigar micro-organismos
patogénicos, tais como Salmonella spp., Listeria
monocytogenes e Escherichia coli O157:H7°.
Smith® menciona que a  contamina¢ao
microbiolégica dependera principalmente das
praticas de produgdo adotadas e das condigbes
ambientais e, assim sendo, tanto os alimentos
orgdnicos como 0s convencionais estariam
sujeitos ao mesmo nivel de risco.

Embora qualquer patégeno possa se tornar

problema potencial em frutas e hortalicas,
Salmonella  spp. assume relevancia especial
para a saude publica’. Dentre as doengas de
origem alimentar (DOA), as mais criticas sdo
aquelas causadas pela Salmonella spp., considerada
como um dos principais agentes envolvidos
em surtos de infeccdo alimentar registrados em
varios paises®”.

A realizagdo de analises microbioldgicas
e a comparacio dos resultados obtidos com
os  padrdes  estabelecidos  pelos  drgdos
regulamentadores sdo imprescindiveis para
averiguar a qualidade dos alimentos oferecidos
aos consumidores. Entretanto, ndo existem
parametros microbiolégicos para alimentos
provenientes de cultivo organico. Dessa forma,
adota-se como referéncia a RDC n° 12, de
2 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitdria'®, que dispde sobre os
limites microbioldgicos para frutas e hortalicas in
natura. Devido ao aumento da procura por parte
dos consumidores e ao incremento na produgio
organica de alimentos, os produtos organicos
tém ganhando espago no mercado brasileiro.
Entretanto, os relatos sobre a comercializagdo
destes produtos na regido estudada sao
escassos. Informagdes sobre boas praticas e
qualidade  microbiolégica  destes  produtos
sao de relevancia para  contribuir na
determinagdo da escolha dos consumidores.
Deste modo, objetivou-se avaliar as condigdes
higiénico-sanitarias das barracas de duas feiras
livres da Grande Vitéria/ES, bem como avaliar
a qualidade de frutas e hortalicas organicas
comercializadas nestes locais.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo transversal realizado
no periodo de outubro de 2014 a maio de 2015.
As amostras de frutas e hortalicas organicas
foram coletadas em feiras livres de produtos
organicos localizadas na Serra/ES e em Vitdria/ES,
sendo que existiam 12 e 15 barracas em cada feira,
respectivamente. Em ambas as feiras, 11 barracas
comercializavam apenas frutas e hortalicas
organicas. As barracas foram escolhidas de
acordo com a variedade de produtos
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comercializados.

Inicialmente, os comerciantes foram
contatados para apresentacio dos objetivos da
pesquisa e solicitagio de doagdo de amostras
dos alimentos comercializados. A defini¢do
das amostras a serem coletadas foi baseada nos
seguintes critérios: culturas que permanegam em
contato com o solo, o que possibilita a retengdo
e a sobrevivéncia de micro-organismos, e que
sejam culturas consumidas na forma in natura
(sem cocgdo).

A coleta das frutas e hortaligas foi realizada
no horario de comercializagdio dos produtos.
Os pesquisadores responsaveis pela coleta das
amostras utilizaram luvas e acondicionaram os
alimentos em sacos plasticos disponibilizados
pelos comerciantes. Os sacos plasticos foram
fechados e identificados. Em seguida, foram
transportados em caixas isotérmicas até o
laboratorio. As amostras foram mantidasa 7 + 1 °C
por no maximo 24 h até o momento das analises.
Foi considerada unidade amostral de cerca de
500 g de alimento. Foram coletadas 16 amostras,
sendo 14 hortalicas e apenas 2 frutas, de acordo
com critérios de escolha. Foram coletadas
8 amostras na feira localizada na Serra/ES e
8 na feira localizada em Vitoria/ES.

Do total de barracas que comercializavam
frutas e hortalicas organicas, foram coletadas
amostras em 45,45 % (n = 5). As barracas nas
quais foi feita a coleta foram identificadas como
barracal,2,3,4 e 5. Nas barracas foram coletados os
seguintes alimentos: barraca 1 - alface, morango e
caqui; barraca 2 - manjericao e rucula; barraca 3
— couve, tomate, coentro, e agrido; barraca 4 -
repolho, rabanete, salsa, cenoura, cebolinha,
pepino; barraca 5 - pimentao.

Avaliacao das boas praticas das barracas das
feiras

A coleta dos dados ocorreu por meio de
observagdo direta durante as visitas realizadas
por pesquisador treinado. Para a avaliagdo,
foi utilizada uma lista de verificagdio baseada
na Resolugdo RDC n° 216, de 15 de setembro
de 2004, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria'’, dividida em identificagdo do local,
avaliagdo e classificacio do estabelecimento. A
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lista de verificagdo apresentava quatro blocos de
itens avaliados em cada barraca, totalizando 33
itens, conforme a seguir: ‘instalagdes e utensilios’
(13 itens); ‘abastecimento de agua’ (1 item);
‘habitos higiénicos e vestuario dos manipuladores’
(12 itens) e ‘higiene do alimento’ (7 itens). Cada
item possuia trés possibilidades de resposta:
‘Conforme, ‘Nao Conforme’ e ‘Nao se aplica’ (NA).

A classificacao de cada barraca baseou-se nos
seguintes critérios de pontua¢ao, fundamentados
na Resolugdo RDC n° 275, de 21 de outubro de
2002, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria':
Bom (75 a 100 % de atendimento dos itens),
Regular (50 a 74,9 % de atendimento dos itens)
e Ruim (0 a 49,9 % de atendimento dos itens).
Adotou-se essa mesma classificagao para cada um
dos quatro blocos da lista de verificagao.

Analises Quimicas

Foram avaliadas a acidez titulavel e o
valor de pH das amostras. Essas analises
foram realizadas com objetivo de caracterizar
quimicamente as amostras. Para determinacao
do pH foram pesadas 5 g da amostra em
um béquer contendo 50 mL de agua e
posteriormente homogeneizado com bastao de
vidro®”. A determina¢do do pH foi realizada por
medida direta em potenciometro devidamente
calibrado (Tecnopon®, Londrina-PR, Brasil).
A acidez total titulavel foi determinado por
titulaggo com NaOH 0,1 N. Foram utilizadas
5 g de amostra e estas foram posteriormente
homogeneizadas juntamente com 50 mL de agua
destilada. Em seguida, adicionou-se trés gotas de
indicador de fenolftaleina 1 %, procedendo-se
as titulagdes, sob agitagdo, com solugio de
NaOH 0,1 N. Os resultados foram expressos em
percentual de acido citrico'.

Analises Microbioldgicas

Os procedimentos empregados nessa etapa
foram realizados de acordo com a metodologia
da American Public Health Association (APHA),
descrita no Compendium of Methodos for the
Microbiological Examination of Food . Foram
pesados 25 g de amostra e em seguida foram
adicionados 225 mL de agua peptonada 0,1 %
previamente esterilizada. A homogeneizagao
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foi feita manualmente durante aproximadamente
5 minutos. Nessa etapa, foi obtida a dilui¢do 10"
da amostra. Em seguida, dilui¢oes decimais
apropriadas foram preparadas e aliquotas dessas
dilui¢oes foram transferidas para meios de cultura
especificos para a determinagdo de cada grupo
microbiano.

A determina¢do de mesdfilos aerdbios foi
realizada pela técnica de plaqueamento em
profundidade utilizando 1 mL das diluigoes
previamente preparadas e em seguida, foi
adicionado Agar Padrio para Contagem (PCA)
(Himedia®), sendo as placas incubadas invertidas
a 35 °C por 48 h. O plaqueamento das aliquotas
foi realizado em duplicata e o resultado expresso
em unidades formadoras de colonias por grama
(UFC/g).

Para determinar a presenca de fungos
filamentosos e leveduras foi inoculado 0,1 mL
das diluicdes das amostras sobre a superficie seca
de agar batata glicose (Aluka®) 2 %, acidificado
a pH 3,5. As placas foram incubadas a 25 £ 1 °C,
por 5 a 7 dias. O plaqueamento das aliquotas foi
realizado em duplicata e o resultado expresso
em unidades formadoras de colonias por grama
(UFC/g).

A determina¢do de coliformes a 35 °C
e coliformes a 45 °C foi realizada pela inoculagdao
de aliquotas de 1 mL de cada dilui¢do previamente
preparada. Foram inoculadas em séries de
trés tubos contendo 9 mL de caldo Lauril sulfato
triptose (Ox0id®), com tubo de Duharm invertidos
(teste presuntivo); em seguida os tubos foram
incubados a 35 °C por 24 - 48 h. A partir dos
tubos com leitura positiva (turvac¢io e formagio
de gas), foram realizados os testes confirmativos
para coliformes totais em caldo Lactose Bile
Verde Brilhante (Himedia®) a 35 °C por 24 - 48 h,
e, coliformes a 45 °C em caldo Escherichia coli
(Acumedia®) a 45 °C por 24 — 48 h. Apds o periodo
de incubacio, realizou-se a leitura dos tubos
positivos e o nimero mais provavel (NMP) foi
quantificado através da leitura na Tabela de
Hoskins".

Para analise de Salmonella spp., 25 g de
amostras foram pré-enriquecidas em frascos
contendo 225 mL de agua peptonada a 1%.
Apoés 24 h de incubagdo, as aliquotas foram

transferidas para 10 mL dos caldos de
enriquecimento, sendo estes o caldo Rappaport
Vassiliadis (Acumedia®) e caldo selenito-cistina
(Acumedia®). A partir desses caldos, foi feita a
repicagem sobre a superficie previamente seca
de placas com meio solido seletivo para
Salmonella spp. Dessa forma foram obtidas
2 placas de Agar Salmonella Shigella (Isofar®),
uma originaria do caldo Rappaport Vassiliadis
(Isofar®) e outra origindria do caldo selenito
cistina e 2 placas do segundo meio seletivo
Agar Verde Brilhante (Isofar”), obtidas do mesmo
modo. As placas, invertidas, foram incubadas a
36 =+ 1 °C por 18 a 24 h. Em seguida, foram
selecionadas 3 a 5 coldnias suspeitas por amostra.
As colonias suspeitas foram mantidas em
dgar PCA (Acumedia®) até a avaliagio pelas
provas  bioquimicas. = Foram  interpretados
como positivos para Salmonella, as culturas
que apresentarem reagdes tipicas nas provas
bioquimicas. Os resultados foram expressos
como presenga ou auséncia em 25 g'°.

Analise dos dados

Os dados obtidos na avaliagio das
condigoes higiénico-sanitarias por meio da lista
de verificagdo foram tabulados em planilhas
do Microsoft Excel® e analisados de forma
descritiva.

Os resultados das analises microbiologicas
foram comparados com o padrio nacional
estabelecido pela RDC 12/2001 para frutas e
hortaligas'®. Para comparagdo foi considerado o
valor estabelecido para amostra indicativa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Adequacgao das boas praticas das barracas das
feiras

Das cinco barracas avaliadas, 60 % (n = 3)
localizavam-se no municipio da Serra/ES e 40 %
(n = 2) em Vitéria-ES. Todas as barracas avaliadas
comercializavam apenas frutas e hortalicas
organicas e possuiam de dois a trés funciondrios.

Em relagio ao atendimento aos itens
propostos na lista de verificagdo, o percentual
de adequag¢ao das barracas variou de 50 a
64,51 %, sendo todas barracas classificadas
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como Regular.

O bloco de Instalagobes e Utensilios
apresentou percentual de adequagdo de 53,84 a
62,53 %, sendo que todas as barracas foram
classificadas como Regular. O bloco que
apresentou maior percentual de inadequagdo
foi o bloco de abastecimento de agua com 100 %
de inadequa¢ao para todas as barracas. Para o
bloco de Higiene dos manipuladores, o percentual
de adequagdo variou de 25 a 58,34 %, sendo
todas as barracas classificadas como Ruim.
O bloco com maior percentual de adequagdo
foi o de Higiene dos Alimentos, sendo que todas
as barracas avaliadas obtiveram 85,71 % de
adequacao.

De acordo com Almeida Filho et al, na
maioria das feiras livres, as condi¢des higiénicas
de comercializagdo dos produtos alimenticios sdo
insatisfatorias, constituindo-se um importante
fator no processo de contaminagdo e proliferagdo
de doencas de origem alimentar.

Instalagdes e utensilios

As barracas 1, 2 e 4 apresentaram 46,16 %
de ndo conformidade nesse item. As barracas
eram de estruturas de madeira removiveis,
cobertas de lonas com as laterais abertas. Foi
observado que nas bancadas onde sio expostos
os alimentos existiam frestas e as superficies
eram cobertas por tecido. Resultado semelhante
foi observado por Agostinho'® que ao avaliar
barracas de feiras livres de Goidnia/GO
verificou que 121 (52,8 %) nao se encontravam
em condi¢Oes satisfatorias, com as bancadas
forradas com material de dificil higienizacao
e em estado de conservacio inadequado.
Esses resultados indicam a possibilidade de
contaminagdo cruzada, pois as sujidades nas
superficies favorecem a multiplicagdo bacteriana
e podem atrair pragas '>".

A limpeza e desinfec¢ao sdo operagdes
fundamentais para a seguranca dos alimentos.
Entretanto, muitas vezes sdo etapas realizadas
de forma inadequada, o que propicia o
desenvolvimento de  micro-organismos em
superficies e consequentemente torna-se locais
com grande potencial de contaminagao®.

O acondicionamento do lixo nas duas
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feiras era realizado em caixas plasticas vazadas
proximas as barracas, o que pode contribuir para
aproximagdo de vetores e pragas urbanas.

Segundo Correia e Roncada®, as feiras
livres apresentam problemas como falta de
higiene, estrutura  precaria de  barracas,
comercializagdo de produtos ndo permitidos,
falta de seguranca e desorganizagdo. Todos
esses problemas comprometem a qualidade
dos produtos e colocam em risco a saude do
consumidor.

Abastecimento de agua

Em ambas as feiras nao havia disponibilidade
de agua potavel, o que é considerado uma falha
grave, pois impossibilita os manipuladores a
realizarem a higienizacdo correta de maos e
utensilios utilizados durante a comercializacao.
Habitos  higiénicos e  vestuario  dos
manipuladores

Com 75 %, a barraca 1 apresentou maior
percentual de nao conformidade nesse item.
Foi observado uso de esmaltes nas unhas, a
manipulacdo dos alimentos sem a anti-sepsia
das maos. Esse ultimo ocorre pela a falta de
local apropriado para essa agdo. O manuseio
do dinheiro e dos alimentos era realizado pela
mesma pessoa. Este fato pode contribuir para
contaminacido dos alimentos. Nas feiras livres
nao existiam banheiros quimicos disponiveis,
sendo que quando necessario, era utilizado o
banheiro de um restaurante proximo ao local.

A resolugio RDC 275/2002 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria'> determina que
todos os manipuladores da area de alimentos,
devem manter-se adequadamente higienizados.
Conforme constatado por Audi*, ao analisar
371 manipuladores, verificou-se que mais da
metade nao obedeceu a legislacgdo.

Higiene dos alimentos

Todas as barracas tiveram apenas 14,29 %
de inadequagdo nesse item, portanto, foi o bloco
melhor classificado. Observou-se que os feirantes
separam adequadamente cada tipo de produto,
os alimentos estavam em perfeitas condicdes
de higiene e ndo estavam acondicionados
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juntamente com alimentos estragados e os
alimentos sdo embalados somente com sacolas
plasticas brancas, transparentes e prdprias para
alimentos. Entretanto, os alimentos nao estavam
protegidos contra insetos e poeiras. Segundo
Germano®, os alimentos vendidos nas feiras-
livres estdo expostos ao ar livre tendo maiores
possibilidades de sofrer alteragcdes biologicas,
devido as agdes dos diferentes organismos
atuando sobre eles. Isto se deve ao fato de
receber pouco controle da matéria prima ou
devido a manipulacdo inadequada podendo ndo
somente veicular micro-organismos patogénicos
como também propiciar o desenvolvimento
e a sobrevivéncia desses patdgenos. As frutas
e hortalicas podem estar em contato com a
poluicao urbana, longe da protegio de um
estabelecimento coberto e consequentemente
estdo mais expostos a contaminagdo por micro-
organismos e insetos.

Analises quimicas

Os valores médios de pH e acidez total
titulavel estdao dispostos na Tabela 1. Os valores
de pH dos produtos avaliados variaram de 3,38 a
6,39. Sabe-se que o pH ¢ um fator intrinseco
importante para o desenvolvimento de micro-
organismos em alimentos. Amostras com valor
de pH mais baixo, como no caso do morango
e tomate cereja, podem ser mais suscetiveis
ao desenvolvimento de fungos filamentosos e
leveduras pois estes micro-organismos toleram
estas condi¢bes de pH?>. Estes alimentos
apresentam naturalmente acidos orgénicos em
sua composicao*, o que possivelmente pode ter
contribuido para o baixo valor de pH observado.

Amostras de alface, cenoura, coentro,
couve, manjericdo, pepino, rabanete e rucula
apresentaram valores de pH superiores a 6.
Sabe-se que valores de pH mais proximos de 7
sao mais propicios ao desenvolvimento de
bactérias, principalmente de bactérias
patogénicas.”

Os valores de acidez total titulavel variaram
de 0,6 a 6,8 mg de acido citrico/100 g de amostra.
A acidez total titulavel é um pardmetro envolvido
com a apreciagdo do estado de conservagiao de
um produto alimenticio, ja que, na maioria das

Tabela 1. Valores médios de pH e acidez total titulavel
de frutas e hortalicas organicas de feiras livres da Grande
Vitéria/ES, 2015

Alimento pH Acidez Total Titulavel

(%)
Agrido 5,73 6,8
Alface 6,14 1,9
Caqui 5,93 2,3
Cebolinha 5,97 2,5
Cenoura 6,03 1,3
Coentro 6,25 2,5
Couve 6,08 39
Manjericao 6,39 189
Morango 3,38 2,8
Pepino 6,25 0,6
Pimentao 5,97 1,3
Rabanete 6,28 1,9
Repolho 5,97 3.4
Rucula 6,25 2,4
Salsa 5,92 2,5
Tomate cereja 4,31 1,7

vezes, a decomposicao do alimento quase sempre
altera a concentragdo de ions de hidrogénio®,
além de influenciar as caracteristicas sensoriais
dos alimentos. Esse parametro pode variar em
funcao do grau de maturagao e das condigoes de
crescimento?.

Analises microbiologicas

Os resultados das amostras avaliadas
encontram-se descritos na Tabela 2.
A contagem de mesofilos aerdbios

nas amostras variou de 4,1 a 7,7 log UFC/g.
Resultado semelhante foi observado por Maffei
et al’> que observaram variagio da contagem
desses micro-organismos de 5 a 7 log UFC/g.
Santos et al® também encontraram resultados
semelhantes em frutas e hortalicas minimamente
processadas, com contagem total de mesofilos
aerébios variando de 2,3 a > 9,8 log UFC/g.
Nao estd previsto na legislacio brasileira o
padrao microbioldgico para mesoéfilos aerdbios.
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Tabela 2. Contagem total de aerdbios mesdfilos, fungos filamentosos e leveduras, coliformes a 35 °C, coliformes a 45° C e presen¢a
de Salmonella spp. de frutas e hortalicas orgéanicas de feiras livres da Grande Vitoria/ES, 2015

Mesofilos AT Coliformes C011f0§mes
. pp filamentosos e o a45°C Salmonella spp.
Alimento Aerobios a35°C
(log UFC/g) leveduras (NMP/g) (NMP/g) (em25g)
gLUrLig (log UFC/g) J

Agrido 7,4 5,4 >1,1x10° <3 Auséncia
Alface 5,6 5,7 1,1 x10° <3 Auséncia
Caqui 6,1 < 10 est. 23 <3 Auséncia
Cebolinha 6,4 43 >1,1x10° 3,6 Auséncia
Cenoura 6,0 5,7 >1,1x10° <3 Auséncia
Coentro 6,5 6 >1,1x10° <3 Auséncia
Couve 4,7 5,5 2,1x10? <3 Auséncia
Manjericao 5,5 4,4 4,6 x 10° 6,1 Auséncia
Morango 4,5 59 9,3x10° <3 Auséncia
Pepino 6,4 < 10 est. > 1,1 x10° <3 Auséncia
Pimentao 4,9 4,0 6,1 <3 Auséncia
Rabanete 5,5 4,7 4,3x102 <3 Auséncia
Repolho 4,1 4,6 <3 <3 Auséncia
Rucula 6,5 5,2 >1,1x10° <3 Auséncia
Salsa 6,1 53 >1,1x10° 1,2x 107 Presenca
Tomate cereja 7,7 5,7 1,5x 10 <3 Auséncia

Entretanto, essa analise é importante, pois auxilia
na indicagdo de vida de prateleira e qualidade
microbiologica dos alimentos**®. Os alimentos
com maior contagem foram tomate e agrido.
Esse resultado é corroborado pelo encontrado por
Maistro et al*” que detectaram a maior contagem
desses micro-organismos em amostras de agrido,
independentemente do sistema de empacotamento,
o que evidencia uma contaminagdo inerente deste
produto.

Para fungos filamentosos e leveduras,
a contagem variou de 4,0 a 6,0 log UFC/g.
Maffei et al® e Oliveira et al*® também observaram
resultado semelhante para este grupo de micro-
organismos ao analisar qualidade de frutas
e hortalicas organicas. Apesar da legislacdo
brasileira nao indicar limite para estes micro-
organismos em frutas e hortalicas, Ferreira et al®
recomendaram contagem inferior a 4 log UFC/g
para garantir a protecdo a saude do consumidor,
pois em contagens superiores pode haver
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producdo de micotoxinas. Além disso, a analise
deste grupo de micro-organismos é importante,
pois a alta contagem também estd relacionada
a maior chance de deterioragdo do alimento.

Nas frutas, a contagem de coliformes a
35 °C variou de 23 a 9,3 x 10> NMP/g. O indice de
coliformes a 35 °C avalia as condigdes higiénico-
sanitdrias gerais dos alimentos. Esse resultado
situa-se na faixa encontrada em outros estudos
com frutas, conforme verificado por Pinheiro
et al*® e Smanioto et al*® que encontraram
contagem de coliformes a 35 °C variando de
<3a24x10°NMP/ge<3allx 10’ NMP/g,
respectivamente. Segundo Pinheiro et al*®, os
coliformes a 45 ° C podem indicar contaminagao
de origem fecal recente, sendo que a deteccao
de elevado numero pode estar relacionada a
possivel presenca de patdgenos intestinais,
como E. coli e Salmonella spp. Segundo a RDC
12/2001", a contagem maxima de coliformes
45 °C para morangos é de 2 x 10° UFC/g e para
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as demais frutas, 5 x 10> UFC/g. Visto que esses
micro-organismos nao foram detectados nas
amostras de frutas, esses alimentos atendem
a legislacao vigente. Resultado semelhante foi
observado por Smanioto et al* que também
encontraram todas as amostras de frutas de
acordo com o padrao da legislagao.

Para as hortaligas, a contagem de coliformes
a 35 °C variou de < 3 a > 1,1 x 10° NMP/g.
Essa contagem foi menor do que as detectadas
por Arbos et al® que encontraram variagdo
de < 3 a > 24 x 10° NMP/g em hortalicas
organicas. Os coliformes a 45 °C foram
encontrados em cebolinha, manjericio e salsa.
A contagem maxima de coliformes 45 °C em
hortaligas estabelecida pela legislacao vigente é
de 1 x 10> UFC/g, portanto, a amostra de salsa
encontra-se com contagem acima do permitido
e consequentemente impropria para o consumo.
Em estudos realizados por Maffei et al’>, Arbos
et al* e Abreu et al*, observou-se que hortalicas
organicas apresentavam contagem de coliformes
45 °C superior ao exigido pela legislagdo.

A presenca de Salmonella spp. foi detectada
na amostra de salsa, o que esta em desacordo
com o exigido pela legislacao brasileira vigente™.
A presenca deste patéogeno é inaceitavel em
alimentos devido ao alto risco para a saude.
Resultados semelhantes foram encontrados por
Arbos et al’' que detectaram presenca de Salmonella
em amostras de alface e cenoura provenientes
do cultivo organico. Outros estudos conduzidos
no Brasil, também detectaram a presenca deste
patégeno em vegetais®?’. Em estudo realizado por
Maffei et al® ao avaliar a qualidade microbiologica
de frutas e hortalicas organicas comercializadas
em Araraquara/SP ndo foi detectada a presenga
de Salmonella spp. nas amostras. Machado et al*
ao avaliar frutas e hortalicas organicas submetidas
a diferentes processos de adubacio também
nao encontraram esse patdgeno nas amostras.
Alimentos  comercializados como  organicos
devem atender a especificagdes exigidas para
a certificacdo, a qual ndo admite que o esterco
animal seja usado antes de sua correta
compostagem®’.

Ao término do trabalho foram desenvolvidas
atividades de orientacdo com a finalidade de

esclarecer os cuidados higiénico-sanitarios
adequados para a comercializacio de alimentos
e as boas praticas. Além disso, é preciso que os
6rgdos responsaveis fiscalizem as feiras e
contribuam para tornar o ambiente das feiras
mais adequado e sem riscos para a saude do
consumidor.

CONCLUSAO

As condigdes higiénico-sanitarias de venda
dos alimentos foram classificadas como regulares,
sendo as maiores inadequagdes vistas nos itens
de abastecimento de d4gua e higiene dos
manipuladores, que podem  favorecer a
contaminacio dos alimentos. E necessério que
sejam feitas varias agdes como disponibilizagdo
de banheiros e locais para higiene de maos,
instru¢do quanto aos materiais adequados para
constru¢do das barracas e orientagdo geral sobre
as boas praticas na manipula¢ao dos alimentos.

Apesar do baixo numero de amostras
analisadas, a maioria mostrou-se em acordo com
o padrio microbioldgico estabelecido pela
legislacao vigente que estabelece o maximo de
100 UFC/g para coliformes a 45 °C e auséncia
de Salmonella em 25 g da amostra. Apesar do
baixo numero de amostras imprdprias para o
consumo, sao importantes ag¢des que visem o0
controle das possiveis fontes de contaminagido
dos alimentos desde o campo até o momento da
comercializagdo.
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RESUMO

Considerado um alimento funcional, o alho colabora na melhoria do metabolismo e na prevengdo
de problemas de satide. Seu principal composto, a alicina, é responsavel pela maioria das propriedades
farmacolégicas, antioxidantes e antibiodticas, além de combater bactérias e fungos. Objetivou-se
avaliar a qualidade higiénica e sanitaria do alho oriundo da microrregido de Picos/PI. Foram
coletadas 35 amostras de alho produzido em Picos e 15 amostras do alho importado exposto a
venda no mercado da cidade e encaminhadas ao Laboratério NUEPPA/UFPI. Para efetuar as
analises seguiu-se a Instrugdo Normativa 62. Com relagio a coliformes totais e termotolerantes,
as amostras de alho ndo apresentaram diferenca significativa. Em amostras de ambas as
procedéncias, foram encontrados os géneros fungicos Absidia spp, Alternaria spp, Aspergillus spp,
Chrysonilia spp, Cladosporium spp, Moniliella spp e Penicillium spp. As amostras produzidas em
Picos apresentaram condi¢des higiénicas e sanitdrias satisfatérias; e das importadas, apenas uma
apresentou condigdes insatisfatorias. No entanto, vale destacar a presenca de géneros fungicos,
0 que sugere maior atengdo no armazenamento e conservagao.

Palavras-chave. bactérias, bolores, condimentos, fungos toxigenos, micro-organismos.

ABSTRACT

Considered as a functional food, the garlic contributes for improving the metabolism and for
preventing the health problems. Allicin, its main compound, is responsible for the majority of
pharmacological, antioxidant and antibiotic properties, and for combating fungiand bacteria.
The objective of this work was to assess the hygienic and sanitary quality of garlic originated from
the micro-region of Picos/PI. For conducting this study, the following samples were collected:
35 garlic specimens produced in Picos, and 15 imported garlic samples for sale at the town
market and sent to the NUEPPA/UFPI Laboratory. The analyses were performed by following the
Normative Instruction 62. Regarding to the total and thermotolerant coliforms, the garlic samples
showed no statistical difference. The presence of fungi of the genus Absidia spp, Alternaria spp,
Aspergillus spp, Chrysonilia spp, Cladosporium spp, Moniliella spp and Penicillium spp were detected
in samples from the both sources. The samples produced in Picos showed satisfactory hygienic
and sanitary conditions. Among the imported garlic samples, only one showed unsatisfactory
conditions. Nevertheless, it is worth to remark the occurrence of different fungi genera in the analyzed
samples, which suggests that it needs a substantial attention in the foods storage and preservation.

Keywords. bacteria, molds, condiments, toxigenic fungi, microorganisms.
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INTRODUCAO

O alho ¢ um alimento utilizado tanto na
cura de doengas como na culindria, podendo
ser usado de varias formas por possuir varios
nutrientes, destacando-se os altos teores de
zinco, selénio e alicina, 6leo volatil sulfuroso
que caracteriza seu forte odor.

Por ser considerado um alimento funcional,
o alho colabora para melhorar o metabolismo
e prevenir problemas de saude. Seu principal
composto, a alicina é responsavel pela maioria
das propriedades farmacologicas, antioxidantes e
antibioticas, contra bactérias, fungos e virus?.

O Brasil é um dos paises que mais consome
alho, sendo principalmente comercializado na
forma in natura, embora se observe crescimento
gradativo do consumo de pastas e outros
derivados do alho’. O consumo de alho pelos
brasileiros cresceu de 166 mil toneladas para
308 mil toneladas entre 1996 e 2012*. Em varias
regides do Nordeste ha condig¢des propicias ao
seu cultivo, desde que sejam supridas as
necessidades hidricas da cultura, por meio de
irrigacao’.

H4  muito  tempo, 0s
industrializados ~ vém  sendo  amplamente
consumidos, principalmente pela populagio
urbana; entretanto, sua qualidade ndo pode ser
facilmente avaliada pelo consumidor no ato
da compra®. O uso dos condimentos estimulou
a importagdo, porém estes produtos podem
chegar ao consumidor com baixa qualidade
devido a perda de seus oleos essenciais volateis,
a contaminagdo por micro-organismos ou
infestagdo por insetos’.

Os condimentos, sob o ponto de vista
microbiolégico, em condigdes de umidade
e temperatura adequadas, podem favorecer
o desenvolvimento de fungos filamentosos ou
outros micro-organismos que propiciam a
deterioragdo do alimento e podem ocasionar
transtornos a saude do consumidor. No entanto,
alguns  condimentos  apresentam  atividade
antimicrobiana, o que pode ajudar na conservagao
de alimentos, enquanto outros estimulam
o metabolismo microbiano e tornam mais
rdpida a alteragdo e/ou sintese de toxinas®.

temperos

Desta  forma, a  contaminagdo  fungica
pode acarretar perdas econdmicas, seja pela
alteracdo dos produtos, como pela reducio
da sanidade devido a possivel contaminagdo

por micotoxinas’, as quais correspondem a
produtos do metabolismo secundario de
alguns fungos toxigenicos; micotoxinas

podem ser carcinogénicas, teratogénicas e/ou
imunossupressores, podendo causar efeitos tanto
em animais como em humanos que consomem
alimentos contaminados'’.

Condimentos podem ser contaminados
na sua origem, estocagem, transporte ou
mesmo durante a manipulagdo, por esporos
bacterianos, bolores e leveduras. Por outro
lado, o armazenamento em galpdes velhos,
umidos, mal ventilados, com paredes cobertas
de bolores, propiciam a multiplicagio das
espécies contaminantes e/ou a invasio por
novas espécies a partir do ambiente. A perda
de qualidade dos condimentos traduz-se por
diminui¢do das propriedades sensoriais como
cor, odor e sabor!.

Sabe-se que a contaminagdo, principalmente
por micro-organismos patogénicos representa
grande risco a saide dos consumidores, devido
a possibilidade de toxinfecgoes de origem
alimentar., Como os  condimentos  sio
adicionados a outras preparagdes, quando
estdo contaminados acabam por elevar a carga
microbiana presente nestes outros alimentos'
A estabilidade de alguns alimentos, diante
do possivel ataque por micro-organismos,
deve-se a presenga de substincias naturais que
apresentam atividade antimicrobiana como a
alicina no alho. Por mais saborosos que sejam
os condimentos, sobretudo ao proporcionar
o incremento das propriedades sensoriais
dos alimentos, elas nao sdo, de todo, isentas de
efeitos nocivos a saude".

Segundo  agricultores  locais,  poucos
municipios préximos a Picos ainda cultivam
alho e, considerando tratar-se de um condimento
produzido, comercializado e consumido no Brasil
aumenta a importincia de estudos que avaliem
a qualidade microbiolégica do alho produzido
no pais, assim como do alho que chega de
fora do Brasil. No Piaui, parte da populagio
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adquire seus alimentos nos mercados publicos,
onde os condimentos ficam expostos a venda em
caixotes de madeira ou de papelao empilhados,
de modo a permitir que o consumidor possa
tocar e cheirar o produto antes da compra,
pratica que favorece que os alimentos entrem
em contato com propagulos fingicos. Devido
a importancia dos condimentos para a
alimenta¢do local e por ndo haver estudos sobre
a possivel contaminagdo fungica neste produto
comercializado nos mercados publicos piauiense,
objetivou-se avaliar a qualidade higiénico-sanitaria
de amostras de alho oriundas da microrregidao
de Picos/PL.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 35 amostras do alho
produzido na microrregiao de Picos e 15 amostras
do alho importado e exposto a venda no mercado
da cidade de Picos/PI, entre os meses de fevereiro
a junho de 2013. Cada amostra apresentou
aproximadamente 100 gramas, tendo sido
devidamente acondicionadas em sacos plasticos
e encaminhadas ao Laboratério do Nucleo
de Estudos, Pesquisas e Processamento de
Alimentos do Centro de Ciéncias Agrarias, da
Universidade Federal do Piaui (NUEPPA/UFPI).

Para a realizagao das andlises, seguiu-se
o descrito na Instru¢io Normativa 62'*. Foram
pesadas assepticamente 25 g de cada amostra,
as quais foram transferidas para frasco contendo
225 mL de agua peptonada a 0,1 %, formando
a dilui¢do inicial (10"). A partir desta diluicdo
inicial, foram preparadas dilui¢bes decimais
seriadas até 107. Aliquotas de 1,0 mL de cada uma
das trés dilui¢des foram transferidas para placas
de Petri (em duplicata) e adicionados 20 mL de
agar padrdo para contagem, para a enumeragao
de bactérias mesodfilas, seguido de incubagdo a
37 °C, por 48 h.

Para coliformes totais e termotolerantes,
aliquotas de 1,0 mL de cada uma das trés
dilui¢ées foram transferidas para uma série de
3 tubos contendo o caldo Lauril Sulfato Triptose
(LST), seguido de incubagdo a 37 °C, por 48 h.
Decorrido o periodo de incubagao, os tubos
que apresentaram turvagdo do meio e produgao
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de gas no interior dos tubos de Durham
foram considerados positivos e a partir destes,
transferiu-se uma algada para tubos contendo
Caldo Bile Lactose Verde Brilhante e para tubos
contendo caldo EC, que foram incubados a 37 °C
e 45 °C respectivamente, durante 24 a 48 h.
Fez-se a contagem dos tubos positivos e negativos
e utilizou-se a tabela de NMP para calcular o
“Ntmero Mais Provavel” de coliformes por grama.

Para verificar a presenca de Salmonella spp.
nas amostras, seguiu-se como descrito na
Instrugdo Normativa 62'. Foi realizada a
incubagdo a 37 °C por 24 h, de 25 g de cada
amostra adicionados a 225 mL de dagua
peptonada. O enriquecimento seletivo foi
realizado nos meios liquidos seletivos, caldo
Rappaport Vassiliadis e caldo selenito-cistina.

Para bolores e leveduras, foram adicionadas
aliquotas de 0,1 mL na superficie do meio de
cultivo Dichloran Rose Bengal Cloranfenicol
(DRBC)®, incubadas a 25 °C por sete dias,
sendo as contagens realizadas nas placas
que apresentaram entre 10 a 150 UFC'*"Y.
Apdés a contagem, as colonias de bolores
foram identificadas quanto ao género pelas
caracteristicas macroscdpicas e microscopicas,
fazendo-se a prevaléncia dos géneros".

Apds a obtengao dos resultados foi realizada
andlise de variancia e teste de normalidade,
depois as médias foram comparadas pelo teste
Mann-Whitney (p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As condi¢oes de venda dos alimentos
nos mercados pesquisados eram precarias. O alho
era exposto em caixotes de madeiras e/ou caixas
de papelao empilhados, que permaneciam sob
luz direta do sol, e os consumidores tinham
livie acesso aos produtos, onde esses
eram comercializados a granel e podiam ser
manipulados pelos mesmos. Foi observada no
local a presenca de animais como cdes, gatos,
pombos e pequenos passaros. Além do alho,
eram  comercializados ~ pimentas,  corantes
naturais, frutas e verduras.

Os resultados obtidos na contagem de
bactérias mesofilas, coliformes e fungos estao
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representados na Tabela 1, onde se pode observar
que ndo houve diferenca significativa na
contamina¢ao entre o alho produzido em Picos
e o alho de importagdo. Com relagio a fungos

filamentosos, houve diferenca estatisticamente
significativa entre as amostras, onde o alho
produzido em Picos mostrou contagem maiores
em rela¢do ao alho de importagao.

Tabela 1. Contagem microbiana verificada no alho produzido e de importag¢do, comercializados na microrregido de Picos, PI

Micro-organismo Alho produzido em Picos Alho importado
Bactérias Mesofilas (UFC/g) 2,082 + 0,47 2,012 + 0,28
Coliformes Totais (NMP/g) 0,172 + 0,43 0,482+ 0,83
Coliformes Termotolerantes (NMP/g) 0,132 +-0,37 0,262 + 0,65
Fungos Filamentosos (UFC/g) 1,52 + 0,66 0,93" + 0,80
Fungos Leveduriformes (UFC/g) 0,152 + 0,48 0,112 + 0,44

b; Jetras iguais em coluna *®: letras iguais em linhas, resultados semelhantes (p < 0,001). UFC/g: Unidade Formadora de Colénia por grama;

NMP/g: Numero mais provavel por grama

Quando presente em um alimento, as
bactérias aerdbias mesdfilas indicam a qualidade
higiénica e sanitiria na qual o alimento foi
processado, como as condi¢cdes da matéria prima,
as condi¢Oes higiénicas durante o processamento
a eficacia dos processamentos tecnoldgicos,
as condi¢des sanitarias dos equipamentos e
utensilios, a vida de prateleira e o tempo de
armazenamento e distribui¢do dos alimentos.

Foram encontrados 9,2 x 10* UFC/g de
bactérias aerdbias mesdfilas nos alhos produzidos
em Picos e 32 x 10* UFC/g em alho de
importa¢ao. Leite et al'¥, em amostras de temperos
caseiros, encontraram bactérias mesofilas em
maijor quantidade nas amostras estudadas (3,5
x 10° UFC/g). Ja Carvalho et al’, em amostras de
alho e sal comercializados em Juiz de Fora/MG,
observaram médias variando de 1,30 a 5,80,
valores semelhantes ao encontrados nas amostras
de alho produzido em Picos e de importagao.

A salmonelose é um problema de saude
publica comum e economicamente importante,
sendo considerada como o principal agente
envolvidos em surtos de origem alimentar
responsavel por 35 % dos casos de DTA que
causaram interna¢do. No Brasil, é a principal
causa de surtos, sendo as regides sul e sudeste

as que mais notificam  ocorréncias*.
Nenhuma das amostras avaliadas neste estudo
apresentou ocorréncia de Salmonella  spp.,
indicando condi¢bes higiénica e sanitaria

satisfatorias*. O mesmo resultado foi descrito por

Leite et al’® em amostras de temperos caseiros.

Foi detectada a presenca de coliformes
em 11 amostras (22 %) analisadas, sendo em
maior quantidade em alho de importagao.
A legislacdo vigente estabelece a tolerdncia para
amostra indicativa de até 10> NMP/g, portanto
os resultados obtidos para coliformes totais e
termotolerantes sdo considerados aceitaveis para
a maioria das amostras analisadas, com excec¢do
de apenas uma amostra que apresentou contagem
> 1100 (NMP/g), proveniente do alho de
importagao®.

Leite et al"®, em estudo com temperos
caseiros de Feira de Santana, observaram
contagens para coliformes fecais maiores que
0,3 NMP/g. Ja Berbariet al*>, em estudo com pasta
de alho, observaram contagens para coliformes
fecais maiores que 0,3 NMP/g em diversas
amostras e, para bolores e leveduras maiores
que 10*UFC/g, sendo tais valores proximos aos
encontrado sem alho de importa¢ao, onde foram
observadas contagens para leveduras de 5,0 x 10"
UFC/g e de bolores de 3,8 x 10° UFC/g, enquanto
que e nas amostras adquiridas no mercado de Picos,
foram observadas contagens de 1,3 x 10* UFC/g de
leveduras e 1,8 x 10 UFC/g de bolores. Silva et al*,
das 36 amostras de condimentos analisados,
28 (77,77 %) apresentaram resultados positivos
para fungos, onde verificou-se valores variando
de 8,6 x 10°a 1,3 x 10° UFC/g, ndao havendo
diferenga significativa entre eles. Ja Carvalho et
al®° em amostras de alho e sal comercializados em
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Juiz de Fora/MG, observaram médias variando
de 1,00 a 4,36 UFC/g, valores semelhantes ao
encontrados nas amostras de alho produzido
em Picos e maiores quando comparados ao alho
de importa¢dao. Assim, a presenca de fungos
vidveis e em indices elevados nos alimentos
indica condigdes higiénicas deficientes ou
multiplica¢do no produto durante estocagem.
Sendo considerados de grande importancia na
determinagdo da qualidade da matéria-prima.

Os géneros Aspergillus, Fusarium e
Penicillium sdo os mais importantes e os mais
frequentemente  encontrados em  alimentos,
além de serem potencialmente produtores de
micotoxina'®. Tanto em amostras adquiridas nos
mercados de Picos PI, como nas amostras de
importa¢ao, foi possivel isolar diversos géneros,
entre os quais Aspergillus e Penicillium (Tabela 2).

Tabela 2. Géneros fungicos encontrados no alho produzido e
de importagao, comercializados na microrregiao de Picos, PI

Género Alho pro'duzido ' Alho

em Picos importado
Absidia spp. 6 (6,89 %) 1 (4,54 %)
Alternaria spp. 11 (12,64 %) 2 (9,09 %)
Aspergillus spp. 19 (21,83 %) 7 (31,81 %)
Chrysonilia spp. 5 (5,74 %) 2 (9,09 %)
Cladosporium spp. 21 (24,13 %) 7(31,81 %)
Fusarium spp. 6 (6,89 %) 0 (0,00 %)
Moniliella spp. 3 (3,44 %) 1 (4,54 %)
Penicillium spp. 16 (18,39 %) 2 (9,09 %)

Total 87 (100 %) 22 (100 %)

Silva et al”, em amostras de condimentos
provenientes das feiras livres e dos supermercados
de Teresina/PI, observaram a ocorréncia de
Aspergillus como género predominante, seguido
de Penicillium, e em menor quantidade Fusarium
e Absidia. Géneros também encontrados por
Souza et al*, em amostras de condimentos
artesanais e industrializados de Recife/PE.

As condi¢oes de manipulagdo das amostras
podem ter influenciado na contaminagdo,
portanto, deve-se ter cuidado no armazenamento
e a manipulagdo desses produtos, assim como
medidas higiénicas devem ser implantadas para
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reduzir a contaminacido microbiana e aumentar
a seguranca dos consumidores. Vale ressaltar
que embora a contagem possa ser considerada
baixa, foi observado um numero significativo
de diferentes géneros presente nas amostras,
0 que requer uma maior atengdo no seu
armazenamento, contribuindo para uma melhor
conservagao do produto.

CONCLUSAO

As amostras de alho analisadas proveniente
da microrregido de Picos-PI apresentaram
condi¢oes higiénicas e sanitdrias satisfatorias.
Porém, uma amostra de alho importado
apresentou condi¢cdes higiénicas e sanitarias
insatisfatérias. No entanto, vale destacar a
presenca dos géneros fungicos encontrados,
sugerindo maior atencdo no armazenamento e
conservagao.

REFERENCIAS

1. Leonéz AC. Alho: Alimento e Saide [monografia].
Brasilia (DF): Universidade de Brasilia (UnB), 2008.

2. Associacio Nacional dos Produtores de Alho -
ANAPA. Produtores do RS comemoram a qualidade
do alho. 2013. [acesso 2015 Abr 17]. Disponivel em:
[http://www.anapa.com.br/simples/?p=1909].

3. Oliveira CM, Souza R], Mota JH, Yuri JE, Resende
GM. Determinagao do ponto de colheita na produgao
de alho. Horticult Bras. 2003;21(3):506-9.

4. Gutierrez ASD, Rocha IL. O Consumo de alho no
Brasil. Ver Nosso Alho. 2014; n° 19 p. 30-31.

5. Amorim JRA, Fernandes PD, Gheyi HR, Azevedo
NC. Efeito da salinidade e modo de aplicagdo
da agua de irrigacdo no crescimento e produgido
de alho. Pesq Agropec Bras. 2002;37(2):167-76.
[DOL: 10.1590/50100-204X2002000200008].

6. Carvalho W, Silva CAS, Vilela MAP, Meurer VM.
Avalia¢ao da qualidade e composi¢ao de temperos
alho e sal industrializados, comercializados na
cidade de Juiz de Fora. Alim Nutr.1998;9:39-52.



Fontenele LMS, Azevedo MLX, Cardoso Filho FC, Muratori MCS, Sa LRS, Pereira MMG. Qualidade microbioldgica do alho (Allium sativum)
produzido e comercializado em mercados publicos. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2015;74(4):420-5.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Graciano RAS, AtuiMB, Dimov MN. Avalia¢do
das condigoes higiénico-sanitarias de cominho
e pimenta do reino em poé comercializados em
cidades do Estado de Sao Paulo, Brasil, mediante
a presenca de matérias estranhas. Rev Inst Adolfo
Lutz. 2006;65(3):204-8.

International Commission on Microbiological
Specifications for Foods - ICMSE. Microbial Ecology
of Foods. v.2. New York: Academic Press, 1980.

Santos MRR, Cardoso Filho FC, Lima VBS,
Sousa AWB, Caldas ML, Muratori MCS.
Pesquisa de fungos produtores de ocratoxina A
em granola comercializada. Rev Inst Adolfo Lutz.
2013;72(3):226-30.

Vecchia AD, Fortes RC. Contaminagdo fingica
em granola comercial. Ciénc Tecnol Aliment.
2007;27(2):324-7. [DOL: 10.1590/S0101-
20612007000200020].

Germano PML, Germano MIS. Importancia e risco
das especiarias. Rev Hig Alim. 1998;12(57):23-31.

Furlaneto L, Mendes S. Analise microbioldgica
de especiarias comercializadas em feira livre e em
supermercados. Alim Nutr. 2004;15(2):87-91.

Germano PML, Germano MIS. Higiene e
vigilancia sanitaria de alimentos. 3 ed. Barueri(SP):
Manole; 2008.

Brasil. Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento. Instru¢do Normativa n° 62,
de 26 de agosto de 2003. Oficializa os Métodos
Analiticos Oficiais para Andlises Microbioldgicas
para Controle de Produtos de Origem Animal e
Agua. Didrio Oficial [da] Republica Federativa do
Brasil. Brasilia, DE, 18 setembro 2003. Segéo 1, p.14.

Pitt JI, Hocking AD. Fungi and spoliage. 2 ed.
London: Blackie academic and Professional, 1999.

Dalcero A, Magnoli C, Chiacchiera S, Palacios G,
Reynoso M. Mycroflora and incidence of afaltoxin
B1, zearalenone and deoxynivalenol in poultry feeds
in Argentina. Mycopathologia. 1997;137(3):179-84.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Dalcero A, Magnoli C, Luna M, Ancasi G, Reynoso
M, Chiacchiera S. Mycoflora and naturally
ocurring mycotoxins in poultry feds in Argentina.
Mycopathologia.1998;141(1):37-43.

Leite IC, Freitas JR, Reis MJB. Silva VA. Andlise
microbiologica de condimento pronto produzido
em Feira de Santana. 2011. [acesso 2015 Abr 17].
Disponivel em: [http://www.ebah.com.br/content/
ABAAAe590AF/microbiologia-processos].

Centers for Disease Control and Prevention - CDC.
Foodborne Illness, Foodborne Disease, (sometimes
called “Food Poisoning”) 2012. [acesso 2015 Out 02].
Disponivel em: [http://www.cdc.gov/foodsafety/
facts.html#howmanycases].

Garcia M. Surtos Alimentares no Brasil - dados
atualizados em 2013. Food Safety Brazil: Seguranga
de Alimentos. 2013. [acesso 2015 Out 02].
Disponivel em: [http://foodsafetybrazil.com/surtos-
alimentares-no-brasil-dados-atualizados-em-2013].

Brasil. Ministério da Saude. Resolu¢gdo RDC
Ne 12, de 02 de janeiro de 2001. Aprova
0  Regulamento  técnico  sobre  padroes
microbioldgicos para alimentos. Didrio Oficial [da]
Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DE, 02 jan.
2001.Segdo 1, n° 7-E. p.45-53.

Berbari SAG, Silveira NFA, Oliveira LAT. Avaliagdo
do comportamento de pasta de alho durante o
armazenamento (Allium sativum L.). Cienc Tecnol
Aliment. 2003;23(3):468-72. [DOI: 10.1590/S0101-
20612003000300029].

Silva LP, Alves AR, Borba CM, Mobin M.
Contaminagdo fingica em condimentos de feiras
livres e supermercados. Rev Inst Adolfo Lutz.
2012; 71(1):202-6.

Souza JCR, Barros GC, Mendes ES, Mendes PP,
Alves CAB. Avaliagio microbiolégica de
condimentos artesanais e industrializados da grande
Recife, PE. Hig Aliment. 2006;20(145):105-8.

425



Rev Inst Adolfo Lutz
ARTIGO ORIGINAL/ ORIGINAL ARTICLE

Parametros de qualidade de polpas de frutas congeladas

Parameters of quality of frozen fruit

RIALA6/1677

Tania Maria Neves CASTRO', Pamella Volpato ZAMBONI? Silvia DOVADONI!, Adelino
CUNHA NETO!, Luiz José¢ RODRIGUES"

*Endereco para correspondéncia: 'Departamento de Alimentos e Nutricdo (DAN), Faculdade
de Nutricio (FANUT), Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT). Av. Fernando Corréa
da Costa, 2367, Bloco CCBS I, Bairro Boa Esperanga, Cuiabda, MT, Brasil. CEP: 78060-900.
Tel: 65 3615-8811. E-mail: rodrigues.lui3@uol.com.br

“Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia de Mato Grosso (IFMT), Campus Bela Vista,
Cuiaba, MT

Recebido: 27.03.2015 - Aceito para publicagdo: 30.12.2015

RESUMO

Neste trabalho foram avaliadas as qualidades microbioldgica, fisica e quimica de polpas de
frutas congeladas de diferentes sabores e marcas, comercializadas no municipio de Cuiabd - MT.
O experimento foi conduzido em DIC, disposto em um arranjo fatorial 3 x 2, em amostras de
trés marcas (X, Y e Z) de dois periodos de coletas (junho/2014 e outubro/2014), e em triplicata.
Foram realizadas analises de: coliformes a 35 °C e a 45 °C, Salmonella spp., fungos filamentosos e
leveduras, cor (L*a*b*), pH, acidez titulavel, solidos soluveis, ratio e vitamina C. Todas as amostras
de polpas de frutas congeladas analisadas, independentemente do sabor, da marca e do periodo de
coleta, ndo apresentaram contagens de coliformes a 35 °C e a 45 °C, tampouco houve isolamento
de Salmonella spp.; e baixas contagens de fungos filamentosos e leveduras foram detectadas. Houve
varia¢des dos valores de cor (L*a*b*), pH, acidez titulével, solidos soluveis, ratio e vitamina C entre
as marcas e os periodos de coletas em todas as amostras de polpas de frutas analisadas. Algumas
amostras de polpas demonstraram valores fora dos limites preconizados pela IN n° 1 de 7 de janeiro
de 2000 do MAPA, que indicaram padrdes de identidade e de qualidade deficientes.

Palavras-chave. refrigeragdo, microbiota contaminante, pardmetros fisicos e quimicos.

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the microbiological, physical and chemical qualities
of frozen fruit pulp of different flavors and brands, marketed in the city of Cuiaba - MT.
The experiment was conducted in DIC, arranged by a 3 x 2 factorial scheme, using samples from
three brands (X, Y and Z) and from two sample collecting periods (June/2014 and October/2014)
and in triplicate. The following analyses were performed: coliforms at 35 °C and 45 45 °C, Salmonella,
yeasts and molds, color (L*a*b*), pH, titratable acidity, soluble solids, ratio and vitamin C.
All of the analyzed frozen fruit pulp samples, regardless of the flavor, the brand and the sampling
period, none of them showed coliforms at 35 °C and 45 °C, and no Salmonella either; and low counts
of filamentous fungi and yeasts were found. Variations on the color (L*a*b*), pH, titratable acidity,
soluble solids, ratio and vitamin C values were found among the brands and sampling periods of all
of the analyzed fruit pulps samples. Some samples showed values which did not follow the limits
prescribed by the NI n° 1 of 7 January 2000 of the MAPA, indicating unsatisfactory identity and
quality standards.

Keywords. refrigeration, microbial contaminants, physical and chemical parameters.
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INTRODUCAO

Apesar do crescimento do mercado de
polpas de frutas congeladas, a qualidade desses
produtos ndo acompanha essa tendéncia,
fato esse que vem alertando varias entidades
publicas e orgaos governamentais, na busca de
produtos mais saudaveis sob o ponto de vista
biolégico e sem alteragbes pronunciadas em
suas caracteristicas sensoriais, evidenciadas por
modificagbes nos seus parametros quimicos
e bioquimicos, em virtude, provavelmente,
de problemas decorrentes de deficiéncias na

matéria-prima, no processamento e/ou no
armazenamento do produto’.
A produgio de polpas de frutas

congeladas surge como excelente alternativa no
aproveitamento do excedente desses vegetais,
podendo ser elaborada nas épocas de safra e
permitindo a oferta das polpas nos periodos
de entressafra, evitando os problemas ligados
a sazonalidade.

De acordo com o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), polpa é o
produto ndo fermentado, nao concentrado ou
diluido, obtido pelo esmagamento de frutos
polposos®. Além disso, devem ser preparadas
com frutas sas, limpas, isentas de matéria terrosa,
de parasitas e detritos de animais ou vegetal.
Nédo deverdo conter fragmentos das partes nao
comestiveis da fruta, nem substincias estranhas
a sua composi¢do normal, devendo ser observada
também a presenca ou auséncia de sujidades,
parasitas e larvas.

A conscientizagdo do consumidor quanto
as vantagens de uma alimenta¢do saudavel
baseada em uma dieta rica em frutas, com alto
valor nutricional e ampla variedade de sabores,
tém incrementado a demanda de polpa de
frutas congeladas no mercado, além de embalagens
praticas congelaveis, dispensando uso de aditivos
quimicos, preservando as propriedades originais
da fruta, igualando a alimentagiao saudavel a
praticidade que os tempos modernos exigem®.

A qualidade da polpa congelada esta
relacionada a preservagio dos nutrientes e
as suas caracteristicas microbioldgicas, fisicas,
quimicas e sensoriais, que devem ser proximas

da fruta in natura, de forma a atender as
exigéncias do consumidor e da legislagdo vigente.
Tais caracteristicas ndo podem ser alteradas pelos
equipamentos, utensilios, recipientes e embalagens
utilizadas durante o seu processamento e
comercializa¢do®.

Os requisitos microbiologicos sdo alvos a
serem considerados na qualidade de polpas de
frutas congeladas, a fim de se avaliar a presenca
de micro-organismos, condi¢des de higiene em
que os alimentos sdo preparados, os riscos que
o alimento pode oferecer a saude do consumidor
e a vida prateleira do produto.

O controle de qualidade, no que diz
respeito aos parametros fisicos e quimicos
de polpas de frutas congeladas, como cor, pH,
solidos solaveis, acidez titulavel e vitamina C,
também devem ser considerados, uma vez que
sao muito importantes na padronizagio do
produto e na andlise de alteragdes ocorridas
durante o processamento e o armazenamento.

A cadeia de frio para polpas de frutas
congeladas deve ser respeitada, de modo a
nao comprometer a qualidade do produto,
preservando suas qualidades sensoriais (aroma,
cor, sabor e consisténcia), prevenindo o
desenvolvimento de microrganismos deteriorantes
e a ocorréncia de reagdes quimicas e enzimaticas

indesejaveis’.
Nesse contexto, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar a qualidade

microbioldgica, fisica e quimica de polpas de
frutas pasteurizadas e congeladas, coletadas em
diferentes periodos, de marcas processadas em
diferentes regides do Brasil e comercializadas no
municipio de Cuiaba - MT.

MATERIAL E METODOS

Obten¢ao das amostras

Para a condu¢ao da pesquisa foram
amostradas diferentes marcas comerciais de
polpas de frutas pasteurizadas e congeladas,
provenientes de industrias localizadas em trés
estados do Brasil (Bahia, Mato Grosso e Parana).
As amostras foram adquiridas, em triplicata, nos
meses de junho de 2014 (1* coleta) e outubro de
2014 (22 coleta), em diferentes estabelecimentos
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comerciais da cidade de Cuiaba, Mato Grosso,
Brasil.

As amostras foram transportadas em
suas embalagens originais e integras, em caixa
térmica para o Laboratério de Tecnologia de
Alimentos, da Faculdade de Nutricio - FANUT,
da Universidade Federal de Mato Grosso - UFMT,
Cuiaba - MT, sendo mantidas congeladas em
freezer vertical na temperatura de -18 °C, para
posteriores analises.

O  experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado (DIC),
disposto em um arranjo fatorial 3 x 2, ou seja,
3 niveis do fator marcas (X, Y e Z) e 2 niveis do
fator periodos de coletas (Junho/2014 e
Outubro/2014), com 3 repeti¢oes. As polpas de
frutas congeladas das diferentes marcas, foram
coletadas nos sabores acerola, goiaba e maracuja,
sendo que para resguardar a identidade das
empresas avaliadas, estas foram identificadas pelas
letras X, Y, e Z. Cada amostra foi identificada
quanto a origem, nimero do lote, data de fabricagao
e data de validade, procurando reunir as mesmas
caracteristicas em cada periodo de coleta. A parcela
experimental foi representada por 3 embalagens de
100 g, analisadas em sistema de pool (homogenato
das trés amostras da parcela experimental,
de mesma marca, sabor, lote e coleta), perfazendo
um total de 54 amostras.

Previamente as andlises, as amostras
foram descongeladas nas embalagens originais
do produto, em geladeira (2-5 °C) por 18 horas,
em seguida, as amostras foram homogeneizadas
por agitagio e deixadas em repouso para
estabelecer o equilibrio com a temperatura
ambiente.

Analises microbioldgicas

Assepticamente se retirou uma aliquota de
25 g de polpa que foram inclusas em 225 mL de
solugdo salina peptonada 0,1 % (p/v) esterilizada,
contida em saco plastico estéril para Stomacher
de 720 mL (Hexis Cientifica® S/A, Brasil) e
processadas em homogeneizador de amostras
Stomacher (Marconi®, Brasil), durante 60 segundos.
Posteriormente diluidas 10, 100 e 1000 vezes,
para analise de coliformes e fungos. Todas as
analises foram realizadas segundo a Internacional
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Commission on Microbiological Specification for
Foods Method - ICMSF* e Silva et al’.

Os coliformes, 35 °C e 45 °C, foram
determinados através de analise de tubos
multiplos com séries de trés tubos de caldo
lauril sulfato triptose (Himedia®, Mumbai, India),
analise presuntiva, confirmatéria em caldo
verde brilhante bile a 2 %, e caldo Escherichia
coli (Himedia®, Mumbai, India), incubados pelo
periodo de 24/48 horas, e os resultados expressos
em log NMPg, (ICMSF® e Silva et al’).

A enumeracdo de fungos filamentosos
e leveduras foi realizada utilizando-se o
método contagem direta por plaqueamento

em profundidade e os resultados expressos em
log UFC.g™.

Pesquisa de Salmonella spp. compreendeu
trés fases: pré - enriquecimento em dagua
peptonada tamponada (Himedia®, Mumbai, India),
enriquecimento seletivo em caldo de Rappaport-
Vassiliadis (RV) de caldo tetrationato (TT),
(Himedia®, Mumbai, India), e o isolamento
diferencial em Rambach agar (Merck®, Alemanha),
e agar verde brilhante (Himedia®, Mumbai, India),
as coldnias suspeitas Salmonella foram submetidas
a provas bioquimicas para identificagdo (ICMSF®
e Silva et al.%).

Analises fisicas e quimicas

Os valores das coordenadas de cor
das polpas de frutas foram determinados com o
auxilio do colorimetro Minolta, modelo CR-400,
com iluminante D65 e no sistema CIE L*a*b*.
As leituras dos valores L*, a* e b* foram feitas
de forma aleatéria nos lados opostos das trés
embalagens dos produtos de cada repeticao.

As andlises de acidez titulavel (AT), pH e
solidos soluveis (SS) foram realizadas na polpa
sem diluicdo e apds o seu descongelamento.
A determina¢do de AT (% de acido citrico)
foi realizada por titulaggo com solu¢ao de
NaOH 0,1 N, utilizando como indicador a
fenolftaleina®. Os SS foram determinados por
refratometria, utilizando-se refratdmetro digital,
marca RR 11 - Nr 19501

A determinagao do ratio foi realizada pela
relacdo entre solidos soluveis e acidez titulavel,
feita por meio da operacgdo algébrica de divisao de
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valores encontrados para essas variaveis, segundo
a técnica estabelecida nas Normas Analiticas
do Instituto Adolfo Lutz', sendo os resultados
expressos em numeros absolutos.

A determinagdo do teor de vitamina C
seguiu as recomendagdes do Instituto Adolfo
Lutz', pelo método volumétrico de Tillmans,
com os resultados expressos em miligramas de
acido ascorbico por 100 g de polpa de fruta.

Anilise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o
auxilio do programa estatistico SISVAR 4.3'
Apdés a andlise de varidncia dos resultados
obtidos, observou-se o nivel de significincia do
teste £ As médias dos tratamentos, quando
significativas, foram comparadas pelo teste de
Scott-Knott, a 5 % de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analises microbioldgicas

As 54 amostras avaliadas se apresentaram
dentro dos limites da Resolugdo RDC n° 12, de
02 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que preconiza para
polpas de frutas congeladas, limite maximo de 5 x
10> NMP/g (2,7 ciclos log) para coliformes a 45 °C
e auséncia de Salmonella spp. em 25 g do produto®’,
independentemente do sabor, da marca e do periodo
de coleta.

A auséncia da contagem de micro-organismos
do grupo dos coliformes e de Salmonella spp.
nas polpas de frutas estd associada a qualidade
satisfatoria do produto, que se dd, possivelmente,
por meio de adequada aplicagdo das técnicas
de processamento e/ou armazenamento. Outros
autores apresentaram resultados semelhantes',
indicando que esse comportamento se deve
a manipulagdo correta da matéria prima no
processamento das polpas de frutas congeladas.

A RDC n° 12, de 2001 da ANVISA®,
nao estabelece limites para fungos filamentosos
e leveduras, contudo, o MAPA, por meio da
Instru¢do Normativa n° 1, de 7 de janeiro de
2000, limita esses microrganismos numa
contagem de 2 x 10° UFC/g (log 3,30 UFC/g)
para polpa de fruta que sofreu tratamento térmico

e/ou conservada quimicamente’. Considerando
os valores encontrados para essa variavel no
presente trabalho (Tabela 1), todas as amostras
analisadas estao dentro dos limites preconizados.
As baixas contagens de fungos filamentosos
e leveduras em alimentos frescos e congelados
sao consideradas normais, enquanto que,
elevados valores representam, além do aspecto
deteriorante, que resulta em rejeicdo do produto
pelo consumidor, riscos a saude publica devido
a possivel produ¢ao de micotoxinas por algumas
espécies de fungos, podendo crescer e produzir
toxinas em alimentos submetidos a processos
tecnolégicos, devido a sua resisténcia ao
calor, ao congelamento, alguns antibidticos e
irradiacio’®. E importante ressaltar ainda, que
estratégias de sanitizacdo e condigdes adequadas
de temperatura na conservagio das polpas
reduzem sua microbiota normal, além das
temperaturas de pasteurizacdo, que controlam
o crescimento de alguns patogenos, acreditando
que essas agdes influenciaram no controle da
microbiota das polpas de frutas analisadas
nesse trabalho. As polpas de frutas contém
altos teores de agua e de agucares, o que
favorece o desenvolvimento microbiano, mas a
pasteurizagdo mostrou-se eficiente em inibir o
crescimento de fungos filamentosos e leveduras.

As contagens de fungos filamentosos
e leveduras estavam abaixo do limite maximo
aceitavel, no entanto, podemos observar
nos resultados encontrados que estes micro-
organismos foram afetados significativamente
(p < 0,05), pela interacdo periodos de coleta:
junho/2014 (outono) e outubro/2014 (inverno)
entre as marcas (X, Y e Z) das polpas de frutas
congeladas (Tabela 1). As polpas da marca
X, proveniente da regido Sul, apresentaram
contagens maiores no 1° periodo de coleta,
sendo exce¢do a polpa de acerola com contagens
elevadas no 2° periodo. As polpas de frutas das
marcas Y e Z mostraram uma homogeneidade de
elevadas contagens no 1° periodo em rela¢ao ao
2°, marcas correspondentes as regides Centro-
Oeste e Nordeste, respectivamente. Observando
as contagens destes micro-organismos em
relagio aos sabores, verifica-se que nas polpas
de goiaba e acerola produzidas pelo fabricante Y
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Tabela 1. Valores médios de fungos filamentosos e leveduras (log UFC.g') de marcas de polpas de frutas congeladas coletadas em

diferentes periodos

Fungos filamentosos e leveduras (log UFC.g™")

Periodos de coletas

Polpas de frutas Marcas
Jun/2014 Out/2014
X 0,54bA 1,57¢B
Acerola Y 0,37aB 0,20bA
Z 0,69¢B 0,11aA
X 0,82bB 0,70cA
Goiaba Y 0,12aA 0,09bA
Z 1,10cB 0,03aA
X 0,48aB 0,44cA
Maracuja Y 0,63bB 0,26bA
Z 1,46cB 0,10aA
CV (%) 3,82
MAPA™ Miéximo de 2 X 10° UFC.g! (log 3,30 UFC.g™")

*Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna, representam semelhanga estatistica entre as marcas (X, Y e Z), a 5 % de probabilidade,
pelo teste de Scott-Knott; **Médias seguidas da mesma letra maitscula na linha, representam semelhanga estatistica entre os periodos de coleta
(Junho/2014 e Outubro/2014), a 5 % de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott; “"MAPA, Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento

- Instru¢ao Normativa n° 1, de 7/01/2000

foram detectadas baixas contagens, tanto no 1°,
quanto no 2° periodo de coletas (Tabela 1).
Segundo o CPTEC/INPE (Centro de Previsao do
Tempo e Estudos Climaticos/Instituto de Pesquisa
Espacial), na regido nordeste, na estagdo do
outono hd um aumento nas chuvas e diminui¢io
na temperatura, na primavera acontece a seca
e a manuten¢do de temperaturas elevadas nesta
regido. Nas regides sul e centro-oeste, no outono
apresentam  baixos indices  pluviométricos,
e baixas temperaturas, na primavera chuvas
intensas no centro-oeste e intermitentes no sul,
com uma elevagdo gradativa na temperatura
(CPTEC/INPE). Talvez estes fatores associados
as condi¢des de higiene ambiental influenciem
nas contagens, justificando assim os resultados
obtidos pelo fabricante Y nos produtos dos dois
periodos.

Analises fisicas e quimicas

A avaliacdo das coordenadas de cor,
por meio dos valores L*, a* e b*, foi afetada
significativamente pelas marcas das polpas de
frutas congeladas, ndo sendo influenciada pela
coleta, tampouco pela interacdo entre marcas
das polpas de frutas congelas e tempos de coleta
(p £0,05) (Tabela 2).

Na polpa de fruta congelada sabor acerola,
os valores de L*, a* e b* apresentaram-se
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estatisticamente  diferentes entre as marcas
X, Y e Z, com os maiores valores de L* e b*
encontrados na marca Z, proveniente da regiao
Nordeste, e maiores valores de a* na marca X,
advinda da regido Sul. Ja nas polpas de frutas
congeladas nos sabores goiaba e maracuja,
pode-se observar comportamento semelhante,
sendo que os valores de L* e b* foram maiores
nas marcas Y e Z, nao diferindo estatisticamente
entre si; e a marca Z apresentando o maior
valor da varidvel a*; com X e Y semelhantes
estatisticamente (Tabela 2).

A cor é um atributo de qualidade
importante tanto para frutos in natura quanto
aos produtos pds-processamento, sendo um fator
decisivo na escolha do produto pelo consumidor”.
A determinagdo instrumental da cor em polpas
de frutas congeladas, medida por meio dos
parametros L*, a* e b*, torna-se de grande valia
na avaliagdo de qualidade desses produtos,
sendo que variagdes nos valores desses pardmetros
podem representar diferengas, sobretudo, na
época de colheita e no estddio de maturagdo da
matéria-prima'®.

Possivelmente, as diferencas encontradas
entre as marcas X, Y e Z nas polpas congeladas
nos sabores acerola, goiaba e maracuja, se devem
ao estadio de maturagdo desses frutos a época da
colheita, tendo relagdo direta com a cor do produto
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Tabela 2. Valores médios de cor (valores L* a* e b*) de diferentes marcas de polpas de frutas congeladas

Marcas
Polpas de frutas L* a* b*
X Y Z X Y Z X Y Z
Acerola 37,73b 35,43a 46,04c 19,96¢ 17,19b 8,91a 20,15b 17,20a 32,56¢
Goiaba 40,70a 46,69b 45,02b 16,19a 15,38a 20,50b 19,53a 23,51b 24,94b
Maracuja 41,34a 49,36b 50,86b 0,84a 0,82a 3,95b 33,04a 39,88b 41,70b
CV (%) 4,22 7,97 9,68

*Médias seguidas da mesma letra, representam semelhanga estatistica entre as marcas (X, Y e Z), a 5 % de probabilidade, pelo teste de

Scott-Knott

final. A colora¢ao dos vegetais pode pertencer a
trés classes principais: carotenoides, antocianinas e
clorofila. Portanto, a coloracao das frutas é resultante
dos pigmentos clorofila e carotenoides presentes
nos cloroplastos e cromoplastos, bem como
dos pigmentos fendlicos (antocianinas, flavonois
e protocianinas) presentes nos vacuolos; no caso
da acerola, goiaba e maracuji, representado
principalmente, pelos carotenoides, presentes
por meio dos ésteres de xantofila e caroteno,
responsaveis pela cor amarela (coordenada b*)
das frutas maduras e as antocianinas que
conferem as cores vermelha e violeta (coordenada
a*), sendo que esses pigmentos podem estar
presentes em maiores teores em fun¢do do seu
estadio de maturacdo na colheita®’.

Pereira et al” e Benevides et al'®, trabalhando
com a avaliacdo da qualidade de diferentes polpas
de frutas congeladas, observaram que as marcas
também promoveram diferengas significativas em
relagdo aos parametros L*a* e b* nos produtos,
vindo ao encontro dos resultados detectados no
presente trabalho. Esses autores ainda creditam
essa diferenca entre as marcas, devido a possiveis
variagdes climaticas, no ponto de colheita,
resultando em diferencas nos teores pigmentos
presentes nos frutos.

Neves", verificando a estabilidade de
polpa congelada de acerola, obteve valores de
L* variando de 36,79 a 47,50; a* de 6,59 a 14,20 e
b* 16,93 a 23,06. Pereira et al'’, avaliando a cor
na polpa congelada de goiaba, encontrou valores
de L* variando de 47,89 a 45,82; a* de 22,79 a
15,47; e b* de 14,77 a 10,94, entre as marcas.
Vianna-Silva®, determinando a qualidade de
suco de maracuja, mostrou as coordenadas L* a*
e b* variando de 44,51 a 46,01; 4,38 a 7,94; 38,97
a 39,28, respectivamente. Baseado nesses autores,

os valores do presente trabalho se encontram
discrepantes para a polpa de goiaba na marca X
e polpa de maracuja em todas as marcas na
cor L*; para a polpa de acerola nas marcas X e Y
e polpa de maracuja em todas as marca na cor
a*; para a polpa de acerola na marca Z, polpa de
goiaba e de maracuja em todas as marcas para a
cor b*, o que corrobora para indicar diferengas
na matéria-prima, sobretudo, em rela¢ao ao indice
de maturidade.

As variaveis pH, acidez titulavel (AT) e sdlidos
soliveis (SS) foram afetadas significativamente
pela interacdo periodos de coleta (junho/2014 e
outubro/2014) e marcas (X, Y e Z) das polpas de
frutas congeladas (p < 0,05) (Tabela 3). As polpas
congeladas nos sabores acerola, goiaba e maracuja
apresentaram maiores valores de pH, AT e SS
no 2° periodo de coleta quando comparados com
o 1° periodo, independentemente da marca
avaliada. No sabor acerola, nos 1° e 2° periodos
de coleta, os maiores valores de pH, AT e SS
foram apresentados pelas marcas Y, Z e X,
respectivamente, sendo que as demais marcas
foram semelhantes em cada variavel, a excecao do
SS, que diferiram entre si em ambos os periodos.
Ja no sabor goiaba, no 1° periodo de coleta, os
maiores valores de pH, AT e SS foram apresentados
pelas marcas X, Z e Y, respectivamente, enquanto
que, no 2° periodo de coleta, os maiores valores
dessas varidveis foram promovidos pelas marcas
X, X e Y, respectivamente, sendo que as outras
marcas foram diferentes em cada variavel, a
excecdo da AT, em que as marcas X e Y foram
semelhantes em ambos os periodos. Nas polpas
congeladas no sabor maracuja, as marcas Z, X e
X apresentaram os maiores valores de pH, AT e
SS, respectivamente, na 1* coleta, sendo que os
mesmos parametros avaliados na 2* coleta foram
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majoritarios nas marcas X para pH, X para AT e Y
para SS (Tabela 3).

As oscilagdes observadas nas variaveis pH,
acidez titulavel e sélidos soliveis entre as marcas e
os periodos de coleta, podem indicar deficiéncias
quanto ao controle de qualidade da matéria-prima
utilizada nas industrias de polpas. Essas diferengas
nos constituintes em polpas de frutas se devem
ainda, a procedéncia do fruto (solo, estagdo do ano,
sistema de produ¢do, maturagdo) e a0 manuseio
(transporte, acondicionamento, processamento e
armazenamento)'s.

Alguns autores discorrem sobre importantes
variagdes na qualidade de polpas de frutas
congeladas, seja entre os periodos de coleta
das amostras, seja pelas marcas obtidas para
avaliacao, cujos trabalhos apresentaram resultados
semelhantes aos encontrados na presente
pesquisa, para os valores de pH, AT e S§'**1,

A industria de alimentos utiliza o efeito do
pH sobre os micro-organismos, para a preservagao
dos alimentos. O grau de acidez dos alimentos tem
uma influéncia na determina¢io da microbiota
alterante, principalmente no que se refere aos
alimentos com baixo pH¥. Assim, pode-se dizer
que os baixos valores de pH encontrados no
trabalho tenham contribuido sensivelmente para
as diminutas contagens de bolores e leveduras

e a auséncia de bactérias (Salmonella sp. e
coliformes a 5 °C), averiguadas nas polpas de
frutas congeladas nos diferentes sabores.

A acidez é um parametro importante na
apreciacado do estado de conservagio de um
produto alimenticio. Geralmente, um processo
de decomposi¢do do alimento, seja por hidrolise,
oxida¢do ou fermentacdo, altera quase sempre
a concentra¢do dos ions de hidrogénio, e por
consequéncia a sua acidez*.

Os 4cidos organicos sdao  produtos
intermediarios do metabolismo respiratorio
dos frutos e sdo muito importantes do ponto de
vista do sabor e odor. De forma geral, a acidez
diminui com o processo de maturagdo do fruto,
estando presentes em alimentos e influenciam o
sabor, odor, cor, estabilidade e a manutencdo de
qualidade’®.

Os sodlidos soluveis sdo usados como indice
de maturidade de alguns frutos e indica a
quantidade de substancias que se encontram
dissolvidas no suco, sendo constituidos por
compostos soluveis em dagua, que representam
substancias, tais como: agucares, acidos, fenolicos,
vitaminas, organicos e pectinas'®*.

O teor de sdlidos soluveis pode variar com
a quantidade de chuva durante a safra, fatores
climaticos, variedade, solo, tipo de processamento,

Tabela 3. Valores médios de pH, acidez titulavel - AT (% de acido citrico) e s6lidos soluveis — SS (%) de marcas de polpas de frutas

congeladas coletadas em diferentes periodos

Periodos de coletas

Polpas de frutas Marcas Jun/2014 Out/2014
pH AT SS pH AT SS

X 3,2aA 0,69aA  7,17cA 3,6aB 0,8aB 8,14cB
Acerola Y 3,7bA 0,74aA  7,00bA 3,9bB 0,96bB 7,10bB

Z 3,32A 1,02bA  6,46aA 3,6aB 1,12cB  6,92aB
PIQ*** 2,80 0,80 5,50 2,80 0,80 5,50

X 4,02cA  0,40aA  8,50bA 4,29bB 0,45aB 9,17aB
Goiaba Y 3,92bA  0,42aA  9,53cA 4,38cB 0,48aB 9,83bB

Z 3,64aA 0,74bA  8,17aA 3,92aB 0,98bB 11,00cB
PIQ*** 3,50 0,40 7,00 3,50 0,40 7,00

X 2,80aA  2,74bA 10,67cA 3,32cB 3,19¢cB 11,67aB
Maracuja Y 3,00bA  2,52aA 10,50bA 3,20bB 3,04bB 15,33¢cB

Z 3,38cA  2,57aA 10,33aA 3,12aB 2,68aB 13,33bB
PIQ*** 2,70 2,50 11,00 2,70 2,50 11,00

CV (%) pH=3,82 AT=2,08 SS=4,06

*Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna, representam semelhanga estatistica entre as marcas (X, Y e Z), a 5 % de probabilidade,
pelo teste de Scott-Knott; **Médias seguidas da mesma letra maitscula na linha, representam semelhanga estatistica entre os periodos de
coleta (Junho/2014 e Outubro/2014), a 5 % de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott; “"PIQ, Padrdo de Identidade e Qualidade - Instrugio

Normativa n° 1, de 7/01/2000

432



Castro TMN, Zamboni PV, Dovadoni S, Cunha Neto A, Rodrigues LJ. Pardmetros de qualidade de polpas de frutas congeladas. Rev Inst

Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2015;74(4):426-36.

além da adigdo eventual de agua durante o
processamento, levando a diminui¢do dos teores
de sdlidos soluveis no produto final®.

Baseado na Instru¢do Normativa n° 1 de
7 de janeiro de 2000 do MAPA? que dispoe
sobre o Padriao de Identidade e Qualidade de
polpas de frutas, o pH das marcas X e Y do
20 periodo de coleta (Outubro de 2014) das polpas
no sabor goiaba, a acidez titulavel das marcas X
e Y do 1° periodo de coleta (Junho de 2014) das
polpas no sabor acerola e os solidos soluveis das
marcas X, Y e Z do 1° periodo de coleta das polpas
no sabor maracuja, mostraram-se fora dos limites
preconizados por essa legislagdo, que estabelece
valores na ordem de 3,5; 0,8 % de acido citrico e
11,0 %, para o pH da goiaba, a acidez titulavel
da acerola e os sélidos soliveis do maracuja,
respectivamente, conforme Tabela 3. Contudo,
alguns autores" salientam que, de maneira
geral, as polpas de frutas em relagio ao pH,
devem apresentar essa varidvel abaixo de 4,5,
para garantir sua conservagdo sem a necessidade
de tratamento térmico muito elevado, para que
assim nao coloque em risco a sua qualidade.

Como mencionado anteriormente, teores
de pH, AT e SS abaixo dos valores preconizados
pela legislagio podem estar associados a uma
falta de padronizagdo na maturagdo dos frutos.

A relagio SS/AT (ratio) foi afetada
significativamente pelo fator isolado marcas
(X, Y e Z) das polpas de frutas congeladas (p < 0,05)
(Tabela 4). A polpa de fruta no sabor acerola da
marca X apresentou maior valor de ratio quando
comparado com as demais marcas, que diferiram
entre si. Ja para o sabor goiaba, os maiores valores
da variavel foram representados pelas marcas X
e Y, estatisticamente semelhantes. Na polpa de
maracujd, as marcas Y e Z mostraram-se com 0
ratio mais elevado (Tabela 4). Essas discrepéncias
entre as marcas dentro de uma polpa de fruta
no mesmo sabor mais uma vez ressaltam a nao
conformidade da qualidade do produto?. Valores
de ratio afetados significativamente pelas marcas
das polpas de frutas congeladas, também foram
apresentados por diferentes pesquisadores 7.

O ratio é uma das melhores formas de
avaliagdo do sabor, matura¢do e palatabilidade
dos frutos, a qual ocorre, em grande parte, devido

Tabela 4. Valores médios de ratio (SS/AT) de diferentes marcas
de polpas de frutas congeladas

Ratio (SS/AT)
Polpas de frutas Marcas
X Y Z
Acerola 11,74c¢ 8,21b 6,692
Goiaba 21,48b 23,00b 11,19a
Maracuja 3,77a 5,10b 5,30b
CV (%) 8,28

*Médias seguidas da mesma letra, representam semelhanga
estatistica entre as marcas (X, Y e Z), a 5 % de probabilidade, pelo
teste de Scott-Knott

ao balan¢o de acidos organicos e agucares, sendo
mais representativo que a mensuragdo destes
parametros isoladamente. Quando esses valores
sdo altos, significa que o fruto estd em bom grau
de maturagdo, pois 0 mesmo aumenta quando
ha decréscimo de acidez e alto conteido de SS,
decorrentes da maturidade'.

A relagdo SS/AT de frutas é um indicativo
usado para estabelecer o indice de colheita de
alguns frutos, indicando a dogura dos frutos
para selecio de uma melhor matéria-prima, ou
seja, quanto maior for a razdo SS/AT, mais doces
serdo as frutas’®. Durante o amadurecimento
ocorre a degradagdo dos dcidos orgénicos, pois
hd um aumento da concentracio de enzimas
como as hidrolases (amilases, celulases, enzimas
pectinoliticas), peroxidases e catalase, reduzindo
assim a adstringéncia e o sabor acido do fruto.
A relagdo entre teor de solidos totais (representado
principalmente pelos agucares) e a acidez da
fruta aumenta, promovendo o sabor doce
caracteristico'®.

Kader® discorre sobre o ratio de diversas
frutas no estddio ideal de maturacao, sendo
que os valores para acerola podem variar de 6,0
a 14,0 %; para a goiaba de 10,00 a 16,00 % e
maracuja de 3,0 a 6,0 %. Logo, as polpas de
frutas congeladas no sabor goiaba nas marcas
X e Y apresentaram indices de ratio acima dos
valores sugeridos como estadio ideal de maturagao
para o fruto.

A vitamina C foi afetada significativamente
pela interagdo periodos de coleta (junho/2014
e outubro/2014) e marcas (X, Y e Z) das
polpas de frutas congeladas (p < 0,05) (Tabela 5).
Todas as polpas de frutas, nos sabores acerola,
goiaba e maracuji, apresentaram teores de
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vitamina C diferentes entre os periodos de coleta
em todas as marcas analisadas. Seguindo essa
mesma tendéncia, tanto no 1° periodo quanto
no 2° periodo de coleta, as marcas X, Y e Z
mostraram-se com valores de vitamina C
diferentes para as polpas congeladas de acerola,
goiaba e maracuja (Tabela 5).

As inumeras diferencas nos teores de
vitamina C observadas entre os periodos de
coleta e as marcas das diferentes polpas de frutas
podem estar geralmente associadas a fatores
como influéncia ambiental (condi¢des do solo,
clima, regime pluvial) e grau de maturacao, entre
outros fatores pré e pos-colheita. Alguns autores
apresentaram resultados semelhantes®?* aos
encontrados no presente trabalho, indicando
que os teores de dcido ascérbico podem variar
dependendo do cultivar, local e manejo.

A vitamina C ou dcido ascdrbico esta
distribuido na natureza em altas concentragoes,
principalmente nas frutas citricas, sendo que
seu teor difere com a variagdo da espécie, tipo
de tecido, grau de matura¢io e procedéncia.

Tabela 5. Valores médios de vitamina C (mg.100 g') de
marcas de polpas de frutas congeladas coletadas em diferentes
periodos

Vitamina C (mg.100 g*)

Polpas de Marcas Periodos de coletas
frutas
Jun./2014 Out./2014
X 835,33aA 1187,33¢cB
Acerola Y 949,00bB 754,00aA
Z 1053,00cA 1196,33bB
PIQ™ 800,00 800,00
X 21,28aB 19,95aA
Goiaba Y 35,26bB 24,45bA
Z 28,00cA 34,45cB
PIQ™ 40,00 40,00
X 8,97aA 10,55bB
Maracuja Y 16,38cB 13,20cA
V4 11,66bB 5,85aA
PIQ™ NE NE
CV (%) 3,82

*Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna,
representam semelhanqa estatistica entre as marcas (X, Y e Z),
a 5 % de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott;**Médias seguidas
da mesma letra maitscula na linha, representam semelhanga
estatistica entre os periodos de coleta (Junho/2014 e Outubro/2014),
a 5 % de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott;""PIQ, Padrio de
Identidade e Qualidade - Instru¢do Normativa n° 1, de 7/01/2000.
NE- Nao Existe
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E um antioxidante de muito f4cil degradabilidade,
sendo reduzida desde o processamento e
obtencdo das polpas de frutas e também durante
todo o armazenamento'®.

De acordo com a Instrugdo Normativa
n° 1 de 2000 do MAPA? a marca Y do
2° periodo de coleta (Outubro de 2014) da
polpa no sabor acerola e todas as amostras
avaliadas da polpa no sabor goiaba estio fora
dos limites estabelecidos para a vitamina C,
<800 mg.100 g'e < 40 mg.100 g, respectivamente,
indicando que essas amostras estio em desacordo
com os padroes de identidade e qualidade desses
frutos. Ja para a polpa no sabor maracuja, a referida
legislagio nao traz qualquer mengdo sobre os
teores minimo da varidvel (Tabela 5). Entretanto,
quando comparado com os teores de vitamina
C da polpa congelada de maracuja de diferentes
marcas encontradas por alguns autores™?;
entre de 11,28 e 11,79 mg.100 g', os valores
encontrados sdo inferiores, mostrando que
houve degradacdo durante o processamento ou
a comercializagdo.

O acido ascérbico é o nutriente mais
afetado pelo processamento de frutas, por isso sua
retengdo é frequentemente usada como indicativo
da qualidade nutricional e até mesmo do estado
de conservagdo dos alimentos®™. Algumas vezes,
até mesmo interagdes com outras substancias
presentes no alimento contribuem para a
diminuicao dos niveis de vitamina C. A destruicao
desta, por exemplo, pode ser catalisada pela
lumiflavina, produto de degradagdo da vitamina
B, que pode ser induzida pela presenca de
aminas (pois reagdes de escurecimento ocorrem
com o acido ascérbico de forma semelhante
as que ocorrem com a glicose e outros aguicares)
ou ainda pela presenca de enzimas como a
acido ascorbico oxidase?”.

CONCLUSAO

Todas as amostras de polpas de frutas
congeladas, independentemente da marca e
do periodo de coleta, apresentam reduzidas
contagens de micro-organismos, indicando
condig¢des higiénico-sanitarias satisfatorias.

Observou-se inumeras diferengas nos
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parametros de cor (L*a*b*) e nos valores de pH,
acidez titulavel, solidos soluveis, ratio e vitamina C
entre as marcas e os periodos de coletas de todas
as amostras de polpas de frutas analisadas.

Algumas das amostras de polpas de frutas

se encontraram fora dos limites preconizados
pela Instru¢do Normativa n° 1 de 7 de janeiro de
2000 do MAPA, indicando padroes de identidade
e qualidade deficientes, quer seja por fatores
relacionados com as condigdes da matéria-prima,
quer seja por fatores ligados aos transporte, ao
processamento e embalagem.
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ABSTRACT

American cutaneous leishmaniasis (ACL) is an infectious disease caused by Leishmania. Their
diagnosis is performed in samples collected from the lesion biopsies, which has to be performed
by physicians. For simplifying the sample collection, this study proposes a minimally invasive
procedure, by scraping the lesion edges. Laboratory diagnosis by PCR was performed and compared
with the microscopic examination, by analyzing 28 samples collected from patients with suspicion
of ACL. Sample collected from the lesion edge with a sterile toothpick was divided into two aliquots.
One aliquot was analyzed under direct microscopy, and the second by PCR, by using two primer pairs
(one for Leishmania genus and other for L. (V.) braziliensis). Of 28 samples, 27 (96.43 %) showed
concordant results in both methodologies (eight positive and 20 negative). The PCR methodology
is an invaluable tool: (i) to determine the Leishmania species; (ii) to provide an alternative procedure
of sample collection, when an authorized professional is not available in the respective health
service;and (iii) to propose a minimally invasive procedure for collecting biological material.

Keywords. American cutaneous leishmaniasis, Leishmania (Viannia) braziliensis, PCR.

RESUMO

Leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenca infecciosa causada por Leishmania.
O diagndstico ¢é realizado em material de bidpsias das lesdes, cuja coleta ¢é feita por médicos. Para
simplificar a coleta de amostra, este estudo propde um procedimento minimamente invasivo,
realizando-se a raspagem das bordas da lesdao. O diagndstico por PCR foi comparado com o
exame microscopico,analisando-se 28 amostras coletadas de pacientes com suspeita de LTA. Cada
amostra, coletada da borda da lesdo com um palito estéril, foi dividida em duas aliquotas. Uma foi
analisada pelo exame microscdpico direto e a outra pela técnica de PCR, utilizando-se dois pares
de oligonucleotideos (um especifico para género Leishmania, e outro para L. (V.) braziliensis).
Das 28 amostras, 27 (96,43 %) apresentaram resultados concordantes em ambas as metodologias
(oito positivas e 20 negativas). A PCR em material de raspado da borda de lesdes foi mais sensivel
quando comparado com o exame direto. A metodologia de PCR apresenta vantagens para: (i)
determinar as espécies de Leishmania; (ii) oferecer um meio alternativo de coleta de amostras,
quando os servicos de saide ndo tém o profissional autorizado para coletar o material de bidpsia;
(iii) propor um procedimento minimamente invasivo de coleta de amostra bioldgica.

Palavras- chave. Leishmaniose cutinea americana, Leishmania (Viannia) braziliensis, PCR.
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INTRODUCTION

American cutaneous leishmaniasis (ACL)
is an infectious disease caused by protozoan
of the genus Leishmania that affects skin and
mucosa. According to World Health Organization
(WHO) 1- 1.5 million new human cases of
cutaneous forms occur vyearly. From 2001 to
2011 around 270,500 cases were reported, with
an average of 27,500 new cases/year"?. Around 3
to 5 % patients who develop cutaneous lesions
can also develop mucosal leishmaniasis'?. In the
Sao Paulo State, the incidence is approximately
400 new cases/year’. Another considerable
problem is the urbanization of the infection.
Autochthonous cases have been described in
urban areas’. The incidence of peri-urban
and urban cases has been increasing.
Approximately 10 % of the population living in
endemic areas is at risk for acquiring the
infection®*s. ACL was also considered one of
the most common dermatological syndromes
diagnosed in travelers (or tourists) who had
visited endemic areas®.

Species such as L. (V.) braziliensis, L. (V)
guyanensis and L. (L.) amazonensis can cause
ACL*¢. Such parasite diversity causes different
forms and manifestations, mainly in the skin and
mucous membranes and in the host immune
system®.

The traditional diagnosis of ACL is
performed using clinical, epidemiological and
laboratory  methodologies.  Considering the
laboratory techniques, biopsies from lesions are
normally processed for direct examination, after
Giemsa staining, “in vitro” culture, including
histopathological techniques, and more recently,
molecular methods as polymerase chain reaction
(PCR)”. Studies related the determination
of the infecting species can cooperate with
the epidemiological and preventive strategies.
Our group previously evaluated a PCR for
detecting L. (V.) braziliensis in clinical samples,
which has been shown to be highly sensitive
and specific”®.

The human biopsy collection must be
performed only by physicians; in addition,
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it is a complex and expensive procedure"**.

Based on this, and in order to simplify the
sample collection for molecular ACL diagnosis,
the present study aimed to propose a minimally
invasive procedure, simple and fast sample
collection procedure using molecular and
parasitological methods.

MATERIAL AND METHODS

Patients and samples

This study was conducted analyzing
clinical samples from 28 patients with cutaneous
lesions living and attending public dermatology
clinics of Sorocaba Region, Sao Paulo State.
All patients analyzed in this study also lived
in these cities and were selected considering
epidemiological risk factors for cutaneous
leishmaniasis, such as close proximity to
other infected patients as well as signs or
symptoms of the disease. In the dermatology
clinics, a complete dermatological examination
was performed, and all patients presented
cutaneous lesions suggestive of leishmaniasis.
None of them had acquired the infection before
or had been treated with drugs for leishmaniasis.
Lesions were initially cleaned with antiseptics.
The borders of the lesions were scraped or
smears of material were obtained with the aid
of a sterile toothpick. One part of samples was
immediately added to a tube containing 1-2 mL
of a sterile 0.85 % NaCl for DNA extraction. The
other part of sample was distended directly on two
glass slides for parasitological test (microscopic
examination).

For negative control in PCR, DNA
was extracted from three biopsies with other
diseases and for positive control, from the
standard WHO strain, L. (V) ©braziliensis
(MHOM/BR/1975/M2903). Promastigotes were
maintained by serial passages and grown at 24 °C
in 199 medium supplemented with 10 % calf
serum and 0.25 % hemin 25. In the log curve
phase, 1 x 10® promastigotes were harvested,
and washed twice in phosphate-buffered
saline (pH 7.2) at 1,000 g for 10 min.
The parasite pellets were used for DNA extraction.



Gomes AHS, Armelin IM, Pereira-Chioccola VL. Detection of Leishmania (Viannia) braziliensis by PCR in samples collected by scrapingthe
lesion edges from patients of an endemic area. Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo, 2015;74(4):437-41.

Ethical considerations

This study was performed according
to recommendations of the Human Ethics
Committee (CONEP-IAL, number 424.827) that
approved this study.

Microscopic method

Smears on glass slides were fixated
with methanol and stained with Giemsa
according to the WHO". The presence

of amastigotes was observed microscopically
with an immersion objective (magnification
1,000X).

Molecular diagnosis
DNA extraction

Clinical samples and Leishmania WHO
reference strain were crushed and digested,
until complete tissue lysis, in a lysis buffer
(This-HCl, 10mM, pH 8.0; EDTA 10mM; SDS, 0.5 %;
N-laurilsarcozil, 0.01 %; proteinase K, 100 pg/mL)
by incubation in water bath at 56 °C. Next, DNA
molecules were extracted by QlAamp® DNA Mini
Kit (Qiagen), according to the manufacturer’s
instructions. DNA concentrations and purity
were determined by the NanoDrop ND1000”
(Thermo Scientific).

PCR, targets for Leishmania and internal controls
Leishmania spp. was identified by using
the primer set 150/152° targeting a 120-base pair
(bp). PCR product from a conserved region of
kDNA minicircles. L. (V.) braziliensis complex
was determined by using the primer set LU-5A/
LB-3C (5-TTTATTGGTATGCGAAACTTC-
3’/5°-CGT(C/G)CCGAACCCCGTGTC-3")
targeting an amplified fragment of 146-149 bp
from the multicopy spliced leader RNA gene”®".
These reactions were run following the same
conditions as described by Gomes et al” and
Gomes et al®. To check PCR inhibitors, samples
were assayed by using a reference gene (B1-$2)",
in the same conditions as previously described®.
The samples were tested in two replicates. Each
amplification run contained two negative controls
(ultra-pure water and a negative DNA sample
for Leishmania) and one positive control (DNA
extract of L. (V.) braziliensis promastigotes).

After thermal cycles, PCR products were
electrophoresed in 2 % agarose gel and stained
with ethidium bromide. DNA fragments were
visualized under UV illumination. The images
were analyzed by a Mini Bis Gel Imager and
Documentation (DNR Bio-Imaging Systems).
The size of fragments was based on comparison
with a 100-bp ladder.

Data Analysis

According analyses made in previous
studies”® and in the laboratory routine in our
laboratory, clinical and laboratory criteria were
used to establish the diagnosis. The samples were
considered positive when stained tissue smears
or PCR were positive. These values were used as
the “consensus laboratory criteria” against which
each individual diagnostic assay was compared®.

RESULTS AND DISCUSSION

During the study-period, the 28 patients
clinically suspected of having ACL referred to
the public dermatology clinics were diagnosed
by clinical, epidemiological and laboratorial
data. Parasites were identified by, at least one of
the methods employed The central objective of
this study was to investigate whether PCR or the
direct microscopic examination could determine
L. (V.) braziliensis in clinical material collected
by scraping the edges of the lesions, in case
physicians could not perform biopsies to collect
the material.

DNA extraction and PCR inhibitors were
evaluated by p1-f2 marker that amplified a PCR
fragment of human [-globulin gene. All DNA
samples had positive amplifications showing that
no substance present in DNA samples inhibited
the reaction. Leishmania determination was made
using two primer pairs: a 120 bp, specific for
Leishmania spp, and a 146-149 bp fragment from
the SL RNA gene of L. (V.) braziliensis complex.
As an illustration, Figure 1 shows the amplified
PCR products of all markers used in this study.

The overall laboratory results, showing each
individual diagnostic test for clinical samples of all
patients, are described in Table 1. Samples from the
28 patients presented the following results: eight
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Figure 1. Amplified PCR products in two different target regions of Leishmania: 150/152, 120 bp (for Leishmania spp)
(A) and LU-5A/LB-3C, 146 to 149 bp (for L. (V.) braziliensis complex) (B). B1-B2 primer pair was used as PCR control
and amplified a 140 bp fragment of human B-globulin gene (C). The amplified products were resolved in 2 % agarose gels stained

with ethidium bromide. Lane MM, 100 bp ladder

patients had positive results for PCR (with both
primer pairs), whereas parasites were detected
by parasitological methods in seven patients.
No parasites were shown in the other 20 samples
suggesting that patients may have other diseases.

These data suggest the possibility to
use PCR in dermal scrapings, since our data
showed concordance between parasitological and
molecular methodologies. The collection of dermal
scrapings is a methodology minimally invasive
if compared with skin biopsies. Previous studies
have equally described good sensitivity of PCR
when compared with direct microscopy in lesion
scrapings. In addition, sensitivity was similar to that
of DNA samples extracted from biopsies'>*’.

In conclusion, this study showed the
possibility of PCR wuse in scraping of lesion

Table 1. Comparison of parasitological and molecular
methods for L. (V.) braziliensis detection in scrapings of
lesions edge from patients with cutaneous lesions

Parasitological
Negative  Positive Total
Negative 20 0 20
PCR Positive 01 07 08
Total 21 07 28
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edges (i) to determine Leishmania species in
positive samples (ii) to use an alternative way of
collecting material, when biopsy procedures are
not available at the health services, and (iii) to use
a minimally invasive procedure.
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RESUMO

O Instituto Adolfo Lutz (IAL) atua de maneira relevante em processos judiciais realizando pericias
laboratoriais conhecidas como produgdo antecipada de provas. Este trabalho faz o relato da
investigacdo da suspeita de presenca de cacos de vidro em vinho tinto, referente a um processo
judicial de municipio da regido de Ribeirdo Preto/SP. Em abril de 2013, uma amostra de vinho foi
encaminhada ao IAL-Ribeirdo Preto para confirmagdo de corpo estranho e sua identificagdo pelo
Laboratério de Microscopia de Alimentos. Realizaram-se inicialmente as analises de dissolu¢do
da amostra e o exame direto por microscopias estereoscopica e dptica. Constatou-se a presenga
de borra no gargalo e de sedimento com cristais diversos no fundo das garrafas. Posteriormente,
os cristais foram encaminhados ao Departamento de Biologia Celular e Molecular da FMRP-USP
para quantificar e identificar a composi¢do através do microscopio eletronico de varredura Jeol
JSM-6610LV e do EDS (Energy Dispersive X-ray Spectroscopy). A auséncia de silica confirmou a
pesquisa negativa para caco de vidro, e a composi¢do dos elementos encontrados sugeriu a presenca
de sais de tartarato de célcio e potassio no vinho. Apesar destes cristais ndo serem prejudiciais a
saude, a alteracdo da aparéncia do produto pode causar rejei¢ao pelo consumidor.

Palavras-chave. vinho, cristalizagdo, microscopia, analise de alimentos, Laboratério de Saude
Publica.

ABSTRACT

The Adolfo Lutz Institute (IAL) conducts laboratorial researches concerning the production of
early evidence driven by law-suit processes. This study reports an investigation for analyzing the
suspected presence of broken glass in a red wine, referring to a law-suit of city of Ribeirdo Preto
region. In April 2013 a wine sample was sent to the Food Microscopy Laboratory of IAL-Ribeirdo
Preto to confirm the presence of a foreign body and their identification. Analyses were made
by dissolving the sample and by examining under stereoscopic and optical microscopy. Dreg
was found in the bottle neck, and sediments containing crystals of varied sizes and shapes were
deposited on the bottom. These crystals were sent to the Department of Cellular and Molecular
Biology at Medical School of Ribeirdo Preto-USP for identifying and quantifying them through the
scanning electron microscope JEOL JSM- 6610LV and EDS (Energy Dispersive X-ray Spectroscopy).
Silica was not detected, and this finding ruled out the presence of broken glasses. Analysis of the
found elements suggested the presence of calcium and potassium tartrate salts in this wine. Although
these crystals are not harmful to human health, they might change the wine aspect and cause
rejection by the consumers.

Keywords. wine, crystallization, microscopy, food analysis, Public Health Laboratory.
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INTRODUCAO

O Instituto Adolfo Lutz (IAL), Laboratorio
Central de Saude Publica do Estado de Sao
Paulo, juntamente com doze Centros de
Laboratdrio Regional espalhados estrategicamente
no Estado, lidera as acdes laboratoriais de
vigilancia sanitaria, epidemioldgica e ambiental.
Na drea de alimentos, o IAL além de atender a
varios érgdos e participar de diversos programas,
atua em processos judiciais solicitados por juizes
e promotores, realizando pericias laboratoriais
conhecidas como produ¢ao antecipada de provas.
Essa andlise, realizada comumente pela area
da Microscopia de Alimentos, visa salvaguardar
a existéncia e a eficiéncia de uma prova a ser
produzida que se encontra na iminéncia de
ndo mais poder se fazer presente, sendo o exame
pericial documentado em laudo uma importante
ferramenta para auxiliar a decisdo do juiz e o
andamento do processo.

A seguranga sanitdria dos alimentos
ofertados para consumo da popula¢io é um dos
desafios da Satide Publica e os perigos relacionados
a seguranca alimentar sdo classificados em
microbioldgicos, quimicos e fisicos.

Alguns perigos fisicos que envolvem a
produgdo do vinho, principalmente durante o
recebimento das uvas, processamento e envase
incluem a presenca de folhas, pedras, insetos,
pecas soltas, partes de vedantes, borras finas,
fragmentos de rolhas e cacos de vidro que
podem ficar na garrafa'. Na vinificagdo, as borras
sao particulas solidas em suspensdo presentes
nos mostos e nos vinhos, que podem causar
turvagoes ou depdsito no fundo dos recipientes®.

No tocante a qualidade, aspectos como
aparéncia, aceitabilidade, aromas, sabor, cor e
componentes (alcool, acidez, entre outros) sio
caracteristicas sensoriais importantes para a
aceitagdo do consumidor. Referem-se a defeitos
que alteram o produto sem afetar a saude do
consumidor’.

Por falta de conhecimento da tecnologia
de produ¢ao ou por fendmenos quimicos, fisicos
ou bioldgicos que podem alterar os alimentos
e bebidas, os consumidores eventualmente
confundem essas alteragdes com a presenga de

corpos estranhos. Em outras ocasides, devido
a dificuldade de visualizagdio pelo tipo de
embalagem, a verdadeira natureza da matéria
estranha é supostamente confundida com partes
de animais e objetos diversos.

Em decorréncia desses fatos é comum
a existéncia de processos judiciais com pedido
de indenizagdo por danos morais. Essa analise
¢ conhecida por producao antecipada de
provas, sendo solicitada pelo juiz para evitar o
perecimento ou a perda do objeto de uma prova.
Assim, a agdo cautelar visa assegurar a prova para
que, em momento oportuno, ela possa se fazer
valer no processo principal’. A producao da
prova nao significa apenas a possibilidade das
partes de produzi-la para demonstrar a veracidade
das alegacbes apresentadas, mas sim, para
fundamentar na decisdo sobre a situacdo fatica
a ser tomada pelo julgador®.

Diante do exposto, este trabalho teve
como objetivo o relato da investigagio de
suspeita da presenca de cacos de vidro de uma
producido antecipada de provas e identificar
a natureza do corpo estranho em vinho tinto
de mesa referente a um processo judicial da Vara
Civel da Comarca de um municipio da regido de
Ribeirao Preto/SP.

MATERIAL E METODOS

Material

Em abril de 2013, uma amostra composta
por duas unidades fechadas de vinho tinto de
mesa, acondicionado em garrafa de vidro
lacrada, foi encaminhada pela Vara Civel de um
municipio da regido de Ribeirdo Preto/SP ao
Nucleo de Ciéncias Quimicas e Bromatoldgicas
do Centro de Laboratério Regional do Instituto
Adolfo Lutz de Ribeirao Preto, para a realizacido
de pericia de producdo antecipada de provas
em acdo de indenizagdo por danos morais.
Foram solicitadas ao Laboratério de Microscopia
de Alimentos, a confirmagdo da presenca
do corpo estranho (suspeita de caco de vidro),
a sua identificagio e outras informagdes
requeridas pelo juiz através de quesitos
formulados pelas partes interessadas da referida
agao.
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Métodos
Andlise microscopica

As analises feitas inicialmente incluiram
a dissolugdo da amostra, filtragdo e exame direto
com auxilio dos microscopios estereoscopico
binocular (aumento de 7 a 40X) e Optico.
Posteriormente, os cristais e residuos foram
encaminhados ao Laboratério Multiusuario
de Microscopia Eletronica do Departamento
de Biologia Celular e Molecular da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto-USP para
a confirmagdo da sua natureza, utilizando
microscopio eletronico de varredura Jeol JSM-
6610LV em baixo vacuo com voltagem de 25 kV
e o EDS (Energy Dispersive X-ray Spectroscopy)
Oxford. Os cristais foram presos em um suporte
com cola de carvio para a observacdo ao
microscopio, tendo sido feitas imagens de 30X e
500X de magnificagdo; o EDS quantificou e
identificou adequadamente a composicdo dos
cristais, sendo obtidos mapas e graficos com
a distribuicdo dos elementos identificados na
superficie da amostra.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise macroscdpica constatou a
presenca de borra no gargalo e de sedimento com
varios cristais de tamanhos e formatos diversos
depositados no fundo das garrafas de vinho.
A pesquisa para fragmento de vidro foi
considerada negativa.

Apdés a andlise por microscopia de
varredura confirmou-se a auséncia de silica
(principal componente do vidro) nos referidos
cristais e, portanto, descartou-se a suspeita
inicial do material estranho tratar-se de
fragmentos de vidro. A composi¢ao dos principais
elementos encontrados (Ca = 67,74 %; O = 49,59 %;
C = 47,99 %; K = 0,68 %) e o EDS sugeriram a
presenca de sais de tartarato de calcio e potassio
no vinho, decorrentes do processamento da uva
(Figuras 1 e 2).

Um dos problemas mais frequentes que
deprecia o aspecto visual do vinho tinto e também
do suco de uva ¢é a presenga de depdsito no fundo
do recipiente depois de engarrafado, devido a
precipitacao do bitartarato de potassio (cremor
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Figura 2. Cristais encontrados na amostra, observados em
microscopico eletronico de varredura Jeol JSM-6610LV
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de tartaro) e/ou o tartarato neutro de calcio.
A formacgdo desses cristais é consequéncia de
um excesso de bitartarato de potassio ou
de tartarato de calcio, sais cuja solubilidade
diminui com a redu¢ao da temperatura’.

Esta precipitagdo tartdrica em vinhos,
por cristalizagdo espontdnea em condigdes
naturais, é um fendmeno imprevisivel e pode
ocorrer durante a vinificagdo, estagio, ou depois
de embalados. A ocorrer nesta ultima fase,
geralmente ddo origem a reclamagdes dos
consumidores que associam a presenca de um
precipitado com uma adulteracdo ou defeito do
vinho®.

De acordo com Larentis', a presenca
de cristais de tartarato pode ser considerada
um perigo fisico, porém de baixa severidade e
risco, nos quais medidas preventivas devem ser
adotadas.

Para evitar o aparecimento desses cristais
utiliza-se como pratica enoldgica a estabiliza¢ao do
acido tartarico ao vinho antes do engarrafamento.
O tratamento consiste em resfriar rapidamente
o vinho até -3 °C a -4 °C, por um periodo de
8 a 10 dias, o que provoca a insolubilidade e
precipitagdo dos sais para filtragem posterior?.

Este pode ser considerado um assunto
controverso, pois para muitos enologos a
presenca de cristais ndo é sinal de deterioragdo
nem tampouco defeito do vinho, podendo
indicar um processo de estabilizagdo leve ou sua
auséncia. Ja4 as borras ocorrem naturalmente
com a evolu¢do dos vinhos tintos e também
denotam pouca ou nenhuma estabilizacio e
filtracao’.

O laudo pericial juntamente com as
respostas aos quesitos fundamentou a decisdo
judicial, tornando a agdo improcedente e
extinguindo o processo com resolugao de mérito.

CONCLUSAO

As analises laboratoriais efetuadas pela
area da microscopia de alimentos comprovam
ou descartam a existéncia de matérias estranhas
indicativas de falhas das Boas Praticas e/ou
indicativas de risco a saude humana, sendo
considerada uma préatica de vigildncia sanitdria

fundamental a protecdo da saude da populagio.
As investigacdes realizadas no Laboratério de
Saude Publica (CLR - IAL de Ribeirdo Preto)
elucidaram a verdadeira natureza do material
encontrado no vinho e auxiliaram o Poder
Judiciario no andamento do processo judicial que
tramitava na justica por muitos anos, afastando
a hipotese inicial de presenga de matéria estranha
(caco de vidro) com risco a saide humana.

Apesar desses cristais ndo serem prejudiciais
a saude humana, a alteragdo da aparéncia do
produto pode causar reagao de rejei¢ao por parte
de consumidores que desconhecem o processo
de fabrica¢do dos vinhos. Estes cristais podem
ser confundidos com matérias estranhas como
fragmentos de vidro, inclusive produzindo um
ruido similar a esses quando deslocados dentro
da garrafa. Assim, sugere-se a inclusdo de frase
no rétulo dos vinhos informando o consumidor
sobre a possibilidade da existéncia desses cristais
no fundo da embalagem.

Os dados do estudo irao suprir uma lacuna
no conhecimento da drea e poderdo ainda servir
como subsidio para incluir item especifico sobre
o assunto na proxima revisdo da legislacdo
relacionada a presenca de matérias estranhas
macroscopicas e microscopicas em alimentos

e bebidas.
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RESUMO

A qualidade da carne de avestruz tem despertado o interesse de pecuaristas e consumidores,
tanto para consumo direto como para producdo de embutidos. Neste estudo foram analisados
o rendimento e as caracteristicas fisico-quimicas dos musculos de pernas de avestruzes
Gastrocnemius pars externa, Fibulares Longus e Gastrocnemius pars internus utilizados para
produzir embutidos. Foram determinadas a composi¢do centesimal, cor objetiva pelo sistema
CIElab, pH, atividade de agua, textura objetiva, capacidade de emulsificagdo e capacidade de
absor¢ao de dgua. A carne da perna apresentou rendimento de 87,27 %. Houve diferen¢a no musculo
do Gastrocnemius pars internus quanto a composicdo quimica. Apds a trituragdo dos musculos,
a mistura apresentou capacidade de emulsificacio média de 136,40 mL de 6leo/0,5 g e capacidade
de absor¢do de agua de 55,63 %. Este estudo mostra que a carne de perna de avestruz pode ser
utilizada para produc¢io de embutidos.

Palavras-chave. rendimento, qualidade, capacidade de emulsificagdo, textura.

ABSTRACT

The quality of ostrich meat has been increased the interest of cattle breeders and consumers,
not only for direct consumption, but also for producing sausages. The objective of this study
was to analyze the yields and the physicochemical characteristics of the leg muscles of
ostriches Gastrocnemius pars external, Fibulares Longus and Gastrocnemius pars internus, for
producing sausages. The centesimal composition, objective color by CIElab system, pH, water
activity, objective texture, emulsification capacity and water-absorbing ability were determined.
The leg meat yield was of 87.27 %. Difference on the chemical composition was detected in
Gastrocnemius pars internus muscle. After the muscles comminution, the mixture showed the average
emulsification capacity of 136.40 mL of 0il/0.5 g and the water absorption capacity of 55.63 %.
This study demonstrates the effectiveness of ostrich leg meat in producing sausage.

Keywords. yield, quality, emulsifying capacity, texture.
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INTRODUCAO
O avestruz (Ordem  Struthioniformes,
Subgénero Struthiores, Familia Struthocridae,

Género Struthio, Espécie camelus) é uma ave
corredora, incapaz de voar, pertencente ao grupo
das Ratitas. E a maior ave existente com altura
média, do chdo até a cabega, variando de 2,0 a
2,5 m, quando adulta pode pesar até 160 Kg'.

Diferente de outros animais, onde a carne
¢ vendida por partes ou porgdes, a carne de
avestruz é vendida por musculos que sao divididos
em: musculos da perna (M. gastrocnemius, pars
interna, M. gastrocnemius, pars externa, M.
gastrocnemius, pars media, M. fibularis longus),
musculos da coxa (M. pubo-ischio femoralis,
M. flexor cruris medialis, M. iliofemoralis, M.
flexor cruris lateralis, M. iliofibularis, M. iliotibialis
lateralis, M. ambiens, M. iliotibialis cranialis,
M. iliofemoralis externus, M. femorotibialis medius)
e por fim o M. obturatorius medialis, localizado
na parte traseira do animal’.

O rendimento da carcaga fria de um
avestruz é de aproximadamente 51 %, ndo existindo
diferenca no rendimento de carcaga, entre machos
e fémeas, quando os animais tém idade e peso
semelhante. A carne de avestruz apresenta
caracteristicas fisicas diferenciadas de outros
animais, depois de 24 horas do abate apresenta
pH alto (5,8-6,2). Esta caracteristica influencia
na cor, umidade e vida de prateleira’.

A introdugdo da carne de avestruz no
atual e competitivo mercado global implica
no fornecimento de garantias nutricionais
adequadas para um determinado nicho de
consumidores em diversos paises. As estratégias
para a introdugdo de novos produtos a base de
carne de avestruz devem concentrar-se na sua
qualidade superior, tanto do ponto de vista
nutricional como organoléptico sensorial, que
sao determinados pela composi¢io quimica
da carne’. Devido a constante busca dos
consumidores por novos produtos alimenticios,
considerados saudaveis, tem-se observado a
necessidade do desenvolvimento de produtos
utilizando os cortes da perna de carne de
avestruz que tenha baixo valor de mercado,
que permita a agregacdo de valor a carne e a
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oferta de novos produtos carneos com carne de
avestruz.

Assim, objetivou-se com este estudo
determinar o rendimento e as caracteristicas
fisicas e quimicas da carne de perna de
avestruz, avaliando sua viabilidade para utilizagdo
como matéria prima na produgao de embutidos
carneos.

MATERIAL E METODOS

Material Experimental

As amostras da carne de avestruz
(Struthio camellus) provenientes do abate de
04 (quatro) machos com 14 meses de idade
foram adquiridas na cidade de Recife-PE,
provenientes da Cooperativa dos Criadores
de Avestruzes do Nordeste e transportadas
congeladas para o Laboratério de Bioquimica
dos Alimentos da Universidade Federal da
Paraiba. Foram avaliados os musculos da
perna: Muscularis gastrocnemius pars externa,
Muscularis ~ fibulares  longus e  Muscularis
gastrocnemius pars internus de avestruz por
serem considerados por Feijéo et al* musculos
de textura mais dura e, consequentemente
apropriados para producgdo de embutidos.

Analises de qualidade da carne
Rendimento de cortes

O rendimento da carne da perna do avestruz
foi avaliado depois da desossa manual em mesa.
Foi calculado pelo peso da peca inteira, menos o
peso do osso.

Composigdo quimica

Na determinagdo da composi¢ao centesimal
foram avaliados a umidade, proteina, lipidio
e cinzas de acordo com as metodologias
descritas pela Association of Official Analytical
Chemists - AOAC®. As analises foram realizadas
em triplicata e os valores expressos em g/100 g.

pH

A determinacdo do pH foi realizada com
potenciometro Modelo Q400AS, calibrado com
solugdes padrao pH 7 e 4, utilizando-se 10 g de
amostra homogeneizada com 100 mL de agua
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desionizada, em seguida, a suspensdo foi filtrada
e realizada as leituras em triplicata, de acordo
com as metodologias descritas pela Association
of Official Analytical Chemists - AOAC.

Atividade de dgua

A atividade de d4gua foi determinada
em aparelho AQUA LAB CX-2, com aliquotas
pesando 20 g e em temperatura padronizada de
25 °C, com seis leituras para cada corte.

Determinagdo de cor objetiva sistema CIELab

Para a realizacdo da andlise de cor foram
cortados pedagos de carne de 2,5 cm de espessura
de cada musculo analisado. As medidas de
luminosidade (L*), da intensidade de vermelho/
verde (a*) e da intensidade de amarelo/azul (b*)
foram realizadas em colorimetro Minolta Modelo
GR10, (Osaka - Japao), sistema CIELab, para
a leitura dos parametros. O colorimetro foi
calibrado com placa de cerdmica branca e o
iluminante utilizado foi o D65, com angulo
de 10°. Foram feitas duas medidas, em quatro
diferentes pontos do corte, anotando-se os valores
médios de L*, a* e b*, de acordo com a metodologia
descrita por Houben et al®.

Textura

A textura da carne dos trés musculos
da perna de avestruz foi medida por meio da
forca de cisalhamento, seguindo a metodologia
descrita por Solomon et al’, utilizando-se amostra
com pecas medindo 3 cm de comprimento e
1,2 cm de diametro, sendo cisalhadas ao
longo do didmetro. O cisalhamento foi feito
perpendicularmente  as  fibras  utilizando
texturometro TA XT Express (Stable Micro
Systems®, 1997). Foram realizadas seis repeti¢des
da forca de cisalhamento para cada amostra e os
resultados foram expressos em quilograma forca
(Kgf/cm?).

Capacidade de emulsificagio

Para a determina¢do da capacidade de
emulsificacdo foram pesadas 25 g de carne
proveniente da cominui¢ao dos musculos da
perna de avestruz e homogeneizadas em 100 mL
de solugdo de NaCl (1M) durante dois minutos.

Pesou-se 2,5 g dessa solugdo inicial e foram
adicionados 20 mL de agua destilada e 10 mL
de Odleo de soja. Em seguida, ocorreu o
emulsionamento em aparelho agitador mecénico
de médio torque (100 a 2200 rpm) com a adigao
de 6leo em uma velocidade de 0,3 mL/s até a
quebra da emulsdo, com os resultados expressos
em mL de 6leo/0,5 g de carne’.

Capacidade de absor¢do de dgua

A capacidade de absor¢io de agua foi
determinada a partir da pesagem de 30 g de
carne moida, com a adi¢do de 90 mL de agua
destilada. Foram pesados 35 g da pasta obtida
e centrifugados por 15 minutos a 3000 rpm.
O sobrenadante foi desprezado, o tubo foi pesado
e a capacidade de absor¢io foi calculada da
seguinte forma: %CAA={[(PP-PC)-PS]/PC}*100,
em que: PP = peso da pasta, PC = peso da carne
na pasta e PS = peso do sobrenadante®, com os
resultados expressos em porcentagem.

Andlise estatistica

A avaliagdo estatistica dos dados foi
realizada utilizando-se o software estatistico
SigmaStat® 3.1 (Systat software Inc.; Richmond,
Califérnia, EUA, 2005) aplicando-se a Analise
de Varidncia (ANOVA) para comparagdes entre
os musculos analisados. Quando a ANOVA
atestava a existéncia de diferenca, utilizou-se o
Teste de Tukey ao nivel de significancia de 5 %.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a desossa manual da perna de
avestruz foi observado um rendimento médio,
87,27 % para carne e de 12,73 % para 0sso
(Tabela 1). Flemming et al’, avaliando o rendimento
de desossa de perna de cinco linhagens de frango
de corte mais criadas no Brasil, encontraram valores
de 77,30 % para linhagem Ross, 81,81 % para
Cobb, 75,88 % para Hubbard, 76,85 % para Arbor
Acres e 75,88 % para Isa Vedette.

Comparando-se os valores da desossa
manual realizada na perna de avestruz em nosso
estudo, e o reportado por diversos autores para
diversas linhagens de frango comercializadas no
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Brasil, observamos que os valores de rendimentos,
na desossa manual da perna de avestruz sdo
superiores.

Tabela 1. Rendimento percentual médio de desossa manual
de perna de avestruz

_ Rendimento
Porcao
Peso (g) EPM %
Osso 625,00 15,00 12,73
Carne 4285,00 65,00 87,27
Perna inteira 4910,00 80,00 100,00

EPM: Erro Padrio da Média

Foi observada diferenca (p < 0,05) para
as andlises de umidade, Residuo Mineral Fixo e
Lipideos (Tabela 2). Com relagdo ao percentual de
lipidios o musculo Fibulares longus (3,83 + 0,06)
e o Gastrocnemius pars internus (4,41 + 0,12)
apresentaram valores maiores que o Gastrocnemius
pars externa (2,50 + 0,21).

Na avaliagio da composi¢do centesimal
da perna de avestruz, Feijé et al* encontrou
umidade variando de 74,70 + 0,10; 75,11 + 1,52;
75,10 £ 0,35, residuo mineral fixo - RMF 1,27 +
0,01; 1,16 £ 0,20; 1,10 + 0,22, lipidios 2,03 + 0,01;
2,35 £ 0,09; 1,60 £ 0,60 e proteinas 23,80 + 0,50;
21,94 + 0,84; 22,20 + 1,13, sendo semelhantes

aos valores encontrados nesta pesquisa. Majewska
et al'® avaliaram a composi¢cdo centesimal do
M. iliofibularis e encontraram uma umidade de
76,10 %, um pouco acima do registrado nesta
pesquisa, porém o percentual de lipidio foi
semelhante, qual seja 3,1 %.

Os valores de pH sao apresentados na
Tabela 2. Carnes com esses valores de pH
variando entre 6,16 a 6,44 aproximam-se do
que ¢é classificado como carne Dark, Firm and
Dry - DFD, que e considerada uma anomalia
advinda do processo de pré abate e que de forma
geral apresenta-se firme, seca, pegajosa e escura.

Polawska et al’>, avaliando a média de pH
dos musculos de avestruz apos 24 horas do abate,
classificou como uma carne de pH intermediario,
ou seja, pH médio variando entre 5,8 e 6,2,
com exce¢do dos musculos Ambiens, iliofibuaris
e Medial obturatorius, resultados semelhantes ao
encontrado nesta pesquisa (Tabela 2).

Balog et al* avaliaram o processo de abate
de avestruzes e as caracteristicas fisicas e quimicas
da carne, especificamente dos musculos
Gastrocnemius internus e Fibulares longus e
encontraram pH de 6,06 e 6,20 logo depois
do abate, semelhante aos resultados desta
pesquisa, principalmente no musculo Gastrocnemius
internus.

Tabela 2. Composigdo centesimal dos musculos da perna de avestruz

Gastrocnemiuspars Fibulares Gastrocnemius
Parimetros externa longus parsinternus Valor de

Média EPM Média EPM Média EPM p
Umidade (g/100 g) 73,28° 0,25 72,58 0,26 71,43% 0,26 <0,001
RMF (g/100 g) 0,93* 0,011 0,90* 0,05 0,77° 0,03 0,013
Lipidios (g/100 g) 2,50° 0,21 3,83% 0,06 4,41° 0,12 < 0,001
Proteinas (g/100 g) 22,46° 0,30 21,58 0,14 22,12¢ 0,35 0,102
pH 6,16 0,00 6,23* 0,02 6,44* 0,02 0,07
Aa 0,99° 0,00 0,98* 0,00 0,98* 0,00 0,07
Textura (Kgf/cm?) 6,53+ 0,55 5,14° 0,27 1,58° 0,22 < 0,001
1LY 36,49° 0,70 36,12° 0,78 36,78° 2,54 0,93
a* 7,58% 1,18 6,18* 0,23 6,95* 0,39 0,33
b* 5,94* 0,64 5,14* 0,06 5,67 1,07 0,66

Letras diferentes dentro da mesma linha indicam diferengas significativas (p < 0,05). RMF: Residuo Mineral Fixo; EPM: Erro Padrao da Média;

Aa: Atividade de agua
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Os valores encontrados na determinagdo
da atividade de agua nos musculos Muscularis
gastrocnemius pars externa, Muscularis fibulares
longus e Muscularis gastrocnemius pars internus
ndo apresentaram diferenca significativa, variando
de 098 a 0,99. Esses resultados estio em
concordancia com os encontrados por Allonso-
Calleja et al'' que obtiveram valores médios de
0,995 em carne de avestruz resfriada e embalada
a vacuo.

Houve diferenca (p < 0,05) nos valores de
textura nos musculos analisados. O Gastrocnemius
pars internus apresentou uma textura menor do
que os outros musculos estudados, o que pode ser
explicado por ser um musculo interno privado
de grandes contragées musculares, bem como de
atrito com o meio externo, diferente dos demais
musculos avaliados.

Marks et al® avaliaram musculos de seis
carcagas de avestruzes quanto ao seu valor de
textura em intervalos de uma hora, um dia e uma
semana depois do abate, encontraram valores
de 10,1 kg/g, 10,0 kg/g, 10,0 kg/g, resultados
superiores aos encontrados neste experimento.

Houve diferenga (p < 0,05) significativa em
relagdo ao pardmetro de cor b* entre os musculos
avaliados. Segundo Balog et al*, a carne de avestruz
apresenta uma coloragdo fortemente avermelhada,
isso ocorre devido ao alto teor de ferro, sendo
que alguns autores sugerem que dependendo da
alimentagdo e do procedimento de abate, podem
assumir coloragdes mais arroxeadas.

Majewska et al'’, avaliando a cor do musculo
M. iliofibularis da coxa do avestruz, encontraram
valores para os parametros de cor L* 31,5-33,5,
a* 16,7-19,1 e b* 11,3-13,1 diferente dos resultados
encontrados nesta pesquisa. Hoffman e Fisher",
avaliando a cor do M. iliofibularis, encontraram
L* 29,42, a* 548 e b* 3,51 semelhantes aos
encontrados nos musculos avaliados.

A carne de avestruz apresentou um valor
médio de capacidade de emulsificagao 136,40 mL
de o¢leo/0,5 g. Em pesquisas realizadas por
Komiyama et al®, foi avaliada a capacidade
de emulsificagdo de carne de frango e o valor
médio encontrado foi 76,67 mL de 6leo/0,5 g,
considerada esta carne pelos autores, uma boa
matéria-prima para produtos emulsionados.

Desta forma, a carne de avestruz analisada
nesta pesquisa, apresenta boa capacidade de
formar emulsdes, haja vista que apresentou uma
capacidade de emulsificacio quase duas vezes
superior, qual seja, 136,40 mL de 6leo/0,5 g,
podendo ser utilizada como matéria-prima na
elaboragdo de produtos emulsionados.

O que pode explicar esta superioridade da
carne de avestruz na capacidade de emulsificacdo
encontrada neste trabalho em relacio a carne
de frango é que a carne de avestruz apresenta
um percentual de proteina superior ao da carne
de frango no musculo estudado. Sales e Hayes"
compararam a composicdo centesimal das
carnes de avestruz, boi e frango e também
encontraram teores de proteinas superiores na
carne de avestruz.

A capacidade de absor¢ao de agua pode ser
influenciada por diversos fatores, por exemplo,
o pH. A carne de avestruz apresentou valores
de capacidade de retencdo de agua média de
55,63 %. Komiyama et al® avaliaram a capacidade
de absor¢ao de agua da carne de peito de frango
e encontraram valores médios de 57,74 %,
semelhante a média encontrada neste experimento.
No entanto, Sanfelice et al'® encontraram valores
de 64,54 % em peito de galinhas matrizes pesadas
em final de ciclo produtivo.

CONCLUSAO

A carne de perna de avestruz apresenta
superior rendimento pds-desossa, em relagdo
a outras espécies de aves, bom percentual de
macronutrientes, baixa quantidade de gordura,
alta capacidade de emulsificacaio e absor¢io
de 4agua, o que torna possivel sua utilizagdo como
matéria prima na fabricacao de embutidos.
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RESUMO

A esporotricose ¢ uma micose subcutinea de implantagdo causada pelo fungo dimérfico
Sporothrix spp. que acomete seres humanos e animais, sendo rara em cies e com baixo potencial
zoondtico. O presente relato refere-se a um cdo da raca Yorkshire Terrier, fémea, com um ano
de idade, sem historico de contato com felinos, que apresentou lesio cutinea em membro
toracico direito, resistente ao tratamento com antibiético. A amostra obtida da bidpsia excisional
da lesdo foi enviada para realizagio de exame histopatoldgico (H&E, PAS e Grocott) e anilise
imuno-histoquimica para a investigacdo de dermatozoonoses. Os resultados confirmaram o
diagndstico de Sporothrix spp. O animal foi tratado com itraconazol (10 mg/kg/dia via oral durante
120 dias). Nao foram observadas lesdes apds 11 meses do inicio do tratamento. Atualmente, a
esporotricose ndo é considerada como doenga de notificagio compulsoria. Entretanto, é importante
conscientizar os profissionais veterindrios quanto ao potencial zoondtico da doenga, e quanto as
caracteristicas clinicas, que podem ser sutis e semelhantes a outras dermatopatias comuns.

Palavras-chave. Sporothrix, cdo, imuno-histoquimica, dermatite ocupacional, zoonose.

ABSTRACT

Sporotrichosis is an implantation or subcutaneous mycosis caused by the dimorphic fungus
Sporothrix spp. that infects both humans and animals. Dogs are rarely affected and this
microorganism is considered as of low zoonotic potential. The present study reports a case of
sporotrichosis in a one year old female Yorkshire Terrier dog, with no history of previous contact
with cats. Histopathological and immunohistochemical analyses performed in the sample, collected
by means of the lesion biopsy, revealed a nodular dermatitis with intra-lesion Sporothrix spp.
The dog was treated with itraconazole (10 mg/kg/day for 120 days). No additional skin lesions were
detected, 11 months after starting the treatment. Currently, sporotrichosis has not been included
as a disease requiring the mandatory report. However, it is important to instruct the professionals
concerning the zoonotic potential of this disease, and on the clinical features which might be very
subtle and similar to those found in the most common skin diseases.

Keywords. Sporothrix, dog, immunohistochemistry, occupational dermatitis, zoonosis.
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A esporotricose é uma micose subcutanea
de implanta¢ao' causada pelo fungo dimdrfico
Sporothrix spp. que acomete seres humanos e
animais>. Sporothrix schenckii tem distribuicao
natural geografica cosmopolita e tem sido
isolado como saprofita a partir do solo e de
vegetais’. A esporotricose é uma zoonose e o
felino doméstico é considerado a principal
fonte de infeccdo. A transmissio ocorre via
mordedura ou arranhadura do animal infectado.
Os individuos mais frequentemente acometidos
sao donas de casa, médicos veterindrios e
cuidadores de animais’. A esporotricose em
cdes é considerada rara e com baixo potencial
zoonotico*?”, ndo sendo diretamente envolvidos
na transmissdo da doenga, devido a escassez
de células fungicas em lesdes e a auséncia do
agente na cavidade bucal'. O conhecimento
atual da esporotricose canina é derivado de
alguns relatos de caso isolados'.

A esporotricose é considerada a micose
subcutanea mais importante em saude publica
em diversos paises’. No Brasil, os primeiros
casos de esporotricose zoondtica (Sporothrix
schenckii), transmitida por gato, foram relatados
pelo Instituto Evandro Chagas, Fiocruz, no Rio
de Janeiro, entre 1994 e 1997'. Até a década de
1990, havia somente 12 casos relatados envolvendo

cdes. Desde 1998, o numero de casos de
esporotricose zoondtica no Rio de Janeiro
aumentou, exponencialmente, devido a wuma

epidemia que, ainda hoje, afeta seres humanos e
animais domésticos'.

Em 2006, na regido metropolitana do Rio de
Janeiro, foram diagnosticados 44 caes com a doenga,
avaliados por um periodo de 5 anos. Atribuiu-se
aos gatos contactantes a responsabilidade pela
infeccdo deste elevado nimero de caes®.

A esporotricose ¢ considerada a segunda
dermatose mais frequente entre felinos domésticos
atendidos em clinicas dermatoldgicas em Sao
Paulo: 18 a 21 % de todas as dermatoses de
gatos avaliados no Hospital Veterinario da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade de Sao Paulo - HOVET/FMVZ
USP, entre 1986 e 2007. No mesmo periodo,
entretanto, nenhum caso canino foi diagnosticado
neste hospital®.
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O método de referéncia para o diagnostico
dessa micose é o isolamento e identificagdo do
fungo em cultura. Contudo, frequentemente o
diagnoéstico presuntivo é obtido por identificagao
histolégica em bloco de parafina, particularmente
quando a infecgdo fungica ndo era suspeita no
momento da biopsia®”.

O presente caso refere-se a um cido da raga
Yorkshire Terrier, fémea, com 1 ano de idade,
proveniente da cidade de Nova York, Estados
Unidos, atendido em uma clinica veterinaria na
cidade de Sao Paulo. O animal foi encaminhado
para atendimento veterinario com presenga de
lesdo cutanea nodular circular e alopécica,
medindo cerca de 2,5 cm de diametro, localizada
em membro tordcico direito, com tempo de
evolugdo de 15 dias, segundo relato do tutor.
Apresentava-se em bom estado geral, sem outra
queixa. O quadro dermatoldgico teve inicio sete
meses apds a chegada do animal no Brasil, com
crescimento lento durante 15 dias até o
momento da consulta. A cadela vivia em
regime domiciliado, em convivio com 4 animais
da mesma raga, contactantes e assintomaticos.
O animal realizava passeios monitorados
pelo tutor, nunca havendo contato com gatos.
Pelas caracteristicas macroscopicas da lesdao
(Figura 1), inicialmente, a suspeita clinica foi de
lesdo bacteriana por provavel causa traumatica,
corroborada pela alta incidéncia da mesma em
cdes residentes na darea urbana de Sdao Paulo.

Figura 1. Lesdo cutinea nodular arredondada em membro
tordcico direito de um cdo da raga Yorkshire Terrier, fémea,
com 1 ano de idade
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Duas aplicagoes de cefovecina sddica (8 mg/kg
via subcutinea), em intervalo de 14 dias, foram
administradas ao animal. Apds 1 més do inicio
do tratamento, a lesdo permaneceu inalterada.

Deste modo, optou-se pela realizacao de
bidpsia excisional da lesio e o fragmento obtido
foi fixado em solu¢ao de formalina 10 % e
encaminhado para andlise histopatologica. Por
ndo haver inicialmente suspeita de etiologia
fungica, nao foi realizada coleta de material
biologico para cultura. Nos cortes corados por
hematoxilina e eosina, observou-se dermatite
piogranulomatosa multifocal coalescente moderada
a severa, sugerindo os principais diagndsticos
diferenciais de sindrome do piogranuloma
estéril, ou dermatite piogranulomatosa
associada a agentes infecciosos (Figura 2A).
Para  esclarecimento etioldgico, procedeu-se
coloracdes de acido periddico de Schiff (PAS)
e Grocott-Gomori. Foram, entdo, evidenciadas,
ao centro dos piogranulomas, raras estruturas
arredondadas  diminutas = compativeis = com
leveduras, sendo a principal suspeita de
esporotricose (Figura 2B). Para confirmagao,
o material foi encaminhado ao Instituto Adolfo
Lutz para exame imuno-histoquimico para
investigagao de dermatozoonoses. Para isto, foram
procedidos novos cortes histoldgicos em laminas
silanizadas a 3 pm, recuperagdo antigénica em
panela de pressio (pH 6,0), bloqueio de
peroxidase enddgena e incubagdo com anticorpos
primario anti-Sporothrix spp. (policlonal), anti-
Criptococcus  spp. e anti-Histoplasma  spp.
(policlonal). Posteriormente, incubou-se com
anticorpo secundario ligado a polimero e
procedeu-se revelacdo com 3,3’-diaminobenzidina
e contra-coloracio com hematoxilina. Nao foi
observada imunomarcagdo para Criptococcus ssp.
e Histoplasma spp., no entanto, notou-se marcagao
acastanhada de estruturas arrendondadas no
centro dos piogranulomas compativeis com
Sporothrix spp. (Figura 2C).

Com o estabelecimento do diagnostico,
foi instituida terapia medicamentosa com
itraconazol (10 mg/kg/dia via oral, por 120 dias).
O animal respondeu bem a terapia, sem
aparecimento de novas lesdes, mesmo apos
11 meses do inicio do tratamento.

Figura 2. Fotomicrografia de pele de cdo. (A) Reacdo
piogranulomatosa em derme profunda. Aumento de 20 x,
coloragdo por H&E. (B) Colora¢do histoquimica evidencia
presenca de estruturas arredondadas positivas (seta). Aumento
de 1000 x, coloragao de acido periddico de Schiff (PAS). (C)
Imuno-histoquimica positiva para presenca de antigenos anti-
Sporothrix spp. (seta). Aumento de 40 x, contra-coloragdo com
hematoxilina

O presente relato difere da casuista
observada no Brasil, por acometer animal
oriundo de uma area ndo considerada endémica
para esporotricose (Zona Oeste de Sao Paulo);
por ser da espécie canina e ndo ter tido relato
de contato com gatos, considerados a principal
fonte de infeccdo para a esporotricose’. Em cées
a localizagdo mais frequentemente observada da
esporotricose é o focinho, provavelmente, em
decorréncia do habito destes animais em farejar
o ambiente'. Testiculos, cavidade bucal e mucosa
conjuntiva’, também sdo descritas como dreas
em que o fungo ¢ encontrado.

Outra via de transmissio da esporotricose
inclui a inocula¢ao do agente do solo ou vegetal
contaminado’. A parte tem sido relatada, em
outros Estados, como uma doenga ocupacional,
contraida por profissionais de jardinagem ou
floricultura, em contato com material vegetal e
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solo contaminado’. De fato, no presente caso
canino, esta parece ser uma hipotese mais
provavel, ja que ndo foi observado contato
do animal com felinos. Embora o cao fosse
mantido em regime domiciliado, era submetido
a eventuais passeios em ambiente externo,
sempre supervisionado de seus tutores. Nao ¢
possivel descartar a possibilidade de inoculagio
por meio de contato com solo ou vegetal
contaminado em parques, pragas ou jardins.

O presente caso exibiu lesdo dérmica, com
infiltrado predominantemente piogranulomatoso,
exibindo raras células fungicas. Esta observacao,
vai de acordo com o relatado por Miranda et al®
que, em estudo de 86 caes com esporotricose no
Rio de Janeiro, observaram 89,5 % dos casos com
infiltrado piogranulomatoso, com presenca de
poucas leveduras, recomendando a realizacdo de
cortes seriados nos casos suspeitos’. Uma vez que
ndo se obteve amostra biologica sem fixador, nao
foi possivel isolamento fungico e determinagdo
da espécie. Recentemente, houve mudanga
na classificagio taxondomica do  Sporothrix.
A esporotricose sempre foi atribuida ao fungo
Sporothrix schenkii, Unica espécie considerada
patogénica para homem e animal, mas com
analises fenotipicas e genotipicas, atualmente
passam a ser pertencentes ao complexo Sporothrix
schenkii, 6 espécies cripticas®.

Apesar do itraconazol ser o medicamento de
primeira escolha’, terapias alternativas sao
sugeridas para o tratamento da esporotricose.
Larsson et al® sugerem, para os casos de
esporotricose em cdes, a administragio de
iodeto de sédio ou potassio a 20 % (40 mg/kg a
cada 8 horas, via oral, enquanto houver lesdo,
e apos a remissao da mesma, por mais 30 dias).

Souza et al' relataram um caso de
esporotricose canina, cuja terapia instituida foi
a administracdo do itraconazol. O animal por
esse grupo relatado ndo apresentou efeitos
adversos ao uso do medicamento®.

A esporotricose nao ¢ doenga de
notifica¢do compulsoria; entretanto, é importante
conscientizar profissionais veterinarios quanto
ao potencial zoonético da doenga, e quanto as
caracteristicas clinicas da doenga, que podem
ser, como no presente caso, sutis e semelhantes
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a outras dermatopatias comuns. O diagndstico
correto da etiologia permite a conduta clinica
adequada, com administragdo de antifungicos,
além do alerta para os contactantes, humanos
e animais, para evitar a exposicao ao agente.
Por ser uma zoonose com numero crescente
de casos relatados no Rio de Janeiro, os casos
suspeitos de esporotricose devem ser investigados
e reportados.
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Brito LT. Avaliacao de diferentes vias de imuniza¢ido com novo adjuvante para Neisseria
meningitidis em diferenteslinhagens de camundongos. Sao Paulo 2015. 110 p. [Dissertagao
de Mestrado - Biotecnologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
USP]. Orientador: Elizabeth Natal De Gaspari.

Na primeira parte do estudo camundongos Swiss foram imunizados por diferentes vias de imunizagao
com OMV's de Neissera meningitidis com DDA-BF ou HA como adjuvantes . Os adjuvantes e diferentes
vias foram comparados quanto as respostas imunes por meio de ELISA, Immunoblot, HTT e analise
histopatoldgica. Os animais imunizados apenas com adjuvantes nao produziram titulos de anticorpos.
Ap6s tnica dose e decorridos 15 dias, a imuniza¢do com HA e antigeno apresentou titulos de IgG
mais altos em relagio ao DDA-BF nas vias subcutanea, intraperitoneal e intramuscular. Apds
2 doses e 66 dias, todas as vias exibiram titulos de IgG, sendo as que receberam o HA com OMVs
produziram titulos discretamente mais altos e ainda altos indices de avidez. O perfil da resposta
imune quanto ao padrao Th 1/Th 2 foi avaliado. Ambos adjuvantes promoveram a produgao de IgG2a,
as respostas variaram de acordo com as vias de imunizac¢ao utilizada. Enquanto as vias subcutanea
e intramuscular induziram titulos semelhantes de IgG2a para ambos adjuvantes, a via intraperitoneal
com DDA teve titulo mais alto. A produgao de IgG1 foi modulada apenas por HA, sendo mais robusta
na via subcutanea, seguida pela intramuscular com valores muito préximos aos da intraperitoneal.
Camundongos isogénicos Balb/c H2!e C57Bl/6] H2" foram imunizados pela via subcutanea.
Foram avaliadas as produg¢bes de anticorpos do tipo IgG, IgGl e IgG2a, bem como o indice de
avidez de IgG. De modo geral, os grupos de OMVs HA induziram maior produ¢ao de anticorpos
que OMVs DDA ou apenas OMVs, enquanto os controles HA, DDA e salina ndo apresentaram
niveis de anticorpos. Pelas técnicas utilizadas no estudo ndo observamos uma diferenca significante
entre os dois adjuvantes utilizados independente da via e da linhagem de camundongos utilizados.

Palavras-chave. Neisseria meningitidis B, vesiculas de membrana externa, DDA-BE adjuvantes,
linhagens isogénicas, andlise histopatoldgica
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Rinaldi FM. Imunogenicidade de antigenos de vesiculas de membrana externa
(OMVs) de Neisseria meningitidis B associado a lipide cationico (DDA-BF).
Sao Paulo 2014. 130 p. [Dissertagio de Mestrado - Biotecnologia, Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo — USP]. Orientador: Elizabeth Natal De Gaspari.

Neisseria meningitidis é um diplococo Gram-negativo, aerébio e encapsulado, causador mais
comum de meningite e septicemia. Este agente é o principal causador de infec¢des bacterianas invasivas
no mundo. Apesar de existirem 13 sorogrupos de N. meningitidis, apenas 6 sdo capazes de causar
infecgdo: A, B, C, W135, X e Y. O sorogrupo B difere dos outros sorogrupos patogénicos por sua
capsula polissacaride ter composi¢do idéntica ao dcido policidlico, presente em muitas glicoproteinas
humanas, particularmente encontrados no tecido cerebral fetal, e bioquimicamente homéloga com
a estrutura molecular de adesdo do neurdnio. Sendo assim, a capsula polissacaride nao pode ser
usada em vacinas conjugadas, pois pode causar autoimunidade, sendo pouco imunogénica. Doencas
meningocécicas causadas pelos sorogrupos A, C, Y e W135 podem ser prevenidas pelas vacinas que
contém polissacarideos capsulares especificos conjugados. Para que uma vacina seja eficaz contra o
sorogrupo B, é importante que esta abranja todos os sorotipos e seja capaz de promover imunidade
duradoura, principalmente em criangas abaixo de dois anos, as mais acometidas. Vacinas baseadas em
vesiculas de membrana externa (OMVs, do inglés Outer Membrane Vesicles) de N. meningitidis B sao
amplamente estudadas. No presente estudo, OMVs de meningococo B (B:4:P1.9) foram associadas
a um lipidio cationico, o dioctadecildimetilamonio (DDA-BF) em preparagao antigénica testada
em camundongos fémeas nao isogénicos, e comparamos os titulos de anticorpos IgG, I1gG1, IgG2a e
IgG2b com os anticorpos produzidos por camundongos imunizados com a mesma OMVS associada
ao hidréxido de aluminio, por ELISA. As analises foram realizadas com soros de cada animal colhidos
individualmente, ap6s 60 dias de imunizagao. A avidez dos anticorpos também foi analisada por ELISA.
Immunoblot e dot-ELISA avaliaram a reagdo especifica entre a cepa homoéloga usada na imunizagao e a
reagao a antigenos cruzados com outras cepas de meningococo. A hipersensibilidade tardia (HTT) foi
comparada entre os dois grupos experimentais, apos o desafio com cepa homologa em uma das patas,
depois de 24 horas da inje¢ao, ap6s 14 dias da primeira dose de imunizagao.

Palavras-chave. Neisseria meningitidis B, vesiculas de membrana externa, DDA-BE adjuvante, vacinas
meningocdcicas, avidez.
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INSTRUCOES AOS AUTORES

A Revista do Instituto Adolfo Lutz (RIAL), iniciada em 1941, é uma publicagdo trimestral com a missao de divulgar
resultados de investigacoes cientificas relacionadas as acdes de promogéo a saude, prevengdo e controle de agravos
e doengas de interesse em satude publica, além de incentivar a produgédo de artigos cientificos nas areas de vigilancia
epidemioldgica e sanitaria e de proporcionar a atualiza¢ao e aprimoramento de profissionais da darea 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 satide publica, realizadas
com rigor cientifico e que possam ser replicadas e generalizadas.

Politica Editorial

Editada nos formatos impresso e eletronico, a RIAL tem interesse por trabalhos originais em todas as reas laboratoriais
em saude pubica. Sdo também publicadas outras contribui¢des inéditas, desde que sobre temas atuais e importantes -
revisdes de literatura, comunica¢des breves e notas cientificas — além de resumos de teses e dissertacoes.

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

Os manuscritos submetidos sao analisados inicialmente pelos editores quanto ao atendimento aos padroes da RIAL e
as normas para o envio dos originais. Aqueles manuscritos selecionados sao encaminhados para avalia¢ao por pares
externos de area pertinente, sempre de instituigdes distintas aquela da origem do manuscrito, sendo garantido o
anonimato e a confidencialidade durante todo o processo de avaliagdo. Apds receber os pareceres, o Corpo Editorial,
que detém a decisdo final sobre a publicacao ou nao do texto, avalia a aceitagdo 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 0s
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 Saude — 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 Utilizagdo de Animais
para fins Cientificos e Didaticos - DBCA de 2013 e pelas Resolu¢cdes Normativas N° 12, N° 13 e N° 14 no caso
de experimentacdo 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 Satide (CNS), bem como
registro dos estudos de ensaios clinicos em base de dados, conforme recomendagdo aos editores da Lilacs e Scielo,
disponiveis em: http://bvsmodelo.bvsalud.org/site/lilacs/homepage.htm. No caso de experiemntagdo animal o projeto
devera 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 Inovagao (CONCEA). O nome da base
de dados, sigla e/ou numero do ensaio clinico, assim como o numero do processo e o nome da comissao 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 avaliagoes.
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Os manuscritos publicados sdo de propriedade da RIAL. A transferéncia de direitos autorais sera solicitada apos a
aprova¢dao do manuscrito para publicagdo.

Informagoes Gerais
Os manuscritos submetidos a publicacido 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 eletronico (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 saude. Devem
ser baseados em novos dados ou perspectivas relevantes para saide publica. Cada artigo deve conter objetivos e
hipéteses claras, desenho e métodos utilizados, resultados, discussao e conclusoes.
Informac¢oes Complementares:

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

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

e As referéncias bibliograficas, limitadas a 40, 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 néo publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e outros) devem ser evitadas.

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

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

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

Informagdes complementares:

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

e As referéncias bibliograficas, limitadas a 50, 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 néo publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e outros) devem ser evitadas.

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

1.3 Comunicacoes Breves: Sao relatos sucintos destinados a rapida divulgagao de eventos significativos no campo da
pesquisa de interesse em satide publica e que ndo comportam uma analise mais abrangente.

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

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

o As referéncias bibliogréficas, 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, relatdrios e outros) devem ser evitadas.

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

e Sua apresenta¢do deve acompanhar as mesmas normas exigidas para artigos originais.

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

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

e 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.

e Asreferéncias bibliograficas, limitadasa 10, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes
a problematica abordada. Deve-se evitar a inclusdo de numero excessivo de referéncias numa mesma citagao.
Citagdes de documentos ndo publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatdrios e outros)
devem ser evitadas.

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

® Sua apresentacao deve acompanhar as mesmas normas exigidas para artigos originais, porém na forma de
texto nico.

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

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

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

o Osresumosemportuguéseeminglés(abstract)devemteraté200palavrasedevemterentre3a6palavras-chave (keywords).
® Devem apresentar Introdugao, Relato de caso, Discussdo e Conclusdo, na forma de texto tnico.

1.6 Resumos de Teses e Dissertacoes: Sao aceitos resumos de teses e dissertagdes até um ano apos a defesa.
Informagdes complementares:

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

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

2. Apresentacido 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 Instituicdes; Resumo e Abstract; Introducdo; Material e Métodos; Resultados; Discussdo; Concluséo;
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
autores aqueles que contribuiram substancialmente para a concepgéo e planejamento, ou analise e interpretagao
dos dados; contribuiram significativamente na elabora¢do do rascunho ou na revisao critica do contetdo 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 nao justificam autoria - maiores esclarecimentos sobre autoria
podem ser encontrados na pagina do ICMJE (http://www.icjme.org). Deve constar o nome completo, sem
abreviagdes e com ultimo sobrenome em caixa alta (exemplo: Ana Maria Camargo da SILVA) e o e-mail do
autor responsavel. O autor responsavel para troca de correspondéncia deve estar assinalado com asterisco (*) e
apresentar também o endere¢o completo.

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

universidade.

Financiamento da pesquisa: Se a pesquisa foi subvencionada, indicar o tipo de auxilio, 0 nome da agéncia
financiadora e o respectivo numero do processo.
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Apresentacao prévia: Quando baseado em tese ou dissertagdo, indicar o nome do autor, titulo, ano, nome do programa
de pds-graduagio e instituigao onde foi apresentada. Quando apresentado em evento cientifico, indicar o nome do
evento, local e ano da realizacio.

2.2 Preparo do manuscrito:

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

Palavras-chave/keywords: Devem ser indicados entre 3 a 6 descritores do contetido, extraidos do vocabulario
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 nao
existentes nos conjuntos citados.

Estrutura do texto:

A) Introducio: Deve ser breve, relatando o contexto e a justificativa do estudo, apoiados em referéncias pertinentes
ao objetivo do manuscrito, sintetizando a importancia e destacando as lacunas do conhecimento abordadas. Nao deve
incluir dados ou conclusdes do estudo em referéncia

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

Oscritérioséticosdapesquisadevemserrespeitados; osautoresdevemexplicitarqueapesquisafoiconduzidadentro
depadroeséticosefoiaprovadaporcomitédeética,indicando onome do comité de ética, nimero e data do registro.

C) Resultados: Devem ser apresentados em uma sequéncia logica, iniciando-se com a descri¢do dos dados
mais importantes. Tabelas e figuras devem ser restritas aquelas necessdrias para argumentagao e a descri¢do
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 graficos e tabelas ndo 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 argumentag¢des do autor. Tanto as limita¢des do trabalho quanto suas implicagdes para futuras
pesquisas devem ser esclarecidas. Incluir somente hipdteses e generaliza¢des 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
ndo preencham os requisitos de autoria, prestaram colaboracdo ao trabalho. Sera preciso explicitar o motivo
do agradecimento, por exemplo, consultoria cientifica, revisao critica do manuscrito, coleta de dados etc. Deve
haver permissao expressa dos nomeados e o autor responsavel deve anexar a Declaragdo de Responsabilidade
pelos Agradecimentos. Também pode constar desta parte apoio logistico de institui¢des.
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2.3 Citacdo 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 numero 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 declaragdo dos nutrientes no rétulo do alimento é
mais antiga e foram desenvolvidos métodos hidroliticos, como 0 AOAC 996.06', de extragdo e determinacao 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 retencio e estabilidade das mesmas.

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

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

No caso de publicagdes com até seis autores, citam-se todos; acima de seis, citam-se os seis primeiros, seguidos da
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 legislacao 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. ]
Am Oil Chem Soc. 1977;54:36-40.

Hennington EA. Acolhimento como pratica interdisciplinar num programa de extensao. Cad Saude Coletiva [Internet].
2005;21(1):256-65. Disponivel em:

[http://www.scielo.br/pdf/csp/v21n1/28.pdf].

Livros:

Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for nurses. 2* ed. Albany (NY):Delmar Publishers;1996.
Lopez D, organizador. Estudos epidemioldgicos qualitativos. Sdo Paulo: James Martim; 2009.

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

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

Capitulos de livro:

Wirdh L. Histéria da Epidemiologia. In: Lopez D, organizador. Estudos epidemioldgicos qualitativos. Sdo Paulo: James
Martim; 2009.p.64-76.
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Dissertagdes, teses e monografias:

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

Moreschi ECP. Desenvolvimento e validagdo de métodos cromatograficos e avaliacdo da estabilidade de vitaminas
hidrossolaveis em alimentos [tese de doutorado]. Sdo Paulo (SP): Universidade de Sao Paulo; 2006.

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

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

Dados eletronicos:

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

Legislacao:

Brasil. Ministério da Satide. Resolugao RDC ne 12, de 02 de janeiro de 2001. Aprova o Regulamento Técnico sobre Padroes
MicrobioldgicosparaAlimentos.DidrioOficial[da] RepublicaFederativadoBrasil. Brasilia, DF, 10jan.2001.Se¢ao1,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].

Organizacion 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 nao contemplados nesta instru¢ido devem ser citados conforme indica¢io do Committee of Medical Journals
Editors (Grupo Vancouver), disponivel em: http://www.cmje.org. Referéncias a documentos ndo indexados na
literatura cientifica mundial, em geral de divulgagdo circunscrita a uma instituigdo ou a um evento (teses, relatdrios de
pesquisa, comunicagdes em eventos, dentre outros) e informagoes extraidas de documentos eletronicos, ndo mantidas
permanentemente em sites, se relevantes, devem figurar no rodapé das paginas do texto onde foram citadas.

2.5 Numeros de figuras e tabelas: A quantidade de figuras e tabelas de cada manuscrito deve respeitar a quantidade
definida para cada categoria de artigos aceitos pela RIAL. Todos os elementos graficos ou tabulares apresentados serao
identificados como figura ou tabela, e numerados sequencialmente a partir de um, e nao como quadros, graficos etc.

A) Tabelas: Devem ser redigidas em processador de texto Word for Windows 2003 ou compativel e serem apresentadas
em arquivos separados, 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 tracos internos horizontais ou verticais. As notas
explicativas devem ser limitadas ao menor numero 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
autorizacdo da revista que a publicou, para sua reprodugao.
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B) Figuras: As ilustragoes (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 serao admitidas para publicagao figuras
suficientemente claras e com qualidade digital que permitam sua impressdo, preferencialmente no formato vetorial.
No formato JPEG, a resolugdo minima deve ser de 300 dpi. Figuras em cores serao publicadas quando for necessaria
a clareza da informacao 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 reproducao.

3. Declaracoes e documentos solicitados: Em conformidade com as diretrizes do International Committee of Medical
Journal Editors, sao solicitados alguns documentos e declaragdes do(s) autor(es) para a avaliacdo de seu manuscrito.
Observe a relagdo dos documentos abaixo e, nos casos em que se aplique, anexe o documento ao processo. O momento
em que tais documentos serao solicitados é variavel:

Documento/declaragao Quem assina Quando anexar

Carta de Apresentagdo Todos Submissdo

Responsabilidade pelos Agradecimentos Autor responsavel Aprovagao
Todos Aprovagao

Transferéncia de Direitos Autorais

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

e Um paragrafo declarando a responsabilidade de cada autor: ter contribuido substancialmente para a concepgéo e
planejamento ou andlise e interpreta¢ao dos dados; ter contribuido significativamente na elaboragao do rascunho ou
na revisdo critica do contetido; e ter participado da aprovagdo da versdo final do manuscrito. Para mais informagdes
sobre critérios de autoria, consulte a pagina do ICMJE (http://www.icjme.org).

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

e Um paragrafo contendo a declaragdo que o trabalho nao foi publicado, parcial ou integralmente, em outro periodico.
Todos os autores devem ler, assinar e enviar documento transferindo os direitos autorais. O artigo so6 sera liberado
para publicacdo quando esse documento estiver de posse da RIAL.

4. Verificacdo dos itens exigidos na submissao:

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

2. Titulo do manuscrito, em portugués e inglés.

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

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

5. Carta de Apresentagdo assinada por todos os autores.

6. Nome da agéncia financiadora e niimero(s) do processo(s).
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7. No caso de artigo baseado em tese/dissertagdo, indicar o nome da institui¢ao/Programa, grau e o ano de defesa.

8. Referéncias normalizadas segundo estilo Vancouver, ordenadas pela citagdo no texto e numeradas, e se todas estao
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¢ao minima 300 dpi.

5.Revisao daredacio 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 manutengao da
homogeneidade e qualidade da publicagao, respeitando, porém, o estilo e as opinides dos autores. Inclusive a versao
em inglés do artigo tera esta etapa de revisao.

6. Provas: Apds sua aprovagdo pelos editores, o manuscrito serd revisado quanto a redagdo cientifica. O autor
responsavel pela correspondéncia recebera as provas graficas para revisdo por correio eletronico em formato pdf
(portable document format). O prazo méximo para a revisio da prova é de dois dias. E importante cumprir os prazos
de revisao para garantir a publica¢io no fasciculo programado. Atrasos nesta fase poderao resultar em remanejamento
do artigo para fasciculos subsequentes.

7.Publicacdo e distribuicao: Os artigos serdo publicados em ordem cronolégica de aprovagao. As datas de recebimento
e de aprovagao do artigo constardo obrigatoriamente no mesmo.

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