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/.. Isoflavonas como tratamento alternativo na sintomatologia
- climatérica: uma revisao sistematica

Isoflavones as alternative treatment in climacteric symptomatology:
a systematic review

Maiara FRIGO!, Evayne de BARROS?, Paola Cristine de Bortoli dos SANTOS? Eloa Angélica KOEHNLEIN®#*
'"Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus
Laranjeiras do Sul, PR, Brasil.

*Curso de Nutrigao, Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Realeza, PR, Brasil.

O climatério é uma fase natural da vida da mulher que ocorre entre os 40 e 65 anos de idade e é caracterizado
pela transicao entre a fase reprodutiva e nao reprodutiva. Neste periodo, devido as alteragdes hormonais, ocorrem
alteragdes bioldgicas, enddcrinas e clinicas. Sintomas vasomotores sdo tipicos do hipoestrogenismo e podem
interferir negativamente na qualidade de vida das mulheres. Este estudo teve como objetivo revisar os resultados
dos estudos de intervengdo que utilizaram isoflavonas na sintomatologia de mulheres climatéricas ndo usudrias de
Terapia de Reposi¢do Hormonal (TRH). Realizou-se uma revisdo sistematica de artigos publicados entre os anos de
2008 e 2019 na base de dados PubMed. Foram encontrados 169 estudos, e considerando os critérios de inclusio, 18
artigos foram selecionados, em que houve interven¢ao com isoflavonas por meio de capsulas e/ou suplementos ou
alimentos para tratamento da sindrome climatérica. Foram verificados resultados positivos nos sintomas globais,
com destaque para sintomas vasomotores, em mais da metade dos estudos avaliados, em que doses entre 45 mg a
160 mg diarias de isoflavonas por pelo menos 12 semanas foram administradas, especificadamente nas mulheres
no periodo da pds-menopausa.

Palavras-chave. Menopausa, Fitoestrogenos, Alimento Funcional, Suplementos Nutricionais.

The climacteric is a natural phase during women’s life, which occurs between 40 and 65 years. It is characterized by
the transition from their reproductive to non-reproductive phase. In this period, due to hormonal changes, biological,
endocrine and clinical modifications also occur. Vasomotor symptoms are characteristic of hypoestrogenism and
can negatively affect women’s quality of life. This study aimed to review the results of intervention studies which
used isoflavones to treat the symptoms of climacteric women who did not undergo Hormone Replacement Therapy
(HRT). A systematic review of articles published between 2008 and 2019 in the PubMed database was carried out.
169 studies were found, and considering the inclusion criteria, 18 articles were selected, in which it was described
isoflavones intervention with capsules and/ or supplements or foods for the treatment of climacteric syndrome.
Positive results were observed regarding to global symptoms, with emphasis on vasomotor symptoms in more
than half of the studies, in which daily doses of isoflavones, between 45 mg to 160 mg, for at least 12 weeks, were
administered specifically in postmenopausal women.

Keywords. Menopause, Phytoestrogens, Functional Food, Dietary Supplements.

*Autor de correspondéncia/Corresponding author: eloa.koehnlein@uffs.edu.br
Recebido/Receivid: 15.04.2020 - Aceito/Accepted: 31.01.2021

Rev Inst Adolfo Lutz. 2021;80:1-14,e37249 1/14


https://orcid.org/0000-0001-6836-7309

Frigo M, Barros E, Santos PCB, Koehnlein EA. Isoflavonas como tratamento alternativo na sintomatologia climatérica: uma
revisao sistematica. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo. 2021;80:1-14,e37249.

O climatério é uma fase fisiologica da vida da mulher que se inicia por volta dos 40 anos e termina
a0s 65 e divide-se em trés fases: pré-menopausa, perimenopausa e pds-menopausa. E caracterizado pela
transi¢do da fase reprodutiva para a nao reprodutiva, em que ocorrem diversas mudangas bioldgicas,
enddcrinas e clinicas devido as alteragoes hormonais, mais especificamente em fungdo da diminui¢ao
gradativa da producao de estrogénio'?. Os sintomas do climatério mais comumente citados incluem os
vasomotores, como ondas de calor e suores noturnos, insénia, sintomas urogenitais, cardiovasculares e
sintomas do sistema 6sseo, como osteoporose’. Como resultado do exposto, o periodo do climatério é
vivenciado de uma forma negativa pelas mulheres, como um processo de perdas e que pode interferir
na qualidade de vida das mesmas'.

Como forma de aliviar os sintomas do climatério pode haver a prescricao da Terapia de
Reposi¢ao Hormonal (TRH) por meio da administra¢do de hormonios sintéticos a base de estrégeno
e progesterona®. A TRH possui beneficios em curto prazo, como a melhoria ou o alivio dos sintomas
vasomotores, sintomas ligados ao sistema nervoso central e urogenitais. Porém, apesar destes beneficios,
estudos demonstram que os riscos apresentados por este tipo de terapia, como riscos cardiovasculares,
tromboembolias, acidente vascular cerebral e o desenvolvimento de cancer de mama e endométrio,
superam os beneficios>®.

Diante desse cenario, alternativas de tratamento tém sido estudadas com o objetivo de evitar os efeitos
adversos da TRH. Dentre essas alternativas surgiu o interesse na utilizacao de fitoestrégenos, a partir da
observa¢ao de menor frequéncia de sintomas vasomotores em mulheres asiaticas, que apresentavam dieta rica
em fitoestrogenos, em comparagao com as mulheres da Europa’.

Os fitoestrogenos sdo compostos bioativos presentes em alimentos de origem vegetal, que possuem
acao estrogénica ou antiestrogénica, dependendo da concentragido enddgena de estrogénio. As duas principais
classes de compostos bioativos que possuem essa caracteristica sao as isoflavonas e as lignanas®. Estes dois
grupos fazem parte dos fitoestrogenos fenolicos, que apresentam estrutura quimica semelhante a dos
estrogenos produzidos pelo organismo feminino, sendo assim, tornam-se capazes de interagir diretamente
com os receptores estrogénicos das células humanas®.

Uma meta-analise realizada em 15 estudos para avaliar a efetividade da utilizacdo de isoflavonas em
curto prazo no alivio dos sintomas climatéricos e na melhora da qualidade de vida de mulheres mostrou
que, apesar de ndo ter ocorrido alteragio do Indice de Kuppermann (IK) (instrumento de avaliagdo clinica
da sintomatologia climatérica) em comparagdo ao grupo placebo, houve reducao significativa dos sintomas
vasomotores’. Uma revisdo da literatura sobre estudos de interven¢ao com fitoestrégenos de linhaga no
periodo do climatério e alteragdes no perfil lipidico demonstrou que a maioria obteve resultado satisfatorio na
reducao dos niveis plasmaticos de colesterol’.

A partir do exposto, nesta revisdao pretendeu-se reunir de forma sistematizada evidéncias
cientificas que permitam identificar a eficacia do uso de isoflavonas na melhoria dos sintomas
climatéricos.

Para a realizagdo dessa pesquisa empregou-se o método de revisdo sistematica'® utilizando-se
as seguintes palavras-chave: “Isoflavones and climacteric”, sendo essas combinadas para assegurar
alcance mais eficiente de diferentes estudos. Foram considerados elegiveis os artigos publicados em
periddicos indexados na base de dados PubMed. A busca pelos artigos se deu no més de margo de
2020.

Os critérios de inclusdo dos artigos na revisdao foram: 1) artigos que estivessem disponiveis
de forma completa on-line, em inglés, portugués ou espanhol; 2) artigos publicados no periodo
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de 2008 a 2019; 3) estudos clinicos que avaliaram os efeitos da interven¢do com isoflavonas
em mulheres entre 40 a 65 anos, que se encontravam no periodo do climatério, em relagdo a
sintomatologia dessa fase. Os critérios de exclusao foram: dissertagdes, teses e capitulos de
livros.

Para a extracao dos dados desejados dos estudos, utilizaram-se os seguintes critérios:
identificacao, caracteristicas metodoldgicas e resultados dos estudos.

Apos a realizagao da busca dos artigos, de acordo com os descritores, obteve-se um

total de 169 estudos. O processo de selecao realizado esta representado no fluxograma
(Figura).

Publicag¢oes
potencialmente elegiveis

Excluidos apos a leitura de titulos e
resumos:

PubMed: 169

Estudos que nio abordavam a questdo
em analise:146

Publicacdes selecionadas:

23 publicagdes
Excluidos apds a leitura do texto na
integra:
Estudos incluidos Nao atend.erelrn ziOS critérios de
na revisao: inclusao: 5
18 publicagdes

Figura. Fluxograma representativo da selecio dos estudos incluidos na reviso sistematica

Um total de 18 estudos foram selecionados, correspondente a 10,7% do total de artigos
encontrados, em que 14 realizaram intervengdo com isoflavonas administradas por meio
de capsulas e/ou suplemento em pé (77,8%) e 4 por meio de alimentos (22,2%). Os artigos

encontravam-se na lingua portuguesa, inglesa e espanhola. O Quadro mostra uma sintese dos
estudos selecionados'' .
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Quadro. Sintese dos estudos incluidos na revisdo sistematica, considerando intervencdao com capsulas,
suplementos ou alimentos contendo isoflavonas

Autor Publico Pariametros avaliados Periodo | Tipo de Interven¢io Resultados
e ano Estudado (Instrumentos) de Encontrados
Consumo

Interven¢ao com Suplementos e Capsulas

Estudos com Grupo Placebo

Ferrari 176 mulheres - Ondas de calor (diario) 12 - Grupo 1: 80 mg/dia | - Redu¢ao significativa
(2009)1 Perimenopausicas semanas de isoflavonas das ondas de calor em
e - Sintomas ambos 0s grupos ao
Pos-menopausicas climatéricos - Grupo 2: Placebo final do periodo de
(IK) teste*, porém maior
no grupo que recebeu
isoflavonas**;
- Reduc¢io dos

sintomas climatéricos
em ambos os grupos,
ao final do periodo
de teste*, porém sem
diferenca estatistica
entre os grupos**.

Lipovac 109 mulheres - Ansiedade e Depressao 12 - Grupo 1: 80 mg/dia | - Redugdo significativa
etal (2010)"* | Pés-menopausicas (Hospital Anxiety semanas de isoflavonas dos sintomas de
and De;:ressmn S.cale ansiedade e depressao
e Zung’s Self Rating
- Grupo 2: Placebo em ambos 0s grupos

Depression Scale
P ) ao final do periodo de

teste*, porém maior
no grupo que recebeu

isoflavonas**.
Hachul 37 mulheres - Ondas de calor 16 - Grupo 1: 80 mg/dia | - Redugdo significativa
et al Pés-menopdusicas (frequéncia) semanas de isoflavonas do nimero de
(2011)* ondas de calor e de
- Sintomas climatéricos - Grupo 2: Placebo ins6nia no grupo
(1K) isoflavonas**;

- Redugdo significativa
dos sintomas
climatéricos nos dois
grupos, ao final do
periodo de teste*,

- Polissonografia

porém sem diferenca
entre os grupos;

- Aumento
significativo da
eficiéncia do sono no
grupo isoflavonas**.

Continua na pdgina 5/14
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- Sintomas climatéricos
(GCS)

Lipovac et al 109 mulheres - Ondas de calor e suores 12 - Grupo 1: 80 mg/dia - Redugao
(201 Pés-menopdusicas noturnos (Frequéncia) | semanas | de isoflavonas por 12 significativa da
semanas; 1 semana | frequéncia das ondas
- Sintomas climatéricos de descanso; Placebo |  de calor, de suores
(IK) por 12 semanas noturnos e dos
sintomas climatéricos
- Grupo 2: Placebo apos uso das
por 12 semanas; 1 | isoflavonas comparado
semana descanso; com periodo de
80mg/dia de placebo**.
isoflavonas por 12
semanas
Ye 84 mulheres - Ondas de calor 24 - Grupo Baixa - Reducio
etal. Pés-menopdusicas (Frequéncia) semanas | dose: 84 mg/dia de significativa da
(2012)" isoflavonas frequéncia de ondas
- Sintomas climatéricos de calor e sintomas
(IK) - Grupo Alt:‘l dose: climatéricos em todos
126 mg/dia de final
isoflavonas 09 8T1Ip0s, a0 find
do periodo de teste*,
- Grupo Placebo porém maior nos
grupos Baixa e Alta
dose**.
Amato 365 mulheres - Sintomas climatéricos 96 - Grupo 1: 80 mg/dia - Ndo houve
etal Pés-menopdusicas (MENQOL) semanas de isoflavonas reducdo significativa
(2013)' de nenhum dos
- Grupo 2: 120 mg/ | sintomas nos grupos
dia de isoflavonas estudados™*.
- Grupo 3: Placebo
Malik 189 mulheres - Ondas de calor 24 Grupo A: Placebo | - Reducdo significativa
etal Pés-menopdusicas (Frequéncia e semanas na frequéncia e
(2016)" intensidade) - Grupo B: 0,5mg/ | intensidade de ondas
dia de Valerato de de calor em todos os
- Sintomas Estradiol grupos*, porém maior
Geniturindrios nos grupos B e C**;

- Grupo C: 0,3mg/
dia de Estrogénio
Conjugado

- Grupo D: 60mg/dia
de isoflavonas

- Redugao significativa
dos sintomas
genitourinarios nos
grupos B, Ce D ao
final do periodo de
teste*, porém maior
nos grupos B e C**;
- Reducéo dos
sintomas climatéricos
em todos os grupos
ao final do periodo de
teste™.

Continua na pdgina 6/14
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Carmignani
etal
(2010)*®

60 mulheres
Pés-menopdusicas

- Sintomas climatéricos
(MRS)

16
semanas

- Grupo Terapia
Hormonal: 1mg de
estradiol e 0,5mg
de acetato de
noretisterona + 2
por¢oes de placebo
em po por dia

- Grupo Soja:1
capsula com placebo
em poé + 2 porgdes
de um suplemento
em po6 contendo
24 g de proteina de
soja e 90 mg/dia de
isoflavonas

- Grupo Placebo: 1

capsula de placebo

em pé + 2 porgdes

de placebo em po
por dia

- Redugdo significativa

dos sintomas
somaticos (ondas de
calor, desconforto
cardiaco, problemas
de sono, musculares
e articulares) e
urogenitais no
grupo TH e soja
em comparagdo ao
placebo™*.

Estudos com Grupo Controle

Battaglia
etal
(2009)"

26 mulheres
Pés-menopausicas

- Ondas de calor
(didrio mensal)

12
semanas

- Grupo 1: 45 mg/dia
de isoflavonas

- Grupo 2: Controle

- Redugdo significativa
do ntimero de ondas
de calor no grupo
isoflavonas ao final
do periodo de teste* e
em comparagdo com o
controle®*.

Estudos apenas com Grupo Teste

Jenks
etal
(2012)>

88 mulheres
Pés-menopdusicas

- Ondas de calor e suores
noturnos (didrio)

- Sintomas climatéricos
(GCS).

8 semanas

- Grupo S-Equol 1:
10 mg/dia de
S-Equol

- Grupo S-Equol 2:
20mg/dia de S-Equol

- Grupo S-Equol 3:
40mg/dia de S-Equol

- Grupo Isoflavonas:
48mg/dia de
isoflavonas

- Redugdo significativa
na frequéncia de
ondas de calor e dos
sintomas climatéricos
em todos os grupos
ao final do periodo de
teste™;

- A redugdo das ondas
de calor foi maior nos
grupos S-Equol**.
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Yang 107 mulheres - Sintomas climatéricos 24 - Grupo 1: 35mg [ - Redugdo significativa
etal Pés-menopausicas (GCS modificada) semanas de extrato de soja nos sintomas
(2012)* contendo 17,5 mg/ | climatéricos em ambos
dia de isoflavonas de | 0 &rupos ao final
soja do periodo d@ teste™,
porém sem diferenga
- Grupo 2: 35 mg/ signiﬁcativas*intre 0s
dia de isoflavonas de EIUpOsT:
soja
Palma 72 mulheres - Sintomas climatéricos 12 - Grupo Terapia | - Redugdo significativa
etal Pés-menopausicas (GCS e MENQUOL) semanas | Hormonal: 0,3 mg/ dos sintomas
(2019)* dia de estrogénio | Vasomotores em todos
conjugado. os grupos ao final
do periodo de teste*,
orém maior no grupo
- Grupo Acupuntura: IZl“erapia Hormongal*g.
Acupuntura uma vez
na semana.
- Grupo
Fitoestrogénios:
150 mg/ dia de
isoflavonas
Chedraui 45 mulheres - Ondas de calor 12 - Administracdo | - Redugdo significativa
etal Pré-menopausicas, (Frequéncia e semanas de 100mg/dia do ntimero e
(2011)* Perimenopausicas intensidade); de isoflavonas severidade das ondas
e para todas as de calor ao final do
Pés-menopdusicas | - Sintomas climatéricos participantes periodo d.e te.ste*..
(MRS) - Redugio significativa
dos sintomas
climatéricos ao final
do periodo de teste*.
Palacios 68 mulheres - Sintomas vasomotores 16 - Grupo 1: 2 cpsulas | - Redugdo significativa
etal Pés-menopausicas (diario) semanas de 425 mg/dia de da severidade das
(2017)* dmega-3 ondas de calor em
ambos 0s grupos, ao
- Grupo 2: 2 final do periodo de
comprimidos com teste*.
54,4 mg/dia de - Nao foi observada
isoflavonas = 108,8 | diferenca significativa
mg/dia na redugdo do ntimero

de ondas de calor em
ambos os grupos*.
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Intervenc¢ao com Alimentos

Estudos com Grupo Placebo

Husain 61 mulheres - Sintomas climatéricos 8 - Grupo - Redugdo significativa
etal Pds-menopausicas (IK) semanas Experimental: 2 da intensidade e
(2015)*» biscoitos/dia com severidade dos
soja, contendo sintomas no grupo
54 mg/dia de experimental ao final
isoflavonas do periodo de teste*.
- Grupo Placebo:
2 biscoitos por dia,
sem soja
Basaria 84 mulheres - Sintomas climatéricos 12 - Grupo Intervengao: | - Redugdo significativa
etal Pés-menopdusicas (MENQOL) semanas | 20 gde proteina de | dos sintomas somente
(2009)% soja contendo no grupo intervengao,
160 mg/dia de ao final do periodo de
isoflavona teste®.
- Grupo Placebo:
20 g/dia de proteina
do leite
Liu 253 mulheres - Sintomas 24 - Grupo Soja: 40 g | - Nao houve redugdo
etal Pés-menopdusicas climmatéricos semanas de farinha de soja significativa dos
(2014)* (checklist de sintomas contendo 49,8 mg | sintomas ao comparar
validado) deisoflavonas 0s grupos**.
- Grupo Daidzeina:
40 g de leite em po

desnatado + 63 mg
de daidzeina
- Grupo Placebo: 40g
de leite com baixo
teor de gordura em pé

Estudos com Grupo Controle

Tranche 90 mulheres - Sintomas climatéricos 12 - Grupo 1 Controle/ | - Redugdo significativa
etal Perimenopdusicas (MRS) semanas Intervengdo: 12 dos sintomas no
(2016)® e semanas de controle, | periodo de intervengdo
Pés-menopausicas 6 semanas de com isoflavonas em
washout e mais 12 ambos 0s grupos**.
semanas de 500 ml/
dia de uma bebida de

soja, contendo 50mg
de isoflavonas

- Grupo 2
Intervencao/
Controle: 12
semanas de 500 ml/
dia de uma bebida de
soja, contendo
50 mg de isoflavonas,

6 semanas de
washout e mais 12
semanas de controle
mg: miligramas; MFSQ: McCoy Female Sexuality Questionnaire; IK: Indice de Kupperman; MRS: Menopause Rating Scale; MENQOL:
Menopause-specific Qualityof Life Questionnaire; GCS: Greene Climacteric Scale; S-Equol: metabdlito da daidzeina, que é um tipo de
isoflavona. *andlise intragrupo; **analise intergrupo
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Os artigos selecionados pertenciam a categoria de ensaios clinicos, sendo estes estudos realizados nos
Estados Unidos'®2%, Ttélia'"'*?2, Austria'¥, China'>?, India', Espanha®*?, Brasil'*!$, Equador'>?*, Taiwan®' e
Ira®.

Com relagao ao periodo do climatério que as mulheres estudadas encontravam-se, verificou-se que
15 estudos (83,3%) realizaram interven¢ao com isoflavonas nas mulheres pds-menopausicas'**>**%, 2
estudos (11,1%) incluiram além de pos-menopausicas, mulheres perimenopdusicas'* e apenas 1 (5,6%)
avaliou também mulheres na pré-menopausa®.

Referente aos métodos de avaliacdo dos sintomas climatéricos, observou-se que 9 estudos (50%)
utilizaram escalas/indices de avaliacdo de sintomas climatéricos e/ou de qualidade de vida'>!6!821:222528 3
estudos (11,1%) utilizaram didrio para registro de frequéncia e/ou intensidade de sintomas vasomotores'-**
e 7 (38,9%) utilizaram diario e escala de avaliacdo de sintomas'*'>72%>* No que diz respeito ao controle
dos ensaios clinicos, foi possivel observar que 11 estudos (61,1%) avaliaram os efeitos das isoflavonas
nos sintomas climatéricos comparativamente com um grupo placebo''**%7, 2 (11,1%) com um grupo
controle'”* e 5 (27,8%) nao possuiam grupo placebo ou controle para comparagao®>.

Dentre os sintomas climatéricos avaliados, 15 estudos (83,3%) avaliaram sintomas
globais! 131820232528 9 (50%) avaliaram sintomas vasomotores isoladamente'’!?>13171920.2324 ¢ 3 (16,7%)
avaliaram outros sintomas'>'*".

A respeito dos principais achados dos efeitos das isoflavonas nos sintomas climatéricos globais
(avaliados em 15 estudos), verificou-se que 6 estudos (40%) observaram redugdo significativa dos
sintomas comparado com um grupo placebo ou controle ao final do periodo de teste (analise intergrupo),
ou observaram redugdo significativa dos sintomas apenas no grupo que recebeu a interven¢ao com o
composto bioativo'#!>18252628 sendo que destes, em 3 (50%) foi realizada a interven¢do com isoflavonas
por meio de alimentos®?**. Ainda observou-se que 7 estudos (46,7%) verificaram reducdo significativa
dos sintomas ao final do periodo de teste (analise intragrupo), sendo 42,8% com compara¢do com um
grupo placebo'"*!7 e 57,2% sem comparagao com grupo placebo ou controle***. Dois estudos (13,3%)
nio observaram efeitos das isoflavonas nos sintomas climatéricos, sendo a intervencao com isoflavonas
realizada por meio de suplemento e/ ou capsulas'® e alimento®.

Ja a analise dos sintomas vasomotores, principal classe de sintomas avaliados nas pesquisas,
permitiu observar que 5 estudos (55,6%) registraram redugdo significativa dos mesmos comparado com
o grupo placebo ou controle, ao final do periodo de teste (analise intergrupo)'>**>" e 4 estudos (44,4%)
observaram reducao significativa dos sintomas ao final do periodo de teste (analise intragrupo)'”?%. A
avaliagdo dos sintomas vasomotores foi realizada apenas em estudos em que a intervengdo com isoflavonas
foi administrada por meio de suplementos e/ou capsulas.

Ainda foi possivel identificar que 2 estudos que avaliaram outros sintomas climatéricos, além
dos vasomotores e os globais, observaram redugéo significativa de sintomas depressivos, de ansiedade, e
relacionados ao sono, em comparagdo com o grupo placebo ou controle ao final do periodo de teste (analise
intergrupo)'>. O estudo que avaliou sintomas geniturinarios observou redugdo significativa destes em
mulheres climatéricas, ao final do periodo de teste (analise intragrupo)'. Todos os 3 estudos realizaram
interven¢ao com isoflavonas por meio de suplementos e/ou capsulas'>'>"’.

Nos estudos em que a administragdo de isoflavonas ocorreu por meio de suplementos e/ou capsulas,
as quantidades variaram entre 17,5 mg e 150 mg de isoflavonas ao dia, por um periodo de administracao
entre 8 e 96 semanas''*. Ja nos estudos em que a intervencao foi realizada por meio de alimentos verificou-
se que 3 (75%) administraram quantidades entre 50 e 63 mg de isoflavonas/dia*>*”* e apenas 1 administrou
160 mg/dia*. O tempo de intervengdo variou entre 8 e 30 semanas.

Com relagdo ao periodo do climatério avaliado, dos 3 estudos (16,7%) que incluiram mulheres
perimenopausicas e/ou pré-menopausicas na avaliagdo dos efeitos das isoflavonas'**, 2 verificaram
reducdo significativa dos sintomas climatéricos em comparagdo com um grupo placebo ou controle'*,
sendo 1 realizado com suplementos e/ou capsulas'' e 1 com alimento®®. O outro estudo realizou intervencao
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sem comparagao com grupo placebo e/ou controle e verificou reducao significativa dos sintomas ao final do
periodo de teste®.

Investigagdes sobre formas de tratamento que possam amenizar a sintomatologia climatérica,
ressaltando-se o uso de terapias alternativas e mais seguras, entre elas, as isoflavonas tém crescido devido ao
aumento da expectativa de vida em todo o mundo, especialmente maior longevidade feminina, e passagem
destas pelo climatério®®. Assim, este estudo de revisao se fundamentou na busca de artigos que abordassem
a utilizagdo das isoflavonas no tratamento da sintomatologia caracteristica do periodo climatérico, a fim de
explorar formas para promogao da qualidade de vida das mulheres que sao acometidas pelos sintomas dessa
fase.

Os fitoestrogenos sao compostos bioativos que apresentam afinidade seletiva com receptores
estrogénicos, desempenhando func¢do semelhante a este. Como moduladores de receptores, as isoflavonas
sao consideradas uma das principais classes que possuem esta caracteristica, ja que sua estrutura permite
esta ligacdo nos receptores estrogénicos, possuindo afinidade marcante nos p-receptores, demonstrando
caracteristicas similares ao hormonio enddgeno. As isoflavonas sao geralmente utilizadas para o tratamento
do climatério, principalmente por meio do uso de soja e seus produtos®. Ao consumir esses alimentos,
as isoflavonas presentes sao hidrolisadas no intestino por glicosidases intestinais, liberando as agliconas:
daidzeina, genisteina e gliciteina, que sdo as formas biologicamente ativas, que irdo atuar no organismo
humano® e podem fornecer beneficios para a saude 6ssea, doengas cardiovasculares e reducgao da incidéncia
de patologias, como o cancer’.

Por meio da presente revisdo pode-se verificar que dos 10 estudos (55,6%) que observaram
efeitos positivos da administra¢do de isoflavonas nos sintomas climatéricos, em comparagdao com um
grupo placebo ou controle, as doses variaram entre 45 e 160 mg e o tempo de administragao variou
entre 12 a 24 semanas''1>1%1922.26.28,

Quanto a forma de administragdo, observou-se que a literatura ainda é escassa na avaliacao de
interven¢des com isoflavonas por meio de alimentos. No entanto, os 4 estudos analisados possuiam placebo
ou controle para comparacao, utilizaram doses e periodos de interven¢ao similares aos dos suplementos e/
ou capsulas e 3 deles (75%) apresentaram efeitos positivos (andlise intergrupo ou redugao significativa
de sintomas apenas no grupo que recebeu interven¢do com isoflavonas)??5%, E importante salientar
que a administragao de isoflavonas por meio de alimentos constitui uma alternativa viavel que poderia
possibilitar o consumo de forma cronica desse composto bioativo, considerando-se que os efeitos
positivos demonstrados pelos estudos foram observados por periodos superiores a trés meses de
administra¢dao de suplementos ou consumo de alimentos.

Os resultados positivos obtidos para os sintomas de ansiedade, depressdo, distirbios do sono,
avaliados por meio de escalas ou equipamentos especificos, que afetam com frequéncia as mulheres
na peri e pés-menopausa apontam para possibilidade de explorar os efeitos das isoflavonas em outros
sintomas especificos do climatério.

Apesar do indicativo dos efeitos positivos das isoflavonas na sintomatologia climatérica
demonstrados por mais da metade dos estudos avaliados, ¢ importante destacar que a outra parcela
importante ndo permitiu concluir da mesma forma. Esse retrato também foi observado para os
sintomas vasomotores, que incluem as ondas de calor e os suores noturnos. Esses sintomas sdo
os mais comuns do climatério e estdo intimamente associados com o hipoestrogenismo e com
mudan¢as dos mecanismos de termorregulacao®. Alternativas para alivio destes sao relevantes,
pois afetam a qualidade de vida das mulheres e motivam a procura por atendimento médico nesse
periodo™.

Os diversos achados dos estudos com isoflavonas podem ser explicados pela heterogeneidade
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das pesquisas, incluindo varios produtos de soja e ou tipos de isoflavonas, variedade de
instrumentos para avaliar os sintomas, caracteristica das participantes, incluindo individualidade
do metabolismo das isoflavonas, frequéncia e gravidade das ondas de calor antes do periodo de
intervengao, niveis hormonais, capacidade de conversao de daidzeina em S-Equol (um composto
estruturalmente semelhante ao estrogénio) pela microbiota intestinal, além do efeito placebo?”**.

No que diz respeito aos diferentes instrumentos de avaliacdo dos sintomas climatéricos que
podem ser utilizados, cabe esclarecer que as manifesta¢des clinicas que ocorrem no periodo do
climatério formam um conjunto de sintomas, que pode ser caracterizado como “sindrome climatérica”.
Embora estes sejam inespecificos quando relacionados a deficiéncia estrogénica, quando analisados
juntamente com outros fatores, como idade e sexo, eles sdo classificados como sintomas climatéricos.
Para a mensuragdo de tais sintomas na pratica clinica e de pesquisa em climatério, as escalas ou indices
menopausais sao largamente utilizados para avaliacdo dos sintomas do climatério e a efetividade
da terapéutica de reposi¢do hormonal, apesar de nao serem isentos de limitagdes. O IK é um indice
menopausal que contém informac¢des compiladas e que caracterizam as varias manifestagoes clinicas,
sejam elas somaticas ou psicologicas, e como trata-se de um relato do paciente, o proprio individuo
possui melhor aptidao para descrever seus sentimentos e sintomas’*.

Apos analise dos estudos incluidos na presente revisdo, foi possivel verificar que o uso de isoflavonas
no tratamento da sindrome climatérica ainda ndo possui conclusido consensual, apesar dos indicativos de
sua viabilidade na reducao da sintomatologia das mulheres nessa fase da vida. Efeitos positivos nos sintomas
globais e com destaque para sintomas vasomotores foram observados em mais da metade dos estudos
avaliados, considerando as mulheres na pés-menopausa.

Cabe ressaltar a necessidade de mais estudos que explorem os efeitos do uso de isoflavonas inseridas
na dieta das mulheres por meio de alimentos, uma vez que viabilizariam o consumo cronico desse composto
bioativo. Ainda, outras varidveis precisam ser melhor exploradas nos estudos, como avaliacdo em mulheres
nos diferentes periodos do climatério, especialmente na pré e perimenopausa, além da ampliagdo da
avaliacao dos efeitos das isoflavonas em outros tipos de sintomas climatéricos, que nao apenas os globais ou
vasomotores.
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Lippia sidoides Cham. has widespread use in folk medicine because its essential oil (EO) presents great antibacterial
properties. In Brazil, this plant has been introduced in governmental programs for herbal medicine, due to its
recognized therapeutic activities. This promoted greater interest in the search for new molecules with antimicrobial
activity in this EO which have been described by several authors. Thus, this work aimed to present a study of the
scientific production of antibacterial activity of the chemical compounds from L. sidoides essential oil (LSEO).
The inclusion criteria were articles which assessed the chemical components and antibacterial activity through the
inhibition diameter, Minimum Inhibitory Concentration (MIC), and Minimal Bactericidal Concentration (MBC),
published between 2000 and 2020. Of the 996 studies identified, 55 met the inclusion criteria. In descending order,
the most frequently detected chemical components found in LSEO were: thymol, p-cymene, and caryophillene.
Regarding to the origin, the results showed that the extraction of EO were carried out mainly in the Northeast
(55.5%) and Southeast (19%) regions of Brazil; and the part of the plant most used for the production were the
leaves. In addition, the essential oil showed strong antibacterial activity against most of the bacteria tested.

Keywords. Essential Oil, Lippia sidoides, Antimicrobial Agent, Microbial Sensitivity Tests.

Lippia sidoides Cham. é amplamente utilizada na medicina popular devido as propriedades antibacterianas
atribuidas ao seu 6leo essencial (OE). No Brasil, esta planta tem sido introduzida em programas governamentais
de fitoterapia, por causa de suas atividades terapéuticas. Isso promoveu um maior interesse na busca por novas
moléculas com atividade antimicrobiana presentes neste 6leo, as quais foram relatadas por diversos autores.
Assim, este trabalho objetivou apresentar um estudo da produgédo cientifica da atividade antibacteriana dos
compostos quimicos do OE da L. sidoide. Para tanto, foram utilizados artigos que abordaram os componentes
quimicos e atividade antibacteriana por meio de dados de didmetro de inibi¢do, Concentragio Inibitéria Minima
(CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM), publicados entre 2000 e 2020. De um total de 996 estudos
identificados, 55 preencheram os critérios de inclusdo. Em ordem decrescente, os componentes quimicos mais
comumente encontrados no OE da L. sidoide foram: timol, p-cimeno e cariofileno. Com rela¢do a origem, os
resultados mostraram que a extragdo do OE foi realizada principalmente nas regiées Nordeste (55,5%) e Sudeste
(19%) do Brasil; e a parte da planta mais utilizada para a produgdo foram as folhas. Além disso, o OE apresentou
uma forte atividade antibacteriana contra a maioria das bactérias testadas.
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Essential Oils (EOs) are volatile, natural complex compounds characterized by a strong odor.
They are liquid, limpid, rarely coloured and soluble in lipid and organic solvents with a generally lower
density than that of water'. They can be synthesized as secondary metabolites by all plant organs, i.e., buds,
flowers, leaves, stems, twigs, seeds, fruits, roots, wood, or bark; and are stored in secretory cells, cavities,
canals, epidermic cells, or glandular trichomes'. These aromatic plants generally grow in warm temperate
countries, such as Mediterranean and tropical countries, where they represent an important part of the
traditional pharmacopeia'.

Secondary metabolites are responsible for the synthesis of numerous bioactive substances,
protect against insects, pathogens and limit the growth of other plants species>. EOs contain a
multitude of bioactive substances, including alkaloids, cyanogenic glycosides, glucosinolates,
lipids, phenolics, terpenes, polyacetylenes, and polythienyls?, and are usually obtained by steam
or hydrodistillation, which was first developed in the Middle Ages by the Arabs'. Known for their
antiseptic, i.e., bactericidal, virucidal, fungicidal, medicinal properties and also for their fragrance,
they have been used in embalmment, preservation of foods; and as antimicrobial, analgesic, sedative,
anti-inflammatory, spasmolytic, and anaesthetic agent in medicine'. This have not changed much over
the years, but more has been discovered about some of their mechanisms of action, particularly at the
antimicrobial level'.

The genus Lippia is composed of approximately 200 species of herbs, shrubs, and small trees
belonging to the family Verbenaceae that are distributed throughout Africa, South and Central America**.
L. gracillis HB.K., L. sidoides Cham., L. alba Mill N.E. Brown, L. mycrophylla Cham., L. gravelous,
L. alnifolia, L. aristata, L. grata, L. triphylla, L. thymoides, L. citriodora, L. adoensise, and L. schimperi are
important species of this genus’.

L. sidoides belongs to the division Magnoliophyta (flowering plants), class Magnoliopsida

» «

(Dicotyledoneae), and is commonly known as pepper-rosmarin, “alecrim-pimenta’, “alecrim-grande”,
“alecrim-bravo”, “alecrim-do-nordeste”, and “estrepa cavalo” and was first found in North-Eastern
Brazil, where it is extensively used in traditional medicine. It is an aromatic plant typically found in
regions with a semiarid climate, such as the Northern part of Minas Gerais state and the Brazilian
Northeast, especially in the states of Ceard and Rio Grande do Norte*’. Its EO was first characterized
by researchers from the Federal University of Ceard, who collected samples of this plant in Jucuri
city (Rio Grande do Norte state) in August 1977°. Many studies have been done with the L. sidoides
Essential Oil (LSEO), which has a high content of isomeric compounds, such as thymol and carvacrol’.
L. sidoides extracts, particularly the EO extracted from its aerial parts, have shown many biological
activities such as antioxidant, larvicidal, molluscicidal, antifungal, antibacterial, and insecticidal
properties®.

This plant is used in Brazilian folk medicine® and widely used in the social medicine program named
“Live Pharmacies’, a social phytotherapy program, created by Professor Matos, a pharmacognosist from the
Federal University of Ceara State, Brazil®. This program is run by the municipal governments of country
towns to help poor people with phytotherapy and is performed with local plants that are inexpensive but
very effective’. As an antiseptic, due to its strong action against many microorganisms®, the plant extract
or its oil is usually applied topically to the skin, mucous membranes, mouth, and throat or used for vaginal
washings and its therapeutic effects are attributed to the presence of thymol*®”.

Because of the commercialization of the LSEO, there has been an increased interest in the cultivation
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of this species®. However, factors such as climate and environment, harvest season, and time, post-harvest
processing, developmental stage, and plant age that influence the chemical composition and the yield of the
EO need to be studied®.

Variations in the chemical composition of the LSEO occur due to different extraction methods and
may also be influenced by abiotic. Therefore, the objective of this study was to locate published studies on
the main chemical compounds of the LSEO, with antibacterial activity, in the last 20 years.

For the present article, an electronic search for articles on antibacterial activity and chemical
components of the LSEO were carried out in the databases Web of Science, Science Direct, Scopus, Medline
and Lilacs. The search was conducted from April 2000 to June 2020.

The search strategy was to group the descriptors as follows: Lippia sidoides, antibacterial,
antimicrobial, essential oil, chromatography, chemical composition, Minimum Inhibitory Concentration
(MIC), Minimum Bactericidal Concentration (MBC), and Inhibition Zone Diameter. A total of
nine different combinations were used: 1) Lippia sidoides AND antibacterial, 2) Lippia sidoides AND
antimicrobial, 3) Lippia sidoides AND essential oil AND chromatography, 4) Lippia sidoides AND essential
oil AND chemical composition, 5) Lippia sidoides AND antibacterial AND essential oil, 6) Lippia sidoides
AND antimicrobial AND essential oil, 7) Lippia sidoides AND essential oil AND Minimum Inhibitory
Concentration, 8) Lippia sidoides AND essential oil AND Inhibition Zone Diameter, 9) Lippia sidoides
AND essential oil AND Minimum Bactericidal Concentration.

Inclusion criteria included any study with antibacterial activity and chemical constitution of
the LSEO.

The exclusion criteria included studies that: 1) used oil dilutions for the disc diffusion tests to
determine antibacterial activity; 2) tested the antimicrobial effects of components in their volatile form;
3) used the extraction and analysis of the chemical composition data, which was published in other
studies; 4) analysed only certain components of the EO; 5) did not specify the amount (%) of each
component found in the EO; 6) showed the result of only the main component of EO; 7) did not present
any of the keywords; 8) did not have the full-text available; 9) did not describe the chemical composition;
10) were published as dissertations, thesis, books or conference papers; and 11) analysed only a chemical
fraction of the EO.

To standardize the susceptibility patterns of microorganisms against the LSEO, for antimicrobial
studies, MIC range was used as a parameter to determine the intensity of antibacterial activity as mentioned
by Freires et al’.

A total of 996 articles were retrieved from the five consulted databases for a preliminary review,
through search strategy with the appropriate terms.

The majority of articles containing the combination of descriptors were found in Science Direct
(52%), following by Web of Science/Scopus (18%), Medline (9%), and Lilacs (4.7%).

After the removal of articles according to the exclusion criteria, 55 articles underwent a full-text
review for the antibacterial activity and chemical composition of the LSEO.

The distribution of the remaining 55 articles for each database alone or in combination is shown in
Figure.
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ONE DATABASE
| Lilacs = 1

Scopus = 3

TWO DATABASES

Science Direct + Web of Science = 0
Science Direct + Lilacs = 0

Science Direct + Scopus = 0
Science Direct + Medline = 0

.
Web of Science + Scopus = 10
Web of Science + Medline = 1
Web of Science + Lilacs = 1
Scopus + Medline = 1
Scopus + Lilacs = 2
Number of
, citations for THREE DATABASES
Total articles =55 [—| each article > . . .
. Science Direct + Web of Science + Scopus = 5
alone or in
. Science Direct + Medline + Lilacs = 0
assoclation
e Science Direct + Web of Science + Lilacs = 0

Web of Science + Scopus + Medline = 11
Web of Science + Lilac + Medline = 0
Web of Science + Scopus + Lilacs = 2
Scopus + Lilacs + Medline = 0

FOUR DATABASES

Science Direct + Scopus + Medline + Lilacs = 0

—| Science Direct + Web of Science + Scopus + Lilacs = 2
Science Direct + Web of Science + Scopus + Medline = 11
Web of Science + Scopus + Medline + Lilacs = 5

| o | FIVE DATABASES
Science Direct + Web of Science + Scopus + Medline + Lilacs = 0

Figure. Distribution of articles for chemical composition and antibacterial activity of L. sidoides essential oil for each database
alone or in combination

As shown in Table 1, for antibacterial activity, the search resulted in 11 articles, of which, only three
performed the disk diffusion test. The Broth Microdilution Method (BMM) with the results expressed as
MIC and defined as the lowest concentration at which no growth is observed, was the most performed test.
Two studies performed only the Agar Plating Technique (APT) for the determination of the MBC, defined
as the lowest concentration without bacterial growth assay, and six performed both BMM and APT with
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the results expressed as MIC and MBC. Two studies were performed with the disk diffusion test, BMM and
APT assays; and only one study performed both the disk diffusion test and BMM assay, recent literature has
shown that the disc diffusion method is no longer a commonly used antimicrobial method to determine the
antimicrobial activity of medicinal plants, and when used, it is usually complemented by the MIC assay'. The
most frequently used method for antimicrobial screening according to the 2008 review, was the MIC assay.

Table 1. Antibacterial activity of essential oil of L. sidoides

Local and Vom:,lekgil MIC
part of the Microorganism Per. Ts, MIC MBC Score® Reference
lant used inhibition (ug/mL)
plan zone (mm) 8
Manaus, A hydrophila Not done 1.250 ug/mL 1.250 ug/mL 0 Majolo
Amazonas et al"!
(dried
leaves and
inflorescences)
Fortaleza, 10 uL Botelho
Ceard (leaves) S. mutans 18.7 5.000 ug/mL 20.000 ug/mL - et al”
Streptococcus miti 10.0 10.000 ug/mL  40.000 ug/mL -
Streptococcus salivarius 8.5 10.000 ug/mL  40.000 ug/mL -
Strep sanguis 12.0 10.000 ug/mL  40.000 ug/mL -
Montes Claros, 20 uL Castro
Minas Gerais S. aureus 26.0 13 uL/mL 25 uL/mL Not et al®
(NMPPU*) E. coli 23.0 13 uL/mL 25 ul/mL applicable****
Campinas, Sao Streptococcus mutans Not done  62.5-125 ug/mL  125-250 ug/mL  ++++ to +++  Galvéo
Paulo (fresh et al
leaves)
Jodo Pessoa, 20 uL Oliveira
Paraiba S. aureus (12 strains) 15.0-21.0 0.4 uL/mL Not done Not et al®®
(NMPPU¥) all the strains applicable
Crato, Ceara S. aureus 128 ug/mL +++ Veras
(fresh leaves) Streptococcus mutans 256 ug/mL +++ et al's
Enterococcus faecalis 512 ug/mL ++
Escherichia coli 512 ug/mL ++
Enterobacter cloacae Not done 256 ug/mL Not done ot
Klebsiella pneumoniae 256 ug/mL +++
Pseudomon aeruginosa 512 ug/mL ++
Providencia retinerai 256 ug/mL +++
Manaus, Streptococcus agalactiae Not done 312.5 ug/mL 416.7 ug/mL +++ Majolo
Amazonas et al”
(dried
leaves and
inflorescences

or rhizomes)

MIC (Minimum Inhibitory Concentration)
MBC (Minimal Bactericidal Concentration)

* NMPPU = Not Mention the Part of the Plant Used

** Disks with 6 mm diameter
*** + weak activity; ++ moderate activity; +++ strong activity; ++++ very strong activity and - no activity
**** Not applicable: measures different from those used in the reference

Continues on the next page
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Continuation

Local and Volume oil MIC
part of the Microorganism !)er.dfsk MIC MBC Score”+* Reference
plant used inhibition (ug/mL)
zone (mm)
Campinas, Sdo Two S. aureus strains Not done Not done 0.025% v/v Not Vazquez
Paulo (leaves (S8 and S10) for S8 applicable et al'®
and branches) 0.050% for S10
Campinas, Sao Two L. monocytogenes Not done Not done v/v =0.1% for Not Vazquez
Paulo (leaves strains (L2 and L8) L2 and 0.5% applicable et al?
and branches) for L8)
Hidrolandia, Bacillus cereus 1.000 ug/mL ++ Morais
Goias (dried B. subtilis 1.000 ug/mL ++ et al’
leaves) Micrococcus roses 1.000 ug/mL ++
M. luteis 1.000 ug/mL ++
Staphylococcus epidermis 1.000 ug/mL ++
P. aeruginosa 1.000 ug/mL ++
Sal@onellaspp Not done 1.000 ug/mL Not done ++
Serratiamarcenscens 1.000 ug/mL ++
S. aureus 500 ug/mL +++
S. aureus 500 ug/mL iniais
Enterobacter aerogenes 2.000 ug/mL 1
E. cloacae 2.000 ug/mL +
E. coli 2.000 ug/mL +
Pseudomonasaeruginosa 2.000 ug/mL +
Campinas, Sao Streptococcus sanguis 125 ug/mL 500 ug/mL +++ Bersan
Paulo (fresh Streptococcus mitis 250 ug/mL >1.000 ug/mL +++ et al®
leaves) Porphyromonas gingivalis Not done 250 ug/mL 250 ug/mL 4+
Fusobacterium nucleatum 125 ug/mL 125 ug/mL +++

MIC (Minimum Inhibitory Concentration)

MBC (Minimal Bactericidal Concentration)

* NMPPU = Not Mention the Part of the Plant Used

** Disks with 6 mm diameter

*** + weak activity; ++ moderate activity; +++ strong activity; ++++ very strong activity and - no activity
% Not applicable: measures different from those used in the reference

One aspect of antimicrobial analysis from the natural product which is generally lacking is
the reporting of the MBC. It consists in a simple addition to the MIC assay but yields information that
demonstrates the killing effect rather than just the inhibitory effects™.

It has been well established that the chemistry of the plant has an impact on the antimicrobial
activity, and as the chemistry may vary from season to season; as well as between geographical populations,
the antimicrobial effects may also vary™.

According to the results, most studies evaluated the effect of the LSEO against Staphylococcus
aureus. Most of the LSEOs showed a strong antibacterial activity as described by Freires et al’. Only one
demonstrated no activity and negative MIC score. Four studies were excluded because the MIC was not
evaluated or the concentration of the was in a different unit (uL/mL) than that specified by Freires et al’
(ug/mL). The plants originated from the North, Northeast, and Southeast of Brazil.

Articles describing the antimicrobial activity of LSEO were found more often in the Web of Science
and Scopus databases (n = 9) than Medline (n = 5), Lilacs (n = 3), and Science Direct (n = 3).
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All these studies were published in Brazilian scientific journals and most of them were originated
from the state of Ceara (n = 19), followed by Sao Paulo (n = 9) and Sergipe (n = 8).

The Federal University of Sergipe-SE was the one that published the most articles (n = 8), followed
by the State University of Ceara-CE (n = 7), the Federal University of Ceara Fortaleza-CE (n = 5) and the
Regional University Cariri Crato-CE (n = 5).

Chemical composition of LSEO

Several constituents can be obtained from leaves or others parts of L. sidoides, including: a-Thujene,
a-Pinene, P-Pinene, 2-p-Pinene, Mircene, B-Mircene, a-Terpinene, y-Terpinene, p-Cymene, o-Cymene,
Limonene, (E)-B-Ocimone, Thymol methyl ether, Thymol, Methyl thymol, a-Copaene, §-Cadinene,
Ar-curcumene, (E)-Caryophyllene, a-Caryophyllene, Caryophyllene oxide, 3-Caryophyllene, Aromadendrene,
a-Humuleno, Ipsdienol, Umbelulone, o-Terpineol, Sylvestrene, Deidro-aromadendreno, a-Felasadreno,
Carvacrol, Carvacrol-methyl ether, Ether ethyl carvacrol, Ethyl-methyl-carvacrol, Methyl carvacrol,
8-(3)-Carene, Cis-thujopsene, a-Himachalene, Terpinen-4-ol, a-Copaene, 1,8-Cineole, a-Selinene,
B-Selinene, Sabinene, Cis-sabinene hydrate, Camphor, Borneol, Isoborneol, Bornyl acetate, a-Cedrene,
Artemisia triene, Cis-calamenene, Zierone, Rosifoliol, Cytronellyl pentanoate, Alo-himachalol, Octen-3-ol,
B-Elemene, y-Elemene, Trans-B-caryophillene, Iso-caryophillene, Cyclohexanone, Camphene, a-Fenchene,
Eucalyptol, Thyone, Benzene, Anisole, carvone, ledene, Verbene, P-menth-2,4(8)-diene, a-Guaiene,
Germacrene a, Tricyclene, 3-Octanone, o-Phelandrene, B-(Z)-ocimene, pB-(E)-ocimene, Terpinolene,
B-(Z)-farnese, a-Terpineol, Neral, y-Muuroleno, Amorfa-4,7-(11)-dieno, 7-Epi-alfa-selineno, Bicyclo
[3.1.1]hept-2-ene, Bicyclo [3.1.0]hex-3-en-2-one,  2,6,6-Trimethyl, 1-Phellandrene, 1-Methyl-4-(1-
methylethyl), Bornylene, 1,3,6-Octatriene, 3,7-Dimethyl-, (Z)-(CAS), 3,7-Dimethyl-, (E)-(CAS), Linalyl acetate,
2-(Chloromethyl) tetrahydropyran, 4-Methyl, 3-Cyclohexen-1-ol, 4-Methyl-1-(1-methylethyl), and Iedene®*' .

According to Bakkali et al', EOs are complex natural mixtures that can contain 20-60 components
at different concentrations and are characterized by the presence of two or three major components at
higher concentrations (20-70%) compared to the other components present in trace amounts.

Among the selected studies, the main chemical-element in most cases was Thymol, and its
concentration ranged from 6.0 to 84.95%, followed by p-Cymene (1.82-34.1%), y-Terpinene (1.32-16.60%);
Myrcene (1.1-6.5%), and Caryophillene (0.19-30.20%), as shown in Table 2.

Table 2. Data of L. sidoides essential oil

Origin (part of Extraction Separation/

the plant used) method identication method Compounds Reference
Crato, Ceara Hydrodistillation =~ CG-MS/comparison the spectra Thymol (84.9%) Veras
(fresh leaves) with NIST/Wiley p-Cymene (5.33%) et al’
Ethyl-methyl-carvacrol (3.01%)

1,8-Cineole (1.68%)

y-Terpinene (1.32%)
Manaus, Hydrodistillation =~ GC-MS/comparison the spectra Thymol (76.6%) Carvalho
Amazonas and retention indices with Wiley o-Cymene (6.3%) et al*®
(dried leaves and and literature data B-Caryophyllene (5.0%)
inflorescences) y-Terpinene (2.0%)

Myrcene (1.1%)
Fortaleza, Ceard Hydrodistillation GC-MS/comparison of the Thymol (56.67%) Botelho
(leaves) spectra and retention indices Carvacrol (16.73%) et al?
with computer data p-Cymene (7.13%)

Thymol methyl ether (5.06%)
Aromadendrene (2.79%)

Continues on the next page
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Continuation

Origin (part of Extraction Separation/ Compounds Reference
the plant used) method identication method P
Campinas, Sao Hydrodistillation =~ GC-MS/comparison of retention Thymol (65.8%) Galvao
Paulo (aerial fresh indices with data in the p-Cymene (17.3%) et a]*
leaves) literature/NIST Trans-caryophyllene (10.5%)
Cyclohexanone (6.5%)
Manaus, Hydrodistillation GC-MS/comparison of Thymol (76.6%) Majolo
Amazonas retention indices with Wiley p-Cymene (6.3%) et al”
(dried leaves and and literature data B-Caryophyllene (5.0%)
inflorescences or y-Terpinene (2.0%)
rhizomes) Myrcene (1.1 %)
Hidrolandia, Goias  Hydrodistillation GC-MS/use of digital libraries 1,8-Cineole (26,67%) Morais
(dried leaves) of mass spectral data and by Isoborneol (14,60%) et al®
comparison of their retention Bornyl acetate (10.77%)
indices and authentic mass Camphene (6.19%)
spectra, relative to C8-C32 a-Humulene (5.66%)
n-alkane series in a
temperature-programmed run
Sao Gongalo do Hydrodistillation GC-MS/comparison the Isoborneol (14.66%) Morais
Abaeté, Minas spectra and retention Bornyl acetate (11.86%) et al®
Gerais indices to literature a-Humulene (11.23%)
(powdered leaves) a-Fenchene (9.32%)
1,8-Cineole (7.05%)
Séo Cristovao, Hydrodistillation GC-MS/comparison of the Thymol (7.25-70.36%) Cavalcanti
Sergipe spectra with NIST data library Carvacrol (0.30-46.09%) et al®
(dried leaves) and retention indices (RI) to p-Cymene (8.36-15.06%)
(4 different types literature B-Caryophyllene (0.19-8.81%)
of L. sidoides)
[tumirim, Minas Hydrodistillation =~ GC-MS/comparison the spectra Carvacrol (26.44%) Guimaraes
Gerais (leaves) and retention indices with Wiley 1,8-Cineole (22.63%) et al*
and literature data p-Cymene (9.89%)
y-Terpinene (7.27%)
Sabinene (3.57%)
Fortaleza, Ceara Steam distillation ~ GC-MS/performed by computer Thymol (80.8%) Cavalcanti
(leaves and library search, retention indices p-Cymene (8.6%) et al?
branches) and visual interpretation of the Trans-caryophyllene (5.1%)
mass spectra y-Terpinene (1.6%)
1,8-Cineole (1.3%)
Commercial Not specified GC-MS comparison the spectra Thymol (68,22%) Baldim
sample with Wiley electronic library and p-Cymene (9.43%), et al*
(not specified) Kovats index (IK) with literature Trans-caryophyllene (7.72%)
B-Myrcene (2.84%)
y-Terpinene (2.71%)
Campinas, Sao Hydrodistillation GC-MS/comparing of linear Thymol (53.54%) Vazquez
Paulo retention index (LRI) and p-Cymene (13.29%) et al®

(Ieaves)

spectra with literature, NIST
or Wiley

B-Caryophyllene (7.16%)
y-Terpinene (6.75%)
Thymol methyl ether (3.05%)
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Continuation

Origin (part of Extraction Separation/
the ilanfused) method identicgtion method Compounds Reference
Fortaleza, Ceara Hydrodistillation GC-MS/not reported Caryophyllene (30.2%) Mota
(fresh leaves) p-Cymene (28.7%) et al?’
y-Terpinene (9.8%)
Eucalyptol (7.5%)
Thymol (6.3%)
Mossord, Natal Steam distillation =~ GC-MS/comparison the massa Thymol (22.37%) Sousa
(dried leaves) spectruns with GC-MS system 1,8-Cineole(18.69%) et al*®
data bank and retention index (E)-B-Ocimene (9.86%)
with literature a-Humulene (7.84%)
Aromadendrene (5.35%)
Crato, Ceard Hydrodistillation =~ LC-MS/comparison of MS with Thymol (43.5%) Costa
(fresh leaves) data bank and literature a-Felandreno (22.4%) et al?
B-Caryophyllene (9.7%)
p-Cymene (8.6%)
Myrcene (6.5%)
Horizonte, Ceara Steam distillation =~ GC-MS/comparison of spectra Thymol (59.65%) Fontenelle
(leaves) and retention indeces with E-Caryophyllene (10.60%) et al®
computer data library p-Cymene (9.08%)
Myrcene (5.43%)
y-Terpinene (3.83%)
Commercial Not specified GC-MS/comparison of spectra Thymol (59.65%) Camurga
sample PRONAT and retention indices with E-Caryophyllene (10.60%) et al’!
- Natural Products computer data library p-Cymene (9.08%)
(not specified) Myrcene (5.43%)
y-Terpinene (3.83%)
Fortaleza, Ceara Steam distillation GC-MS/by comparison with Thymol (66.67%) Girao
(fresh leaves) library data, retention indices E-Caryophyllene* et a]*
(B-Caryophyllene) (11.73%)
p-Cymene (7.13%) *Monteiro
y-Terpinene (4.06%) et al*
Carvacrol (y-Elemene*) (1.81%)
Teresina, Piaui Hydrodistillation GC-MS/comparison of the Thymol (68.3%) Oliveira
(fresh leaves) spectra with Willey library p-Cymene (14.4%) et al”
Lavras, Minas Hydrodistillation GC-MS/comparison the mass Carvacrol (31.68%) Lima
Gerais spectra with spectra library p-Cymene (19.58% et al**
(fresh leaves) Wiley and the Kovats retention 1,8-Cineole (9.26%)
index to literature y-Terpinene (9.21%)
Sabinene (5.26%)
Teresina, Piaui Hydrodistillation GC-MS/comparison of Thymol (78,37%) Medeiros
(fresh aerial parts) the experimental gas p-Cymene (6.32%) et al®
chromatographic retention E-Caryophyllene (6.17%)
indices and mass spectrum with (-) Caryophyllene oxide (1.68%)
literature and Willey library 1,8-Cineole (1.60%)
Teresina, Piaui Hydrodistillation GC-MS/comparison of the Thymol (78.4%) Borges
(not specified) spectra obtained with the data E-Caryophyllene (6.2%) et al’*®

bank (Willey) and the retention
index (RI) to literature

1,8-Cineole (1.6%)
Thymol methyl ether (1.4%)
y-Terpinene (1.1%)
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Continuation

Origin (part of Extraction Separation/
the ilanrused) method identicgtion method Compounds Reference
Pogo Redondo, Hydrodistillation CG-MS/comparison of the p-Cymene (34.1%) Farias
Sergipe spectra to NIST data library and y-Terpinene (6.8%) et al”’
(dried and from the literature Methyl thymol (9.4%)
powdered leaves) Thymol (38.7%)
L. sidoides 1L.SD102 Myrcene (3.3%)
Pogo Redondo, Hydrodistillation =~ CG-MS/comparison the spectra p-Cymene (17.8%) Farias
Sergipe to NIST data library and from y-Terpinene (16.6%) et al’”
(dried and the literature Methyl thymol (4.1%)
powdered leaves) Carvacrol (43.7%)
L. sidoides LSD104 Thymol (6.0%)
Fortaleza, Ceara Hydrodistillation =~ CG-MS/comparison the spectra Thymol (67.60%) Gomes
(fresh leaves) with the literature and NIST Carvacrol (6.3%) et al®®
data base, as well the retention E-Caryophyllene (2.36%)
indices with literature 1,8-Cineole (2.35%)
p-Cymene (1.82%)
Cariri, Ceara Hydrodistillation CG-MS/based on spectral Thymol (84.90%) Marco
(fresh leaves) fragmentation, using Wiley data p-Cymene (5.33%) et al®
library, plus: retention index and ~ Carvacrol-methyl ether (3.01%)
comparison with literature data 1,8-Cineole (1.68%)
y-Terpinene (1.32%)
Crato, Ceard Hydrodistillation CG-MS/based on spectral Thymol (84.87%) Mota
(dry leaves) fragmentation, using Wiley data p-Cymene (5.33%) et al®
library, retention indices and Thymol methyl ether (3.01%)
comparison with literature data Limonene (1.68%)
a-Terpinene (1,32%)
Commercial Not specified GC-MS/comparison of retention Thymol (59.65%) Rondon
sample indices and mass spectra to a B-Caryophyllene (10.60%) et al!
(not specified) database from literature Cymene (9.08%)
Sao Cristovio, Hydrodistillation GC-MS/comparison of their Thymol (42.33%) Carvalho
Sergipe spectra, retention rates and p-Cymene (11.97%) et al*
(dried leaves) NIST with literature B-Caryophyllene (11.03%)
Methyl thymol (9.35%)
y-Terpinene (5.44%)
Commercial Not specified GC-MS/comparison of the Thymol (83.24%) Lima
sample spectra with computer data and Trans-Caryophyllene (5.77%) et al®
(not specified) retention indices p-Cymene (4.46%)
Caryophyllene oxide (4.07%)
B-Myrcene (1.69%)
Montes Claros, Steam distillation CG-MS/comparison of the Thymol (30.24%) Aquino
Minas Gerais spectra with Wiley, literature Benzene (14.49%) et al*

(fresh leaves)

and injection of standard
substances and indice Kovats

Trans-B-caryophyllene (11.82%)
Borneol (11.38%)
y-Terpinene (8.05%)
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Continuation

Origin (part of Extraction Separation/ Compounds Reference
the plant used) method identication method P
Commercial Steam distillation GC-MS/comparison of mass Thymol (69.91%) Gomes
sample spectra with literature and o-Cymene (14.84%) et al®
(not specified) NIST, and retention indices with E-Caryophyllene (4.04%)
literature Myrcene (3.57%)
Thymol methyl ether (0.84%)
Commercial Steam distillation GC-MS/based on the Thymol (69.91%) Monteiro
sample information of analytic methods, o-Cymene (14.84%) et al’
(leaves) and comparison of the data with E-Caryophyllene (4.04%)
NMR 1 H of the oil Myrcene (3.57%)
Thymol methyl ether (0.84%)
Commercial Not specified GC-MS/performed by Thymol (70.97%) Oliveira
sample computer-based library search, Caryophyllene (8.30%) et a]*
(not specified) retention indices and visual p-Cymene (7.51%)
interpretation of the spectra Myrcene (2.12%)
Caryophyllene oxide (1.59%)
Campinas, Hydrodistillation =~ GC-MS/comparison of Kovats Thymol (49.46%) Zillo
Séo Paulo Indexes/ spectra with literature, Cymene (11.40%) et al¥
(leaves) NISTand Willey Iso-caryophyllene (8.80%)
y-Terpinene (8.06%)
Anisole (4.08%)
Campinas, Hydrodistillation =~ GC and GC-MS/comparision of Thymol (65.76%) Bersan
Sao Paulo retention indices with reference p-Cymene (17.28%) et a]®
(fresh parts) data, and spectra with NIST a-Caryophyllene (10.46%)
Cyclohexanone (6.50%)
Crato, Ceara Hydrodistillation GC-MS/comparison of the Thymol (84.95%) Brito
(fresh leaves) spectra with NIST, retention p-Cymene (5.33%) et al®®
indices and literature Eter metil carvacrol (3.01%)
1,8-Cineole (1.68%)
A-Terpinene (1.31%)
Fortaleza, Ceard Steam distillation GC-MS not reported Thymol/Carvacrol (93.36%) Lobo
(dried leaves) Caryophyllene (3.59%) et al®
Benzene (2.07%)
Cycloheptatriene (0.98%)
Manaus, Hydrodistillation GC-MS/comparison of the Thymol (64.5%)* *Chagas
Amazonas spectra and retention indices p-Cymene (11.7%)* et al* and
(dry leaves and with Wiley and literature (E)-Beta-Caryophyllene (4.9%) Soares
inflorescences) Carvone (4.6%) et al!
y-Terpinene (3.6%)
Soares
et al”!
Commercial Not specified GC-MS comparison of retention Thymol (68.45%) Oliveira
sample indices and spectra with p-Cymene (10.66%) et al”
(leaves) literature E-Caryophyllene (7.28%)

Myrcene (2.58%)
y-Terpinene (2.12%)

Continues on the next page
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Continuation

Origin (part of Extraction Separation/
the plant used) method identication method Compounds Reference
Commercial Not specified GC-MS and GC-FID/ Thymol (76,3%) Santos
sample comparison of retention index p-Cymene (10.0%) et al*
(not specified) with literature and spectra with B-Caryophyllene (6.80%)
Wiley/NIST Myrcene (2.09%)
y-Terpinene (1.39%)
Fortaleza, Ceara Hydrodistillation GC-MS and GC-FID/not Thymol (77.8%) Pinto
(leaves) reported p-Cymene (5.6%) et al™
B-Caryophyllene (5.41%)
Sao Cristovio, Hydrodistillation =~ GC-MS/comparison of retention Thymol (44.55%) Bacci
Sergipe indices with literature p-Cymene (25.21%) et al®
(dry leaves) Thymol methyl ether (16.87%)
Thymol acetate (4.97%)
Myrcene (3.35%)
Araxa, Minas Hydrodistillation GC-MS/comparison the Thymol (68.40%) Silva et al*®
Gerais spectra with NIST data library p-Cymene (8.72%)
(dried aerial parts) and retention index with B-Caryophyllene (5.90%)
literature data Caryophyllene oxide (2.55%)
Eucalyptol (1.46%)
Jardinépolis, Hydrodistillation =~ GC-MS/comparison the spectra Carvacrol (67.89%) Silva et al*®
Séo Paulo with NIST data library, and p-Cymene (21.76%)
(dried aerial parts) retention index with literature B-Caryophyllene (3.90%)
Caryophyllene oxide (1.68%)
Ipsdienol (0.90%)
Juiz de Fora, Hydrodistillation =~ GC-MS/comparison of retention Thymol (38.42%) Gomide
Minas Gerais times with a standard n-alkanes o-Cymene (30.08%) et al”’
(fresh leaves) solution, and the literature
Sao Cristdvio, Hydrodistillation GC-MS comparison of the Thymol (44.55%) Lima
Sergipe spectra with NIST and literature, p-Cymene (25.25%) et al®®
(dried leaves) and retention indices with Methyl thymol ether (16.87%)
literature
Juiz de Fora, Hydrodistillation =~ GC-MS comparison of retention Thymol (63.20%) Gomide
Minas Gerais indexes (RI) with literature o-Cymene (10.89%) et al®
(fresh leaves) a-Humulene (5.06%)
y-Terpinene (4.61%)
Thymol methyl ether (3.82%)
Not specified Steam distillation GC-MS/comparison of the Thymol (69.91%) Figueiredo
spectra with literature/NIST data o-Cymene (14.84%) et a]®
library, and retention indices E-Caryophyllene (4.04%)
with literature Myrcene (3.57%)
Thymol methyl ether (0.84%)
Pogo Redondo, Hydrodistillation =~ GC-MS/comparison the spectra Carvacrol (43.7%) Santos
Sergipe with NIST/Wiley p-Cymene (17.8%) et al®
(dried and y-Terpinene (16.6%)

powdered leaves)

Thymol (6.0%)
Methyl thymol (4.1%)
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Continuation
Origin (part of Extraction Separation/
the plant used) method identication method Compounds Reference
Manaus, Hydrodistillation ~ GC-MS/comparison the spectra Thymol (72.2%) Brasil
Amazonas with Wiley and retention index p-Cymene (8.15%) et al®
(dried leaves) with literature data E-Caryophyllene (4.9%)
y-Terpinene (2.23%)
Myrcene (1.49%)
Teresina, Piaui Steam distillation CG-MS/comparison of the Thymol (33.52%) Dias et al®
(dried leaves) elution orders with literature Trans-Caryophillene (17.47%)
p-Cymene (13.07%)
y-Terpinene (4.34%)
Caryophilllene oxide (3.71%)
Commercial Not specified GC-MS/comparison of the Thymol (71.8%) Fernandes
sample spectra and Kovats indices with o0-Cymene (9.8%) et al*
(not specified) literature and Wiley data library Caryophellene oxide (5.4%)
B-Myrcene (4.1%)
y-Terpinene (2.4%)
Differents locals* Hydrodistillation CG-MS/comparison Several compounds* Santos
(dried leaves of of the spectra with NIST et al®
several L. sidoides and Wiley, and retention index
genotypes) with literature
*Annex 1
Annex 1.
Compounds (%)
year old plants
Origin/genotype (E) Caryo-  Caryophyl- Thymol-

Thymol p-Cymene 1 Myrcene  y-Terpinene a-Terpinene Carvacrol  Terpine-4-ol

phyllene lene oxide methyl-ether

2 8 2 8 2 8 2 8 2 8 2 8 2 8 2 8 2 8 2 8

Mossoro, RGN*

LSID002 7795 6933 724 507 474 792 119 193 085 057 069 158 051 049 065 139 030 204 074 176

Mossord, RGN*

LSID003 79.30 7229 844 554 523 755 113 221 0.83 078 063 207 039 060 036 123 042 242 067 177

Quixeré, Ceara

LSID004 79.60 7356 813 413 486 612 098 180 091 045 071 125 048 038 057 107 032 257 069 094

Limoneiro do Norte, Ceard

LSID005 76.22 69.74 7.70 469 521 632 118 204 1.03 057 174 168 071 043 066 107 042 256 087 136

Tabuleiro do Norte, Ceara

LSID006 8091 71.56 8.00 393 481 574 097 196 085 056 057 143 040 037 051 241 0.6 216 067 112

Pogo Redondo, Sergipe

LSID102 56.65 68.80 2326 882 042 0.79 008 022 259 058 357 234 091 032 050 982 019 239 069 105

Pogo Redondo, Sergipe

LSID103 83.20 7328 818 6.62 032 093 000 051 257 242 145 206 038 057 074 162 020 192 059 124

Pogo Redondo, Sergipe

LSID104 8.41 888 13.81 442 008 016 0.00 020 244 061 949 3.60 146 041 396 370 5539 7239 0.81 091

Pogo Redondo, Sergipe

LSID105 77.39 6260 7.68 7.00 027 089 035 037 229 265 041 191 023 051 813 150 034 19 072 186

Recife, Pernambuco

LSID301 76.70 7579 6.67 645 6.84 509 154 103 0.87 128 059 225 040 087 058 079 021 0.00 078 0.18

*RGN: Rio Grande do Norte
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Barbosa et al® also showed that the major constituents of LSEO were thymol, p-Cymene, myrcene,
and caryophyllene, and thymol was described as a major component and a strong antiseptic among the
phenol group®~*.

In contrast to Botelho et al'?, Aratjo et al®, Benelli et al”’, Costa et al®®, Gomes et al®, this study
showed p-Cymene instead of carvacrol as being the second major component.

Environmental factors such as the climate, fertility, temperature, luminosity, and latitude,
as well as the age of the plant and harvest time have direct influences on agronomic responses and
in their chemical constitution, which include EOs. Thus, knowledge of these factors subsidises the
decisions of agronomic practices, favouring the content and yield of essential oil content at the
moment of harvest®®.

The northeast of Brazil (56.92%) had the highest origin of L. sidoides for EO extraction, followed by
the southeast (20.00%), north (6.15%), and central west (1.53%). Commercial oil of L. sidoides was found in
17.46% of the articles cited.

As shown in Table 2, thymol and p-Cymene were the predominant components in LSEO.
Thymol (2-isopropyl-5-methylphenol) is the main monoterpene phenol occurring in EOs isolated
from plants belonging to the Lamiaceae family (Thymus, Ocimum, Origanum, and Monarda genera)
and other plants such as those belonging to the Verbenaceae, Scrophulariaceae, Ranunculaceae,
and Apiaceae families. Thymol is recognised for its positive antioxidant, anti-inflammatory, local
anaesthetic, cicatrizing, antiseptic, antibacterial, and antifungal properties, as well as for its beneficial
effects on the cardiovascular system”.

The component p-Cymene [1-methyl-4-(1-methylethyl)-benzene] is a monoterpene found in over
100 plant species, which is used in medicine and alimentation. It shows a range of biological activities,
including antioxidant, anti-inflammatory, anxiolytic, anticancer, and antimicrobial effects. This last
property has been widely investigated due to the urgent need for new substances with antimicrobial
properties to be used as a treatment for communicable diseases whose diffusion in developed countries has
been facilitated by globalization and the evolution of antimicrobial resistance’".

The third most common component was caryophyllene, a synonym of E-Caryophyllene,
B-Caryophyllene, and Trans-Caryophyllene. It is a natural bicyclic sesquiterpene compound existing in the
EO of many plants and has exhibited a wide range of biological activities’.

Timol presented an average presence in the analyzed EOs of 61.86%, with a standard deviation of
21.61%, which shows heterogeneous results among the researched articles.

The other chemical compounds were found in lower average percentages as shown in Table 3.

Table 3. Statistical analysis of the main chemical components of L. sidoides essential oil

Standard Absolut Relati
Mean (%) a1'1 %r Median (%) sofute e

Deviation Frequency Frequency
Thymol 61.86 21.61 68.80 *59.65%; 69.91% = 3 *59.65%; 69.91% = 4.28%
p-Cymene 10.76 6.66 8.44 533% =3 5.33% = 5.08%
Caryophillene 6.30 491 5.74 *4.04%; 10.6% = 3 *4.04%; 10.6% = 5.66%
y-Terpinene 3.96 3.96 2.34 *2.0%; 2.34%; 3.6%; *2.0%; 2.34%; 3.6%;

3.83%; 6.6% = 2 3.83%; 6.6% = 3.92%

Myrcene 2.11 1.51 1.63 3.57% =3 3.57% = 9.64%

*Each one
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The differences in the chemical composition of EOs are determined by genetic factors, however,
others factors can lead to significant changes in production of secondary metabolites. The secondary
metabolites represent an interface between plants and the environment. The stimuli arising from the
environment, in which the plant is found, can redirect the metabolic route, causing the biosynthesis of
different compounds. Among these factors, we can highlight the plant/microorganisms, plant/insects
and plant/plant; age and stage of development, abiotic factors such as luminosity, temperature, rainfall,
nutrition, time and time of collection, as well as techniques for harvest and post-harvest”.

The difference in the chemical composition of L. sidoides essential oil described in this paper
highlights the need for further studies to assess the variation in the chemical composition of this plant
in different environments. The broth microdilution method with the results expressed as MIC was the
most frequently used experimental method to determine antimicrobial activity, and Staphylococcus aureus
was the most frequently tested bacteria. Unfortunately, few studies have been published showing the
antibacterial activity of the LSEO, which has shown promise against most of the evaluated bacteria. To
analyse it is important to standardize the concentration measurements.
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O Diabetes Mellitus (DM) afeta cerca de 400 milhdes de pessoas em todo o mundo. E de senso comum que
esses individuos devem priorizar o consumo de alimentos minimamente processados e in natura. No entanto, o
consumo racional de alimentos processados torna-se um desafio devido ao estilo de vida ocidental e a alta oferta
desses produtos, incluindo aqueles especificos para pacientes diabéticos. Esse trabalho visa verificar a adequagéo
dos rétulos de alimentos dietéticos industrializados. Avaliou-se rétulos de biscoitos, doces e paes destinados para
diabéticos, disponiveis em supermercados, lojas de produtos naturais e lojas de suplementos alimentares. Além
das informagdes nutricionais, foi avaliada a adequac¢éo da rotulagem segundo a Portaria n° 29, de 13 de janeiro
de 1998. Foram analisados 98 alimentos, sendo 57 doces, 27 biscoitos e 14 paes. Observamos que ha uma grande
inadequagdo desses produtos, bem como falta de informagdes acerca de importantes nutrientes. E necessdria a
adequagdo da rotulagem e a conferéncia de cada item, e os profissionais de saude, principalmente os nutricionistas,
devem estar atentos ao recomendar esses alimentos aos pacientes.

Palavras-chave. Alimentos Processados, Diabetes Mellitus, Rotulagem Nutricional, Alimentos Industrializados,
Recomendacdes Nutricionais.

Diabetes Mellitus (DM) affects about 400 million people worldwide. It is common knowledge that diabetic
individuals should prioritize the consumption of fresh foods or minimally processed foods. However, the
rational consumption of processed foods becomes a challenge due to the western lifestyle and the high source
of these products, including those specific for diabetic people. This manuscript aims to verify the label adequacy
of processed dietary foods. We performed the evaluation of diabetic cookies, candy and bread labels available
at supermarkets, health food stores and food supplement stores. The adequacy of the nutritional items, and the
labeling was evaluated according the Brazilian current legislation. A total of 98 items were analyzed: 57 candies,
27 cookies and 14 breads. We observed that there was a great inadequacy of these products, as well as a lack of
information about important nutrients. It is necessary to adapt the labeling and to perform the conference of each
item, and the health professionals, especially the nutritionists, must pay close attention before recommending these
foods to their patients.
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Allowances.

*Autor de correspondéncia/Corresponding author: jaqueline.horvath@hmv.org.br
Recebido/Received: 07.10.2019 - Aceito/Accepted: 27.01.2021

Rev Inst Adolfo Lutz. 2021;80:1-9,e37087 1/9


https://orcid.org/0000-0001-8440-6590
https://orcid.org/0000-0001-8440-6590

Bolzan BBM, Horvath JDC. Alimentos processados e Diabetes Mellitus: avaliagdo de rotulagem de alimentos industrializados indicados para
diabéticos. Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo. 2021;80:1-9,e37087.

O diabetes mellitus (DM) é um dos maiores problemas de saude publica mundial, afetando mais de
400 milhoes de pessoas em todo o mundo, no entanto, somente metade conhece e trata esta situagao'. O
DM e suas complicagdes sao a causa de cerca de 5 milhdes de dbitos, sendo que mais de 80% dessas mortes
ocorrem em paises de baixa e média renda'?. Estima-se que em 2040, o diabetes afetard mais de 642 milhoes
de pessoas em todo o mundo. O Brasil configura em 4° lugar no ranking dos paises com maior nimero de
casos, salientando a importancia do cuidado dessa doenca em nossa populagao’.

Muitos estudos robustos que encontraram sucesso na prevenc¢do da progressio para DM
identificaram a intervengdo precoce e intensiva, com base em um modelo individualizado, como
fator-chave para o tratamento do diabetes mellitus*. Parte dessa prevencdo é focada no cuidado
alimentar, pois os habitos alimentares sao fundamentais para controlar o perfil glicémico e, assim,
evitar o surgimento de complica¢des associadas ao DM”.

O aumento no consumo de alimentos industrializados®, devido ao estilo de vida ocidental,
e a inseguranca alimentar” impactam no manejo do DM. Muitos consumidores ndo conhecem a
rotulagem nutricional e tém grande dificuldade em identificar o que hd de fato no alimento. A
legislagdo que regulamenta a rotulagem é uma estratégia que deveria ter um efeito positivo para
a preven¢do de varios problemas de saude relacionados ao consumo de alimentos®’. Em tese, a
rotulagem deveria ajudar aos consumidores a fazer escolhas razodveis ao comprar alimentos, com
base em seu valor nutricional'®, ja que permite um autogerenciamento de pacientes diagnosticados
com diversas doencas®'2.

O aumento da incidéncia de pessoas com diabetes mellitus incentiva o crescimento do setor
alimenticio para a produgdo de alimentos adequados as necessidades desta populagdo, gerando
uma grande oferta de produtos destinados especificamente a esses pacientes. Com o intuito de
verificar o perfil dos alimentos dietéticos processados disponiveis no mercado e de averiguar se
esses podem ser consumidos por pacientes diabéticos, foi elaborada essa pesquisa, analisando os
tipos de ingredientes e a composi¢ao nutricional presentes nestes produtos, conferindo a adequagao
dos rétulos a legislacao vigente.

Foi realizada uma pesquisa exploratéria descritiva, onde foram avaliados alimentos
indicados para diabéticos, disponiveis em 59 estabelecimentos, sendo eles supermercados, lojas de
produtos naturais e lojas de suplementos alimentares. Foram selecionados os alimentos tipicamente
recomendados para populagido diabética (descricao no rétulo ou indicagdo de alimento diet ou
integral), encontrados em prateleiras identificadas para o consumo do publico DM. Foram avaliados
itens de composi¢do nutricional e rotulagem, distribuidos em trés grupos alimentares, a saber:
biscoitos (cookies, salgados, recheados, integrais), doces (gelatinas, geleias, pudim em pd, leite
condensado, achocolatados, chocolates e sorvetes) e paes (integrais, diets).

A avaliagdo dividiu-se em dois eixos: composigdo nutricional e rotulagem. Na avaliagdo da
composi¢donutricional foram avaliadas asseguintes variaveis dosrotulos: declaragao de maltodextrina
na lista de ingredientes; tipo de edulcorante utilizado na composi¢ao dos alimentos; quantidade de
agucares totais presente nos alimentos; percentual e quantidade de carboidratos encontrados nos
alimentos; quantidade e tipo de fibras e gorduras presentes nos alimentos.

A adequagdo da rotulagem seguiu a Portaria n° 29, de 13 de janeiro de 1998", através
da avaliagao dos seguintes itens descritos no painel principal: designagdo do alimento, seguida
da finalidade a que se destina em letras da mesma cor e tamanho; a presenca do termo “diet”
especificamente para dieta de ingestao controlada de agucares.
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Também foram avaliadas as frases obrigatorias e suas formas de declaragdes (destaque e negrito)
constantes na referida portaria, tais como, “diabéticos: contém. (especificar o mono e/ou dissacarideos)”,
“este produto pode ter efeito laxativo” (alimentos com ingestdo didria superior a 20 g de manitol, 50 g de
sorbitol, 90 g de polidextrose ou outros polidis que podem ter efeito laxativo) e “consumir preferencialmente
sob orientagdo nutricional ou médica”’. A referida Portaria em suas consideragdes gerais trata sobre a
diferencia¢ao das embalagens ou rétulos dos alimentos convencionais ou similares correspondentes da
mesma empresa. A partir destas informagdes foram considerados adequados aqueles que preenchiam
pelo menos 80% da indicagdo da legislagdo, pouco adequados aqueles que preenchiam pelo menos 60%,
inadequados aqueles que preenchiam menos de 60%.

Os dados sao apresentados como média e desvio padrido ou percentuais. Foram avaliadas as diferengas
entre os grupos de produtos (biscoitos, doces e paes) através do teste ANOVA (post hoc Tukey) para as
variaveis de carater quantitativo com distribui¢do gaussiana e através de testes ndo paramétricos (Kruskal-
Wallis) para as variaveis de carater qualitativo e para as varidveis de carater quantitativo com distribui¢ao
ndo gaussiana. A normalidade foi testada através do teste de Shapiro-Wilk. Os dados foram tabulados no
programa Excel e posteriormente importados para o programa SPSS v 20. Foram considerados valores
estatisticamente significativos aqueles p<0,05.

Foram visitados 59 estabelecimentos e analisados 98 rétulos, sendo 57 rétulos de produtos do
grupo dos doces, 27 produtos do grupo de biscoitos, 14 produtos do grupo de paes. Em relagao aos grupos
alimentares avaliados, em 100 g de produto, a média do percentual de carboidratos observada foi de 17,56%.
A quantidade média de fibras observada em 100 g do produto foi de 9,32 g (+31,78), embora os tipos
de fibras nao tenham sido descritos em nenhum produto. Nao foram observadas diferengas em relacdo
a quantidade de fibras e carboidratos (p=0,318 e p=0,140, respectivamente) entre os grupos de produtos
(paes, doces e biscoitos).

Dentre os 98 produtos analisados, 26,53% (n=26) declararam maltodextrina em sua composigao,
sendo que em 15 destes alimentos a maltodextrina estava entre os trés primeiros ingredientes. A
distribui¢ao de maltodextrina foi diferente entre os grupos (p<0,01), sendo que o grupo dos doces foi
0 que mais apresentou a declaracdo de maltodextrina em sua composi¢do. Em relacdo a quantidade
de edulcorantes, 21,42% do total de produtos analisados declaravam conter agticar simples (sacarose)
como primeiro edulcorante entre os ingredientes, 13,26% dos produtos declaravam sucralose como
o segundo edulcorante utilizado; ja em 15,68% (n=16) a sucralose era o terceiro edulcorante mais
declarado. De forma qualitativa, observou-se que a sucralose estava declarada na composicdo de
40,18%, a polidextrose em 33,32%, a sacarose em 24,5% e o maltitol em 23,5% dos produtos incluidos
nesse estudo.

Em relagcdo aos grupos alimentares avaliados, a média de gordura total em 100 g de produto
foi de 12,84 g (£10,34). Somente 36,7% dos produtos declaravam a quantidade especifica de gordura
monoinsaturada e gorduras poli-insaturadas. Entre esses, a média da gordura monoinsaturada observada
foi de 2,17 g (£3,32) e poli-insaturada de 2,22 g (+4,62). Ainda em rela¢do as gorduras, os biscoitos
declaravam em média 16,01 g (+£5,8) de gorduras totais, os doces 13,32 g (+12,11) e os paes 4,79 g (+2,78),
(p<0,001). A descrigdo dos resultados se encontra na Tabela.
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Tabela. Descri¢ao de Rotulagem Nutricional em produtos indicados a diabéticos

Biscoitos e Paes Doces P
Bolachas
Carboidratos (%) 20,14% 14,47% 17,15% 0,140
Fibras (g) 6,19 +34 6,99 + 1,5 6,43+ 6,8 0,318
Gordura total (g) 16,01 + 5,8 4,79 + 2.8 13,32 + 12,1 <0,001 *
Gordura M. (g) 6,58 + 3,8 1,22 + 1,09 0,44 + 0,92 <0,001 *
Gordura P. (g) 4,11 +2,6 1,33 £ 0,70 1,68 + 6,0 <0,001 *

Dados sdo apresentados em média + desvio padrdo ou frequéncia
*Valores considerados significativos (p<0,05). M= Monoinsaturada; P= Poli-insaturada

Em relagdo a adequa¢ao da rotulagem, entre os doces processados analisados, 94,7% continham
a denominagdo destinada ao publico DM, embora 32,0% ndo estivessem adequados a Portaria. Ainda,
24,5% dos produtos declaravam sacarose na composi¢ao nutricional, sem a descri¢ao do aviso previsto pela
Portaria (“Diabéticos: contém sacarose”); esse fato foi observado mesmo naqueles que eram de indicagdo
especifica para o publico DM.

No grupo de biscoitos e bolachas, apenas 18,5% declaravam a denominag¢ao destinada ao publico
DM. Destes, 63% estavam inadequados a Portaria. Ainda, 33,3% declaravam sacarose na composi¢do
nutricional, sem o aviso “Diabéticos: contém sacarose”, previsto pela Portaria. No grupo de paes, 28,5%
continham a denominag¢ao destinada ao publico DM, sendo a maioria (85,7%) inadequada de acordo com
a Portaria.

Em relagdo ao custo dos produtos analisados, observamos que o preco total da embalagem dentro
do mesmo grupo (ou seja, entre produtos similares) varia entre os valores de R$ 4,00 a R$ 9,00 no grupo
de paes, R$ 2,00 a R$ 8,00 no grupo de biscoitos e bolachas e de R$ 2,00 a R$ 28,00 no grupo dos doces
(p<0,001).

Os resultados apresentados por esse trabalho refor¢am a necessidade de uma adequada orientagao
nutricional. Diversos produtos com indica¢do especifica para individuos diabéticos apresentam-se
inadequados para o consumo, especialmente se o fizerem em quantidades elevadas ou com grande
frequéncia.

Os edulcorantes nao nutritivos sao encontrados em grande parte desses alimentos. Nessa avalia¢ao,
apenas 7,14% dos produtos processados ndo declararam nenhum tipo de edulcorante na sua composigao.
O uso a longo prazo de edulcorantes se mantém controverso. Alguns estudos sugerem que o uso destes
edulcorantes pode resultar em cancer de bexiga'!, doenca cardiaca' e risco de diminuigao da fungao renal
em mulheres'®. Por outro lado, o uso de edulcorantes é uma estratégia chave para redugdo de consumo de
energia, além de proporcionar maiores escolhas alimentares para individuos com necessidades especificas'’.

Fato preocupante foi a inclusdo de sacarose em muitos alimentos avaliados por esse estudo, sem a
descri¢ao clarano rétulo. Outro carboidrato usado em alimentos dietéticos com frequéncia é a maltodextrina,
declarado em 26,53% dos alimentos avaliados. Em média, somente 10% da maltodextrina é composta por
maltodextrina resistente (fibra ndo digerivel) que poderia reduzir o indice glicémico'® desse carboidrato.
No entanto, a maltodextrina ¢ altamente digerivel e rapidamente absorvida no organismo, o que pode
resultar em uma resposta glicémica elevada, especialmente se consumida em grandes quantidades", devido
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a possibilidade desse pico glicémico, ndo seria indicado o consumo de alimentos com maltodextrina
para pacientes diabéticos.

Em relagao as fibras, é senso comum que alimentos integrais sejam fontes de fibras, sendo
descrito amplamente que o consumo deste nutriente auxilia na preveng¢do e no controle do DM,
no entanto, a maioria dos individuos diabéticos tem um consumo inadequado de fibras®®. Além da
quantidade, a escolha do tipo de fibra ingerida também ¢ importante. Alguns estudos sugerem que o
consumo de fibras soluveis resulta em efeitos favoraveis na glicemia de pacientes portadores de DM?,
pois pode modular a glicose sérica e controlar a necessidade de insulina no organismo?®>. Observamos
que quantidade de fibras é bastante variavel nos alimentos processados, a avaliacdo de rétulos mostrou,
também, que 100% dos alimentos nao especificam o tipo de fibras, embora essa declaracao nao seja
obrigatéria pela Portaria, isso resulta em prejuizo na escolha alimentar e, consequentemente, no
controle glicémico,

A maioria dos individuos (91%) tem um consumo inadequado de gordura monoinsaturada®.
Nesse estudo, observou-se que alimentos processados destinados a diabéticos, em sua maioria
(63,3%), nao descrevem adequadamente as gorduras na composi¢do dos alimentos, dividindo-a em
saturadas, mono e poli-insaturadas, tampouco descrevem o tipo de gordura poli-insaturada, embora
essa informagdo também ndo seja obrigatoria pela Portaria. Os acidos graxos 6mega 6 e 3 sao essenciais
na alimentagdo porque ndo podem ser sintetizados, porém ha uma competicao pela mesma enzima de
dessaturagdo, assim, é essencial o consumo destes acidos na proporgdo adequada®, de 5:1 (6mega 6:
omega 3)**. Para diabéticos, tem sido descrito que alterando-se a qualidade da gordura dietética é
possivel influenciar a sensibilidade a insulina a curto prazo®.

Devido ao exposto nesse estudo, acreditamos que um dos fatores mais importantes no consumo
de alimentos para portadores de diabetes sejam a leitura e interpretagao de rétulos para a escolha do
alimento mais saudavel®. Mas, cerca de 58,3% dos individuos diabéticos nao tem o habito da leitura
de rétulos, especialmente porque ndo tém interesse ou porque ndo sabem ler. Ainda, somente 37,5%
sabem diferenciar alimentos diet e light*’. Outro ponto importante a ser apontado é o valor do alimento
industrializado indicado para o consumo de portadores de diabetes, que mostrou grande variagao,
especialmente entre os doces. O impacto do preco é substancial, estima-se que uma redu¢ao de 10% no
preco aumentaria o consumo de alimentos saudaveis em 12% (IC 95% = 10 - 15%)*.

Essa pesquisa relatou a importancia de informacdes claras e completas nos rétulos de alimentos
paraagarantiado consumo de alimentos maisindicados paraeste publico. No presente estudo, constatou-
se que poucos produtos se adequavam a essa Portaria, além dos produtos processados, especialmente os
ultra-processados causarem diversos efeitos negativos na saude*>*’, a inadequacao dos rotulos dificulta
a escolha desses alimentos. A exclusdo de alguns alimentos processados tem um resultado bastante
positivo, seja reduzindo o peso (p<0,001), bem como melhorando o controle glicémico (p=0,001)*,
refor¢ando a necessidade de redugdo desses produtos e, quando ocorrer o consumo, que seja de forma
bem orientada. A adequagao de rotulos é indispensavel para avaliacdo do alimento, sendo importante
para educagdo nutricional e a escolha do produto que atende as necessidades do individuo™.

Assim, esse estudo apresenta resultados importantes, devido a grande quantidade de
inadequagdes observadas, servindo como um alerta para a necessidade de adequacao desses alimentos
para fins especiais, bem como para a necessidade de uma adequada e criteriosa orientagdo nutricional,
fatos que podem impactar profundamente no tratamento desses pacientes. Ainda, serve de alerta para
a comunidade cientifica ter um olhar mais criterioso a estas categorias de alimentos e assim aplicar e/
ou desenvolver metodologias mais sensiveis para detec¢do de pequenas quantidades de ingredientes e/
ou substancias que possam ser prejudiciais a saude da populagao.
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Ao avaliarmos rétulos de alimentos com indicagdo para pacientes diabéticos, constatou-se uma
grande inadequagao desses produtos, bem como falta de informagoes acerca de importantes nutrientes.
Esse estudo aponta para a necessidade de alteracdes na regulamentacao desses alimentos visando auxiliar
na escolha alimentar e, assim, auxiliar no tratamento nutricional desses individuos.
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Este trabalho teve como objetivo a caracteriza¢do nutricional (umidade, proteinas, lipideos, cinzas e agticares
totais), quantificagdo do Valor Energético Total (VET) e determinacdo do teor de carotenoides totais dos
frutos de cajuzinho do cerrado (Anacardium humile A.St.-Hil.), curriola (Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk) e
inharé (Brosimum gaudichaudii Trécul), do Cerrado mato grossense. No intuito de oferecer uma alternativa
de dieta nutritiva e incentivar o reaproveitamento de alimentos, foram analisadas polpas e cascas destes
frutos. O cajuzinho do cerrado apresentou expressiva quantidade de carotenoides totais nas polpas (5,95
mg/100g) e cascas (6,55 mg/100g). Ja a curriola apresentou um valor consideravel de cinzas (0,66%) nas polpas
e mostraram quantidade significativa de Valor Energético Total (80,96 Kcal/100g). O inharé destacou-se por
apresentar elevado teor de proteinas nas cascas (3,76%) e polpas (3,19%). Estes resultados mostraram que
polpas e cascas dos frutos analisados, podem ser utilizadas como fonte de nutrientes ou como ingredientes
na elaboragéo de novos alimentos com potencial funcional. Este é o primeiro estudo que avalia o potencial
nutricional e carotenoides totais nas cascas destes frutos do Cerrado mato grossense.

Palavras-chave. Anacardium humile, Pouteria ramiflora, Brosimum gaudichaudii, Cerrado, Frutos.

This study aimed at performing the nutritional characterization (moisture, protein, lipid, ashes and
total sugar), quantification of the Total Energy Value (TEV) and determination of carotenoid content of
cajuzinho do cerrado (Anacardium humile A.St.-Hil.), curriola (Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk) and inharé
(Brosimum gaudichaudii Trécul), of the Midwestern Cerrado. Aiming at offering a nutritious alternative of
diet and motivating the reuse of foods, the pulps and peels of fruits were analyzed. Cajuzinho do cerrado
showed expressive amount of total carotenoids in the pulps (5.95 mg/100g) and peels (6.55 mg/100g). The
curriola presented a considerable amount of ash (0.66%) in the pulps and a significant amount of Total
Energy Value (80.96 Kcal/100g). On the other hand, the inharé had a high amount of protein in the peels
(3.76%) and pulps (3.19%). These results showed that pulps and peels of the analyzed fruits can be used as
source of nutrients or as ingredients in the manufacture of new functional foods. This is the first report
which evaluates the nutritional potential and total carotenoids in peels of fruits from Midwestern Cerrado.
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O conhecimento da composigdo dos alimentos é fundamental para se alcangar a seguranga
alimentar e informagdes nutricionais. Por meio destes dados, autoridades de saude publica podem
estabelecer metas nutricionais e guias alimentares que levem a uma dieta saudavel. Ao mesmo
tempo, podem orientar a produgdo agricola e industrial de alimentos no desenvolvimento de novos
produtos'.

Neste contexto, a flora brasileira constitui uma importante fonte de alimentos e o bioma
Cerrado, segundo maior da América do Sul? tem se destacado por apresentar vasta variedade de
espécies de pequenos frutos nativos®. Além de suas cores e sabores, tais frutos tém despertado o
interesse do mercado nacional e internacional devido ao alto potencial nutricional e a presenca
de compostos bioativos (vitaminas C e E, polifendis, carotenoides). Assim, seu consumo tem sido
associado ao potencial preventivo de enfermidades degenerativas, tais como doengas cardiovasculares
e neurovasculares®’. Frutos também sao considerados fontes de carotenoides e a atividade essencial
atribuida a estes metabolitos, principalmente ao a-caroteno e B-caroteno®, é a capacidade de conversao
em vitamina A, que no organismo esta associada ao crescimento 6sseo, a diferenciacao de tecidos
e ao funcionamento do ciclo visual na regeneragdo de fotorreceptores®’. A caréncia desta vitamina
constitui um dos principais problemas nutricionais de populagdes de paises em desenvolvimento,
incluindo o Brasil’.

Assim, dentre as espécies frutiferas do Cerrado mato grossense, destacam-se Anacardium
humile A.St.-Hil., Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk e Brosimum gaudichaudii Trécul, as quais
foram objeto de estudo deste trabalho. A espécie Anacardium humile A.St.-Hil. (Anacardiaceae),
popularmente conhecida como cajuzinho do cerrado, cajuzinho e cajui®, apresenta frutos doces e
comestiveis, além da castanha que é consumida em forma de améndoa®. Ja a espécie Pouteria ramiflora
(Mart.) Radlk. (Sapotaceae) é conhecida como curriola, brasa viva, figo do cerrado, grao de galo,
magaranduba, pessegueiro do cerrado e pitomba de leite'®. A polpa é consumida na forma in natura
ou como suco pela populagao local'®". Popularmente conhecida por inharé, mama-cadela, bureré e
amoreira do mato®'?, a espécie Brosimum gaudichaudii Trécul (Moraceae), apresenta polpa amarela
e de sabor adocicado, sendo muito apreciada pelas criangas por ser semelhante a goma de mascar'
Vale destacar que em regides do Cerrado, folhas, cascas e raizes desta espécie sdo muito utilizadas na
medicina popular, especialmente no tratamento de vitiligo®'*'*. Estudos foram realizados em relagdo
ao uso etnobotanico e acerca do efeito terapéutico destas trés espécies®*'®. No entanto, a maior parte
dos frutos do Cerrado ainda néo foi inserida no contexto do agronegdcio brasileiro, seja por falta
de tecnologia para a produ¢ao em escala ou mesmo pelos poucos estudos realizados quanto aos seus
aspectos fitoquimicos, farmacoldgicos e nutricionais gerando um desconhecimento do seu potencial
de aproveitamento®*.

Partindo destas informagdes, o objetivo do presente trabalho foi avaliar e comparar polpas e
cascas in natura de frutos tipicos do Cerrado mato grossense, quanto a sua composi¢do centesimal
(umidade, cinzas, proteinas, lipideos e carboidratos) e teor de carotenoides totais. Espera-se que
os resultados deste trabalho possam embasar novas pesquisas cientificas no sentido de investigar
a composi¢do quimica e atividades bioldgicas de tais frutos e assim, aprofundar o conhecimento
de suas caracteristicas nutricionais e bioativas. Além disso, espera-se despertar o interesse do uso
destes frutos pela industria alimenticia e farmacéutica e, como consequéncia, beneficiar a agricultura
familiar contribuindo assim, para o desenvolvimento sustentavel da regiao.

Frutos maduros de cajuzinho do cerrado, curriola e inharé foram coletados, manualmente, nos meses
de outubro e novembro de 2018, em regides do Cerrado mato grossense localizadas no municipio de Santa
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Terezinha, Mato Grosso, Brasil. As amostras foram lavadas, armazenadas em sacos de polietileno
de baixa densidade e mantidas sob refrigera¢do a temperatura de 5°C. Ap6és um periodo de 12 h, o
material foi acondicionado em caixa de isopor e transportado para o Laboratdrio de Biotecnologia
de Alimentos do Instituto Federal de Educa¢do, Ciéncia e Tecnologia do Mato Grosso — Campus
Avangado Lucas do Rio Verde. Apds um periodo de 24 h, desde a primeira refrigeracao a 5°C,
foi realizada a avaliagdo da composigdo centesimal que consistiu na determina¢do do contetido de
agua, cinzas, proteinas, lipideos e agticares totais. Os frutos foram separados em sementes, polpas e
cascas. As duas ultimas fragdes foram trituradas em gral e pistilo, separadamente, homogeneizadas e
examinadas em triplicata. As analises foram desenvolvidas de acordo com as metodologias descritas
pelo Instituto Adolfo Lutz" e Associagdo Analitica de Quimica (do inglés Association Of Official
Analytical Chemists, AOAC): Official Methods of Analysis®. O teor de proteinas foi quantificado pelo
método micro-Kjeldahl'?°, usando o fator 5,75 para a conversdo de nitrogénio para proteinas em
plantas?'. O valor energético total foi obtido segundo o sistema Atwater e expresso em Kcal/100g*'.
Os carotenoides totais das polpas e cascas foram quantificados por andlise espectrofotométrica de
acordo com metodologia utilizada por Rodriguez-Amaya®. O teor de agucares totais foi determinado
por diferen¢a®.

Analise estatistica

As andlises foram desenvolvidas em triplicata. Os resultados foram expressos como média +
desvio-padrdo. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey, com
95% de nivel de confianga.

Os resultados das analises da composicao centesimal das diferentes fragdes (polpas e cascas)
dos frutos de cajuzinho do cerrado (Anacardium humile A.St.-Hil.), curriola (Pouteria ramiflora
(Mart.) Radlk.) e inharé (Brosimum gaudichaudii Trécul), in natura, encontram-se dispostos na
Tabela 1.

Tabela 1. Composicio centesimal (g/100 g) e Valor Energético Total (Kcal/100 g), amostra imida, de frutos do Cerrado mato grossense*

Umidade Cinzas Lipideos Proteinas Acucares Totais  Valor Energético
AMOSTRA Polpa Casca Polpa Casca  Polpa Casca Polpa  Casca  Polpa Casca Polpa Casca

Cajuzinho 84,79* 86,20° 026  030° 0,32 0,53 1,68 1,73* 1321 11,54 62,46 57,85
docerrado +051 +0,88 +0,03 0,01 0,15 +0,07 40,24 +0,07 +0,58 0,92  +2,67 +3,51

80,51* 62,10 0,66 0,45  0,61° 0,67° 1,36 1,54* 17,52* 35,67 80,96 155,51°

Curriola ) ce 1084 4002 4007 009 4001 4019 4018 4073 +099 4225 4342

75,31*° 74,14 0,79* 0,77 0,67° 0,78 3,19 3,76 20,83* 21,32 102,1 107,36

Inharé
nhare 10,99  +1,04 0,05 +0,03 +0,05 +0,05 +028 +0,62 +131 +0,57 4376  +434

*Valores médios + desvio-padrao; n=3 (andlise realizada em triplicata). Médias seguidas da mesma letra, nas colunas (Polpas e Cascas), nio diferem
estaticamente pelo teste de Tukey (p<0,05)

A quantificacao dos carotenoides totais encontra-se descrita na Tabela 2.
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Tabela 2. Carotenoides totais (mg/100g) das cascas e polpas de
frutos do Cerrado mato grossense*

Carotenoides Totais

AMOSTRA Polpa Casca
Cajuzinho N .
do cerrado 5,95*+0,61 6,55*+0,72
Curriola 1,12+0,09 1,27+0,17
Inharé 7,02*+0,94 7,54*+0,99

*Valores médios + desvio-padrio (DP); n=3 (analise realizada em
triplicata) Médias seguidas da mesma letra, nas colunas (Polpas e
Cascas), nao diferem estaticamente pelo teste de Tukey (p<0,05)

Os frutos analisados mostraram-se como uma importante fonte de nutrientes, conforme resultados
descritos na Tabela 1. Cajuzinho do cerrado, curriola e inharé apresentaram alto teor de umidade nas polpas,
cujos valores foram 84,79%, 80,51% e 75,31%, respectivamente. Rocha et al** encontraram 82,60% de umidade
nas polpas de cajuzinho do Cerrado piauiense, enquanto Land et al'* obtiveram 77,63% nas polpas de inharé
do Cerrado mineiro. Tais valores sio semelhantes aos descritos no presente estudo. Ja, Morzelle et al®
encontraram 70,68% de umidade para as polpas de curriola, também do Cerrado mato grossense. O teor
de dgua é uma caracteristica relevante a ser observada, uma vez que podem resultar em grandes perdas na
estabilidade quimica, no comprometimento da seguranga microbioldgica e na qualidade geral dos alimentos™.

Quanto a concentragdo de cinzas ou residuo mineral fixo (Tabela 1), as polpas de inharé apresentaram
o maior teor dentre os frutos analisados, de 0,79%, sendo que estudos anteriores mostraram 0,82%". O teor de
cinzas obtido nas polpas de curriola foi de 0,66%, enquanto o valor encontrado na literatura foi de 1,06%%. Ja
as polpas de cajuzinho do cerrado apresentaram o menor teor de cinzas, 0,26%, da composigdo centesimal da
polpa. Este resultado foi semelhante ao obtido na literatura, 0,30%. As quantidades de cinzas obtidas para as
cascas de cajuzinho do cerrado, curriola e inharé foram de 0,30%, 0,45% e 0,77%, respectivamente, semelhantes
aos valores de suas partes comestiveis. Este é o primeiro relato da quantificacdo do residuo mineral fixo nas
cascas destes frutos. A determinagdo de cinzas é de suma importancia nas analises de produtos alimenticios,
pois é utilizada como ponto de partida para investigacao de minerais especificos. Tais compostos podem ser
avaliados tanto do ponto de vista nutricional quanto do ponto de vista de seguranga, como na quantificagdo
de residuos de metais pesados?®.

Ainda em relagdo aos constituintes nutricionais, destacam-se as proteinas que sdo essenciais em
todos os processos bioldgicos desempenhando fungbes estruturais, energéticas, hormonais, catalisadoras,
imunoldgicas e reguladoras, sendo assim indispensaveis a perpetua¢do e manutengdo da vida”. Dada a
importancia destes metabdlitos, o teor de proteinas foi quantificado (Tabela 1) nas polpas dos frutos de inharé,
com valores de 3,19%, superior ao valor descrito na literatura que foi de 1,63%'% A quantidade de proteinas
presente nas polpas de inharé superou os teores encontrados em frutos convencionais presentes na cultura
brasileira, tais como mamao papaia (0,5%), laranja lima (1,0%) e banana prata (1,3%)". Ja a concentragdo de
proteinas encontrada nas polpas de cajuzinho do cerrado (1,68%) e curriola (1,36%) (Tabela 1), foi inferior
aos dados encontrados no fruto por Rocha et al** e por Morzelle et al*, de 3,10% e 2,80%, respectivamente. Os
valores destoantes com os da literatura podem ser justificados pela coleta dos frutos em regides distintas do
Cerrado, as quais apresentam particularidades de clima, solo e cultivo, e pelas diferentes formas e tempo de
armazenamento'>**. A quantidade de proteinas obtidas nas cascas de cajuzinho do cerrado, curriola e inharé
foram 1,73%, 1,54% e 3,76%, respectivamente, cujos dados sdo inéditos na literatura. Tanto nas polpas como
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nas cascas do inharé, pode ser observado o predominio de proteinas quando comparados as outras fragoes dos
frutos estudados (Tabela 1), refor¢ando o elevado valor nutricional deste fruto.

Quanto ao teor de lipideos, comparando os dados das polpas com as cascas dos frutos de cajuzinho
do cerrado, curriola e inharé, pode-se verificar que as cascas analisadas apresentaram quantidades de lipideos
maiores que suas respectivas partes comestiveis (Tabela 1). As polpas de inharé apresentaram a maior
quantidade de lipideos, 0,67%, dentre as polpas dos frutos estudados (Tabela 1). O valor encontrado foi
semelhante ao valor encontrado por Land et al'%, de 0,60%. Os lipideos, também chamados de gordura, sdo
denominados nutrientes combustiveis pelo seu elevado potencial calérico. Além da sua fungdo energética,
agem como “carregadores” de vitaminas lipossoluveis (vitaminas A, D, E e K), pois, sem estes, as vitaminas ndo
sdo introduzidas no organismo®-*°.

Por outro lado, dentre as polpas dos frutos analisados neste estudo, o inharé apresentou consideravel
teor de agucares totais, 20,83%, e maior valor energético, 102,11 Kcal/100 g (Tabela 1). Este valor corresponde
cerca de 5% das necessidades caléricas de um adulto com uma dieta de 2.000 Kcal®!. Land et al'* observaram
resultado inferior para as polpas de inharé, 65,2 Kcal/100 g. Vale ressaltar que, os frutos podem sofrer variagoes
no seu conteudo de metabolitos bioativos e nutricionais. Por ultimo, foi determinado o valor energético total
nas cascas de cajuzinho do cerrado, curriola e inharé que foram de 57,85 Kcal/100 g, 155,51 Kcal/100 g
e 107,36 Kcal/100 g, respectivamente (Tabela 1). Nenhum dado nutricional com as cascas destes frutos foi
encontrado em outros estudos.

Ao que se refere aos compostos bioativos, as polpas de inharé apresentaram quantidade de carotenoides
totais superior, 7,02 mg/100 g, quando comparados com os valores das polpas de cajuzinho do cerrado
e curriola (Tabela 2). Dentre os frutos do Cerrado, o buriti possui o maior teor de carotenoides totais,
44,60 mg/100 g*, seguido pelo pequi que apresenta cerca de 7,46 mg/100 g**. Em regides brasileiras, em que a
deficiéncia de vitamina A é considerada um problema nutricional®?, tais frutos podem complementar a dieta
da populagao de diferentes faixas etarias. Ja as cascas de cajuzinho do cerrado, curriola e inharé apresentaram
teor de carotenoides totais de 6,55 mg/100 g, 1,27 mg/100 g e 7,54 mg/100 g, respectivamente, maior que
aqueles presentes nas polpas (Tabela 2). Tanto nas polpas quanto nas cascas destes frutos, o contetido de
carotenoides pode ser afetado por diversos fatores como condigdes geograficas e climaticas de produgao,
estagio de maturagao, manuseio durante e pés-colheita, processamento e estocagem’.

Pdde-se verificar a diferenca entre as polpas e cascas dos frutos em relagao aos pardmetros analisados
(Tabela 1 e Tabela 2). As cascas apresentaram quantidades de nutrientes e carotenoides totais maiores que suas
respectivas polpas. Estes dados corroboram com estudos da literatura, que afirmam que as cascas dos frutos
geralmente sdo descartadas por ser consideradas indigestas ou contaminadas por patdgenos. No entanto, é
mais rica em compostos nutritivos que suas polpas comestiveis®. Além disso, a avalia¢ao do valor nutricional
e de cartotenoides destes frutos maduros sugerem que as cascas, além das polpas sejam uma fonte potencial de
componentes de alto valor para alimentos funcionais, bem como para fins nutricionais e farmacéuticos.

As andlises in natura dos frutos de cajuzinho do cerrado, curriola e inharé mostraram que as cascas
dos frutos, em geral, continham teores de nutrientes e carotenoides totais maiores que suas respectivas polpas.
Os frutos de cajuzinho do cerrado destacaram-se por apresentar expressiva quantidade de carotenoides totais
nas cascas e polpas e, a curriola por exibir cascas com alto Valor Energético Total. Ja o inharé mostrou alto
teor de proteinas nas cascas e nas polpas, quando comparado a outros frutos. Estes resultados exprimem o
potencial dos frutos do Cerrado mato grossense como alimento nutritivo e funcional, capaz de contribuir para
o enriquecimento da dieta da populagdo regional e no desenvolvimento de novos produtos com potencial
nutritivo e/ou nutracéutico.
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Comparacao de rotulos de doces diet e convencionais
disponiveis aos consumidores: estudo exploratdrio descritivo
com base na legislacao federal vigente

Comparison of labels of twelve diets and conventional ones
available to consumers: descriptive exploratory study based on
current federal legislation
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Este estudo tem como objetivo avaliar o custo e as conformidades das informag¢des nutricionais nos rétulos dos
doces diet e convencionais de acordo com as legislagoes vigentes. Trata-se de estudo exploratorio descritivo em que
foram avaliados 22 rétulos de doces diet e 22 correspondentes convencionais, da mesma marca de supermercados
em Barbacena, Minas Gerais. Verificou-se a conformidade dos dados obtidos nos rétulos com as Resolugdes RDC
n° 360/2003; n° 359/2003; n° 259/2002, Portaria n° 29/1998 e Lei Federal n° 10.674/2003. Em relag¢ao as RDC n°
360/2003 e n° 259/2002, os produtos avaliados ndo apresentaram irregularidades. Entretanto, segundo a RDC
n° 359/2003 observou-se que 9% nos doces diet e 9% dos doces convencionais estavam irregulares. De acordo
com a Portaria n° 29/1998 houve 4,5% de irregularidades nos doces diet. As irregularidades apontadas por este
estudo demonstram a necessidade de maior fiscalizagdo dos drgaos competentes, pois a auséncia de informagdes
pode interferir na satide dos consumidores, especialmente o publico com necessidades especificas. As auséncias
de conformidades nos rétulos podem estar relacionadas a interpretagdo erronea da sociedade durante a escolha e
a aquisi¢do dos alimentos.

Palavras chaves. Informac¢ao Nutricional, Alimento Diet, Rotulagem Nutricional, Legisla¢éo.

The aim of this study is to evaluate the cost and nutritional information of the labels of diet sweet and
conventional sweet according to current legislation. It is an exploratory descriptive study evaluating 22 labels
of diet sweets and 22 labels of their conventional correspondents, in supermarkets of Barbacena, Minas Gerais.
It was verified the compliance of the data obtained on the labels with the RDC resolutions No.360/2003;
No.359/2003; No. 259/2002, Ordinance No. 29/1998 and Federal Law No.10 674/2003. In relation to RDC
No0.360/2003 and No.259/2002, the evaluated products did not show irregularities. However, according to
RDC No.359/2003, it was observed that 9% of diet sweets and 9% of conventional sweets were irregular and,
according to Ordinance No. 29/1998, there were 4.5% irregularities in the diet sweets. The irregularities found
by this study highlight the need for a greater control by the competent bodies since the lack of information can
interfere with the health of consumers, especially the public with specific needs. The absence of conformities
may be related to the misinterpretation of society during the choice and purchase of food.
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O consumo alimentar da populagdo brasileira vem sofrendo transi¢ées ao longo do tempo.
Segundo a Pesquisa de Orgamentos Familiares, a ingestao de alimentos processados ricos em
gorduras, agucares, sodio e baixo teor de fibras tém aumentado em detrimento ao consumo de
alimentos in natura, ricos em fibras, vitaminas e minerais. Este perfil alimentar tem sido associado
ao aumento da incidéncia das doencgas cronicas ndo transmissiveis"?, como o diabetes mellitus
prevalente em 7,4% dos brasileiros®.

Os alimentos processados que tenham como objetivo fornecer aporte especifico e controlado
de nutrientes auxiliando na terapia nutricional de disturbios fisiolégicos ou transtornos do
metabolismo sdo denominados como alimentos para fins especiais®. Os alimentos diet sao alimentos
especialmente formulados ou processados restringindo algum macro ou micronutriente, dentre
os quais: carboidratos (a¢ucares), soédio, gorduras (saturadas, trans ou colesterol), e aminoacidos
ou proteinas, a fim de atender as necessidades de pessoas em condigdes metabolicas e fisioldgicas
especificas’. Sugere-se aos individuos diabéticos o consumo de alimentos diet com restrigdo em
carboidratos, na busca de sua diminui¢ao na dieta®.

De acordo com Lohn et al” a busca por uma alimentagdo alternativa é, sem davida, uma
realidade nos dias de hoje e com isso o consumo de alimentos diet e light vem sofrendo significativo
aumento.

Dentre os ingredientes presentes nos doces diet estao os edulcorantes, que sao produtos
formulados com poder adogante, que pode substituir a glicose, frutose ou sacarose, podendo auxiliar
no controle glicémico em pacientes diabéticos®.

A rotulagem nutricional é uma importante ferramenta utilizada em terapia nutricional para
informar ao paciente quais sdo e em qual quantidade os nutrientes estdo disponiveis no produto,
sendo uma fonte de informagéo entre a industria e o consumidor. Por meio da rotulagem é possivel
identificar se o produto é diet, qual nutriente esta restrito, seu valor caldrico, as quantidades dos
nutrientes e os ingredientes adicionados’. Portanto, a rotulagem adequada é fundamental para a
seguranga alimentar, além de ser uma medida de apoio na promocgao de habitos alimentares mais
saudaveis, auxiliando os consumidores a tomarem decisdes de compra'.

O monitoramento e a fiscalizagdo do cumprimento das legislagdes vigentes em relagdo a
rotulagem destes produtos devem ser realizados pelos érgaos de vigilancia, que permite a garantia
da qualidade dos alimentos''. Diante do crescente nimero de pessoas que necessitam do uso de
produtos diet e sabendo da importancia da informacgdo fidedigna nos rétulos, o objetivo deste
estudo foi avaliar o custo e a conformidade das informac¢des nutricionais nos rétulos dos doces diet
e convencionais de acordo com as legislagdes vigentes.

Amostras

Trata-se de estudo exploratdrio descritivo em que foram avaliados 44 rétulos de doces encontrados
nos supermercados da cidade de Barbacena, Minas Gerais, sendo 22 doces diet e os 22 correspondentes
convencionais, da mesma marca. Para compor a amostra foram selecionados apenas os doces que tinham
sua versao convencional e diet. A coleta das informagdes dos rotulos nutricionais foi realizada entre os
meses de setembro e outubro de 2018 e os doces estudados foram: chocolate (n=3); doce de leite (n=4); figo
em calda (n=1); péssego em calda (n=2); gelatina (n=2); pudim (n=2); geleia (n=5); pagoca (n=1); ambrosia
(n=1) e bala de gelatina (n=1).

Os rotulos das variadas marcas foram divididos em duas categorias, sendo elas: A) para produtos
convencionais e B) para os produtos diet, sendo ambos numerados de 1 a 22.
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Avaliag¢ao da rotulagem

Para a avaliacdo das tabelas nutricionais das diferentes marcas de produtos foram utilizados como
referéncia alguns estudos'*'* e os rétulos avaliados segundo as Resolu¢des da Diretoria Colegiada (RDC) e
Portarias vigentes.

Foram analisados os seguintes itens nos dois tipos de produtos: declaracao de valor energético e
dos nutrientes, percentual dos valores didrios de referéncia e modelos de rotulagem nutricional (vertical
ou horizontal) segundo a RDC n° 360/2003*; denominagao de venda, contetdo liquido, indicagdo do
lote e prazo de validade, modo de conservagdo e preparo, identificacdo de origem (nome e endereco
completo do fabricante ou importadora), informac¢des que podem induzir o consumidor ao erro/
declaracao de presenga ou auséncia de componente que sejam intrinsecos ou préprios de alimentos
de igual natureza, idioma, tamanho da letra, lista de ingredientes de acordo com a RDC n° 259/2002";
declaragdao da por¢ao e medida caseira conforme RDC n° 359/2003'° e presenca da adverténcia
“CONTEM GLUTEN” ou “NAO CONTEM GLUTEN” segundo a Lei Federal n° 10.674/2003".

A adequagdo ao regulamento técnico referente a alimentos para fins especiais, a Portaria n°
29/19987, foi utilizada somente para os doces diet sendo considerados os itens: instrugao dos cuidados
de conservagdo e armazenamento antes e depois de abrir a embalagem (quando for necessario),
presenca das frases em destaque e negrito: “Diabéticos contém: (mono e/ou dissacarideos)”,
“Este produto pode ter efeito laxativo” (quando for o caso), “Consumir preferencialmente sob
orientacdo de nutricionista ou médico” e “Contém fenilalanina” (para os alimentos nos quais
havia adigdo de aspartame). Os produtos diet e convencionais estudados foram classificados
em: produtos conforme (C) quando atenderam a legislacao vigente, nao conforme (NC) quando
apresentaram no minimo uma divergéncia e nao se aplica (NA), para os que ndo se adequaram nos
itens anteriores.

Avaliacao da composi¢ao nutricional e do preco comercial

Foram comparados entre os doces diet e convencionais da mesma marca os seguintes dados:
valor energético (kcal/100g), quantidade de carboidrato (g/100g), proteina (g/100g), gorduras totais
(g/100g), saturada e trans (g/100g), fibra alimentar (g/100g) e sédio (mg/100g) e preco comercial
(R$/100g). Foi realizada também a verificacdo dos tipos de edulcorantes utilizados na lista de
ingredientes nos diferentes produtos.

Analise estatistica

Os dados coletados foram duplamente digitados utilizando o programa Microsoft Excel® 2013.
Apds a tabulagdo dos dados foi realizada a avaliagdo da consisténcia, a fim de garantir a autenticidade e a
confiabilidade das informagdes e posterior analise.

Os valores energéticos, teores de carboidratos, proteinas, gorduras totais, saturadas, trans, fibras,
sodio, assim como custos dos produtos diet e convencionais foram descritos como média e erro padrao e
comparados aos valores dos respectivos produtos convencionais através do teste t-Student, a um nivel de
significancia de 5% (p<0,05), utilizando-se o programa Sigma Plot® versao 11.0 (Systat Software Inc., San
Jose, CA, EUA).

Na Tabela estdo expostos os itens analisados em relagdio as RDC n° 360/2003%, n° 259/2002",
n° 359/2003'¢, Portaria n° 29/1998° e Lei Federal n° 10.674/2003". Entre os produtos analisados pode-
se observar que 11,4% (n=5, 1A, 6A, 1B, 6B e 11B) apresentaram irregularidades. Em relagao a RDC n°
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359/2003'¢, observou-se que em 9% (n=2, 1A e 6A) dos produtos convencionais e 9% (n=2, 1B e 6B) dos
produtos diet nao apresentaram a descri¢do da por¢do e da medida caseira corretamente e 4,5% (n=1, 11B)
dos produtos diet apresentou ndo conformidade em rela¢dao a Portaria n° 29/1998° por nao apresentar a
frase “Consumir preferencialmente sob orientacao de nutricionista ou médico”. Em relacdo a RDC n°
360/2003* e RDC n° 259/2002" nao foram encontradas irregularidades nos rétulos avaliados.

Tabela. Quantidade de doces com irregularidades, de acordo com os itens analisados das RDC n°® 360/2003, n° 259/2002,
n° 359/2003, Lei Federal n° 10.674/2003 e Portaria n° 29/1998, comercializados nos supermercados de Barbacena-MG no
periodo de setembro e outubro de 2018

Produtos com irregularidades
n (%)

Convencional Diet
(n=22) (n=22)

Itens analisados

RDC n° 360/2003

Declaragio de valor energético, carboidratos, proteinas, 0 0
gorduras totais, gorduras saturadas, gorduras trans, fibra
alimentar e s6dio

Percentual de valores didrios de referéncia com base em uma 0 0
dieta de 2000 kcal (8400 kj)
Modelo de rotulagem nutricional (vertical ou horizontal) 0 0
RDC n° 259/2002
Denominacio de venda 0 0
Conteudo liquido 0 0
Identifica¢do do lote 0 0
Prazo de validade 0 0
Modo de conservagéo e preparo 0 0
Identificagao de origem (nome e endere¢o completo do 0 0
fabricante ou importador)
Informagdes que podem induzir o consumidor ao erro/ 0 0
declaragdo de presenca ou auséncia de componente que
sejam intrinsecos ou proprios de alimento de igual natureza
Tamanho da letra 0 0
Lista de ingredientes 0 0
RDC n° 359/2003
Declaragdo da por¢iao e medida caseira 2 (9%) 2 (9%)
Lei Federal n° 10.674/2003
Presenca da adverténcia “CONTEM GLUTEN” ou “NAO 0 0
CONTEM GLUTEN”
Portaria n° 29/1998
Presenca da frase “Diabéticos contém (especifica¢do do - 0
mono e/ou dissacarideo)”
Presenca da frase “Consumir preferencialmente sob - 1 (4,5%)
orientacao de nutricionista ou médico”
Presenca da frase em destaque e negrito “Este produto pode - 0

ter efeito laxativo” (quando for o caso)

Continua na préxima pdgina
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Continuagdo

Produtos com irregularidades

n (%)
Itens analisados
Convencional Diet
(n=22) (n=22)
Portaria n° 29/1998
Presenga da adverténcia “Contém fenilalanina” (para os - 0
alimentos com adi¢éo de aspartame)
Instrugdo para os cuidados de conservacio e - 0
armazenamento antes e depois de abrir a embalagem
(quando for necessario)
Total de nao conformidades 2 (9%) 3 (13,6%)

Mello e Pascoal'? analisaram 120 rétulos, sendo que 82 eram doces diet e 38 rotulos de alimentos
com alegacoes de propriedades funcionais e/ou de saude. No que se refere as RDC n° 359/2003'¢ e n°
360/2003%, 12,1% dos doces diet estavam irregulares. A principal inconformidade encontrada foi a nao
apresentacao da quantidade de agticares, ou de outros carboidratos, em produtos que realizaram declaragdes
de propriedades nutricionais relacionadas ao tipo e/ou a quantidade de carboidratos. Ainda em relagao a
RDC n° 359/2003', dois produtos diet estavam irregulares quanto a descri¢ao da porg¢do. Os resultados
do estudo também demonstraram que 28,09% dos doces diet estavam em ndo conformidade com a RDC
n° 259/2002%, sendo que as trés principais inadequagdes encontradas foram: ndo haver instru¢ao de uso
(n=11), nao identificagdo adequada do lote (n=10) e ndo apresentac¢ao do prazo de validade (n=9).

A rotulagem de alimentos para fins especiais, que no presente estudo tratou-se dos alimentos com
restricao de agucares, e, portanto, destinado a portadores de diabetes mellitus, deve estar adequada segundo
as orientagOes previstas na legislacao. Outros estudos tém demonstrado irregularidades nas rotulagens de
produtos para fins especiais quando comparados as legislagdes vigentes' .

As inadequagdes encontradas em rdtulos desses alimentos comprometem o entendimento do
consumidor dificultando o processo de aquisicdo de tais produtos de acordo com as suas necessidades e
interferindo assim no direito do consumidor.

Em estudo realizado por Barros et al' foram verificadas irregularidades em 39% dos rétulos. Em
outro estudo realizado por Braga et al'®, a analise da rotulagem de 43 produtos light e diet demonstraram
que 55,5% dos produtos diet e 31,25% dos produtos light apresentaram irregularidades em seus rétulos e
18,5% dos produtos diet ndo apresentaram informagdo referente a por¢ao em medida caseira. Ainda os
autores verificaram que 25,9% dos produtos diet estavam irregulares quanto a auséncia da frase “Diabéticos
consumir preferencialmente sob orientagdo de nutricionista ou médico” e 14,8% dos produtos diet ndo
continham a informagao: “Diabéticos contém...”.

A avaliagdo dos rotulos de produtos diet no estudo de Mello e Pascoal' segundo a Portaria n°
29/1998° também demonstrou que 68,29% dos doces diet, estavam em ndo conformidade, sendo que as trés
principais irregularidades encontradas foram com relagdo as frases previstas em legislacdo “Este produto
pode ter efeito laxativo” e/ou “Consumir preferencialmente sob orienta¢do nutricional ou médico” e a nao
instru¢ao quanto aos cuidados de conservagao e armazenamento, antes e depois de abrir a embalagem.

A auséncia da alegac¢ao “Consumir preferencialmente sob orientagdo de nutricionista ou médico’,
ainda que encontrada no presente estudo em apenas 4,5% (n=1) merece atengdo especial, pois pode induzir
o consumidor ao uso inadequado de tais produtos que possuem necessidades especificas, sem a orienta¢ao
de profissionais especificos da area, podendo gerar prejuizo a sua saide e consequentemente afetar a
qualidade de vida.

Em um estudo realizado por Machado et al”’, que avaliaram a rotulagem de 41 alimentos diet e
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light, 31,7% apresentaram irregularidades. De acordo com a Portaria n° 29/1998°, os autores também
encontraram nao conformidade (14,3%) em relacao a alegagao “Consumir preferencialmente sob orientagao
de nutricionista ou médico”

A analise de rotulos de chocolates diet no estudo de Antunes'* demonstrou que 40% dos
produtos apresentaram inadequagdes em relacao a descricdo da por¢do. Os resultados do estudo
também demonstraram nao conformidades referentes a Portaria n° 29/1998°, em que 40% dos
chocolates diet apresentaram inadequagdo quanto a utilizagdo da frase “Diabéticos contém (especificar
mono e dissacarideos) e 55% quanto a orientagdo “Consumir preferencialmente sob orientagdo de
nutricionista ou médico”.

Em relagdo aos edulcorantes observou-se que dos 22 produtos convencionais analisados, 13,6%
continham o aditivo e 90,9% dos produtos diet continham em sua composi¢do mais de um tipo de
edulcorante. A Figura 1 demonstra os principais edulcorantes utilizados nos produtos convencionais e
diet, em percentual: sorbitol (32%); sucralose (27%); aspartame (20%); ciclamato de sddio e sacarina sodica
(16%); acessulfame-k (9%); maltitol (9%); stévia (4%) e isomalte (2%). Os edulcorantes encontrados nos
produtos convencionais foram: aspartame, ciclamato de s6dio e sacarina sédica.
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Figura 1. Representagdo do percentual dos tipos de edulcorantes encontrados nos produtos diet e convencionais comercializados
nos supermercados de Barbacena-MG, 2018

Os edulcorantes sdo considerados substancias altamente eficazes na substitui¢do ao agucar, devido
a sua alta capacidade de adogar em pequenas concentracdes. E de suma importancia conhecer o tipo de
edulcorante presente nos ingredientes dos produtos diet, pois cada um possui caracteristicas benéficas e/ou
maléficas para o organismo humano, dessa forma o consumidor conseguira distinguir o edulcorante com
as informagoes contidas na rotulagem.

Varios adogantes comercializados contém dois ou mais edulcorantes em suas férmulas, segundo
Torloni et al”®, essa mistura tem como objetivo potencializar as vantagens de cada edulcorante e neutralizar
as desvantagens, principalmente o sabor residual. Isso justifica a presenca de diferentes edulcorantes
encontrados em um mesmo produto, observadas neste estudo.

O edulcorante mais utilizado foi o sorbitol, estando presente em 32% (n=14) dos produtos
analisados, em 6 marcas diferentes. De acordo com Ferreira®, esse edulcorante tem como caracteristica
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evitar o ressecamento desses produtos. O sorbitol apresenta efeito positivo no tratamento do diabetes, pois
sua absor¢do é mais lenta quando comparada com a glicose. Entretanto, doses superiores a 20 a 30 g/dia
de sorbitol produzem efeito diurético e doses superiores a 30 a 70 g/dia causam diarreia podendo também
agravar a sintomatologia em individuos com sindrome do intestino irritavel e reduzir a absorgao da frutose
mesmo em dosagens baixas®.

O segundo edulcorante mais utilizado foi a sucralose. Esta substancia possui pontos positivos, pois
néo induz a formagao de céries, nao possui efeitos teratogénicos, de toxicidade ou carcinogenicidade e nao
possui contraindica¢des. Além disso, possui boa solubilidade em agua e estabilidade**.

Em relagdo ao edulcorante aspartame, também encontrado como ingrediente dos produtos
analisados, as pesquisas demonstram que o seu consumo é seguro para o organismo humano, mas
¢ contraindicado para individuos portadores de fenilcetontria, doenga hereditiria em que se deve
restringir a ingestdo do aminodcido fenilalanina®'. Jd& o consumo da sacarina e do ciclamato ¢ seguro,
mas ha contraindicagdes em situagdes clinicas de hipertensao e doenga renal. Todos os edulcorantes sdo
desprovidos de valor energético®*.

Os aditivos (edulcorantes), presente nos alimentos diet sio de grande importancia para
os consumidores que necessitam de uma alimentagdo especifica, a presenca destes nos alimentos
principalmente aqueles com restri¢io em carboidratos, possibilitam que os diabéticos tenham acesso
a diversos alimentos aumentando assim a diversidade, a aceitagdo da doenga e a melhora na qualidade
de vida*.

A Figura 2 demonstra a comparagao entre os precos dos doces convencionais e diet, na quantidade
de 100 gramas do produto. Os produtos diet obtiveram uma média de pre¢o comercial de R$ 8,68 + R$ 0,62
maior que os produtos convencionais de R$ 4,53 * 1,45. Vale ressaltar a importancia da compreensdo da
rotulagem nutricional, o que ira propiciar a escolha de um produto diet composto por um edulcorante que
ofereca maior beneficio ao organismo, uma vez que o consumidor ird pagar um valor superior.

|
*

Preco(R$/100 g de alimento)
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Diet Convencional

Figura 2. Comparagdo do preco dos produtos diet e convencional. Os dados expressos com médias + erro padrio. *indica uma
diferenca significativa (p<0,05) em comparagio ao custo do alimento convencional

O fator socioecondmico pode influenciar nas escolhas do consumo de alimentos diet, ja que
familias que possuem melhor condigdo financeira tem maior acesso a estes produtos. Segundo Oliveira e
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Hoffmann®, a escolaridade pode ser outro fator que desempenha papel crucial na escolha correta de tais
produtos devido a melhor compreensao dos dados expostos na rotulagem.

A comparagdo entre a composi¢ao nutricional dos produtos convencionais e diet, ndo demonstraram
diferencas significativas entre as quantidades de proteinas, gorduras totais, gorduras trans, gorduras
saturadas, fibras alimentares e sédio. No entanto, os valores energéticos e teores de carboidratos foram
significativamente maiores nos alimentos convencionais quando comparados aos alimentos diet (Figura 3
e Figura 4). Isto sugere que a quantidade de gordura nao influenciou no valor energético, e sim a retirada
do carboidrato.
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Figura 3. Quantidade de quilocalorias (kcal) por 100g do produto. Os dados estaoexpressos como médias + erro padrao. *indica
uma diferenga significativa (p<0,05) em ao valor calérico do alimento convencional
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Figura 4. Quantidade de carboidrato (g) para 100g do produto. Os dados estdo expressos como médias * erro padrao. *indica
uma diferenca significativa (p<0,05) em comparagido ao teor de carboidratos do alimento convencional
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O consumo na quantidade correta, de acordo com a prescricdo nutricional é fundamental para
prevencao do surgimento de doengas, promo¢do e recuperagio da saude, combatendo as caréncias
nutricionais especificas e doencas cardiovasculares®.

Corroborando com o estudo de Ribeiro et al*, que avaliaram as caracteristicas fisico-quimicas e
sensoriais de doce de leite diet fabricado com sucralose, litisse® e lactitol®, ndo houve diferenca significativa
em rela¢do a composi¢do nutricional de doces de leite diet quando comparados aos convencionais (com
adicao de sacarose).

E importante lembrar que a restricio de carboidratos em um produto diet nem sempre reduz o
valor energético do alimento. Ha situagdes em que apresentam valores aumentados em relagiao ao alimento
convencional, como nas substituicdes de carboidratos por gorduras. Essa situacdo pode ser observada em
9% dos doces diet avaliados neste trabalho, que possufam quantidades de proteina e gordura total superiores
em relagdo aos produtos convencionais avaliados, o que resultou num aumento do valor energético.
Portanto, nem sempre um produto diet pode ser utilizado em dietas para redu¢ao de peso, sendo de grande
importéncia a consulta da informagado nutricional.

Com os resultados encontrados neste estudo conclui-se a necessidade de maior fiscalizagao da
rotulagem de alimentos pelos 6rgaos competentes a fim de garantir a qualidade das informagdes, cobrindo
a totalidade dos produtos dispostos aos consumidores. As auséncias de conformidades encontradas nos
rétulos analisados neste estudo podem estar relacionadas a interpretacdo erronea da sociedade durante
a escolha e a aquisi¢do dos alimentos, interferindo consequentemente, de modo negativo, no direito do
consumidor e na saide do mesmo.

Além da seriedade das informacdes declaradas sugere-se o desenvolvimento de metodologias
sensiveis para detec¢ao de quantidade infima de ingredientes ou substancias nocivas a satde da populagao.
No que se refere a composi¢ao nutricional houve reducéo significativa da quantidade de carboidratos e do
valor energético dos doces diet em relagdo aos produtos convencionais, e estas alteragoes nos produtos diet
acarretam um aumento no custo destes, em relacao aos produtos convencionais.

Outra informagdo importante se refere aos edulcorantes, sendo o sorbitol o edulcorante mais
frequente nos alimentos diet avaliados, no qual foi observada grande variedade destes aditivos, cabendo ao
consumidor conhecer e escolher o que melhor atende as suas necessidades e ofereca maior custo-beneficio.

Os autores declaram nao existir conflitos de interesse.
Nio declarado

Os autores agradecem ao Instituto Federal de Educagao, Ciéncia e Tecnologia do Sudeste de Minas Gerais.
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A agua utilizada em servigos de hemodialise passa por um sistema de tratamento a fim de garantir que os
pardmetros microbiologicos e fisico-quimicos estejam adequados e proporcionem seguranga ao paciente. Este
trabalho avaliou a qualidade da dgua antes e apds esta passar por sistema de tratamento em dois servigos (A e B)
de hemodidlise em Santarém. Foram coletadas amostras de d4gua em trés pontos: Ponto 1 (P1) ap6s saida do pogo,
Ponto 2 (P2) na saida do tratamento e Ponto 3 (P3) na maquina de hemodialise. Testes microbioldgicos e fisico-
quimicos foram realizados e os resultados mostraram que néo houve crescimento de coliformes totais e Escherichia
coli nas amostras. No servico A, houve contaminagdo por bactérias heterotroficas em 87% das amostras, destas,
27% ocorreram no P3. O pH mostrou-se menor que 6,0 no P1 nos dois servi¢cos, normalizando os seus valores no
P3. No servigo A, concentragdes superiores ao recomendado de aluminio e nitrato foram verificadas em 100% das
amostras coletadas no P1, os valores foram normalizados na saida do tratamento (P2). A pesquisa demonstrou
que, para os parametros estudados, a qualidade da agua, apds passar por sistema de tratamento, ¢ satisfatoria, com
excecdo das bactérias heterotroficas no servico A.

Palavras-chave. Dialise Renal, Unidades Hospitalares de Hemodialise, Amostras de Agua.

The water used in hemodialysis services goes through a treatment system in order to ensure that the microbiological
and physicochemical parameters are adequate and provide safety to the patient. This work evaluated the quality
of water before and after it went through a treatment system in two hemodialysis services (A and B) in Santarém.
Water samples were collected at three points: Point 1 (P1) after leaving the well, Point 2 (P2) leaving the treatment
and Point 3 (P3) on the hemodialysis machine. Microbiological and physical-chemical tests were performed and the
results showed no growth of total coliforms and Escherichia coli in the samples. In service A, there was contamination
by heterotrophic bacteria in 87% of the samples, 27% of which occurred in P3. The pH was less than 6.0 in P1
in both services, normalizing its values in P3. Service A, concentrations higher than the recommended amount of
aluminum and nitrate were verified in 100% of the samples collected in P1, the values were normalized at the end
of the treatment (P2). The research demonstrated that, for the studied parameters, the water quality, after going
through a treatment system, is satisfactory, with the exception of heterotrophic bacteria in service A.
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A necessidade de um controle rigoroso da dgua nos servi¢os de hemodialise tornou-se algo de extrema
importancia para garantir uma melhor qualidade de vida aos pacientes submetidos a esse tratamento. A
contaminac¢ao da dgua utilizada nos processos de hemodialise pode acarretar implicagdes para a saude humana
como dores 6Osseas, picos hipertensivos, episddios hipotensivos, nauseas, vOmitos entre outros'.

Os portadores de Doenga Renal Crénica (DRC) sdo os que mais frequentemente necessitam de
procedimentos dialiticos, como a hemodialise. A DRC ¢ considerada como um problema relevante de Satude
Publica e de alta prevaléncia mundial®. Os portadores de DRC, submetidos @ hemodialise, sdo particularmente
vulneraveis a presenca de contaminantes na agua, uma vez que sao expostos a cerca de 120 litros de dialisato
através da via hematogénica por fistulas ou cateteres a cada sessao’.

A agua utilizada para preparo do dialisato pelos servicos de hemodialise deve apresentar qualidade
adequada com base nos padrdes de potabilidade estabelecidos pela Diretoria da Resolugao Colegiada (RDC)
n°11 de 2014* do Ministério da Satude que dispde sobre os requisitos de boas praticas de funcionamento para
os servicos de didlise. Para ter padroes aceitaveis, a dgua necessita passar por um processo de tratamento eficaz
com o controle da matéria em suspensao e carga microbioldgica, o qual se da por meio da cloragao*.

De maneira geral, a 4gua utilizada deve passar por trés etapas basicas de tratamento: o pré-tratamento,
a purificagao primaria e a distribui¢do®. No pré-tratamento, utiliza-se uma filtracéo inicial da 4gua em relagéo
as particulas consideradas mais grosseiras, por meio de filtros com camadas de diferentes tamanhos. Ainda
nessa etapa, alguns servi¢os podem utilizar abrandadores para a remogao, principalmente, de ions que se
encontram em excesso na agua’. No processo de purificagdo primadria, emprega-se a técnica da osmose reversa
que devera remover mais de 95% dos contaminantes i0nicos, retirando-se quase todos os minerais da agua e
constituindo uma barreira importante contra bactérias, endotoxinas, metais e outros compostos quimicos®.
Na etapa de distribuigdo da agua tratada, todos os componentes que entram em contato com a agua e com o
dialisato devem ser constituidos de materiais inertes, como plastico, para evitar nova contaminagdo. O sistema
de distribuicdo tende a ser configurado como uma alga e sua desinfec¢ao precisa ser realizada regularmente
para evitar contaminagao microbiologica. Apds passar por todas essas etapas, a agua chega ao aparelho de
hemodialise, onde deverao ser adicionadas solugdes de tamponamento como sodio, potassio, calcio, magnésio,
cloreto, citrato, bicarbonato e glicose. Nessa fase, o pH da solugdo deve estar entre 7,1 e 7,3°.

Apesar de medidas de tratamento serem empregadas na agua de hemodialise, encontram-se, na
literatura, relatos de contaminacdo microbioldgica e quimica'?’. Entre os contaminantes microbiologicos,
recomenda-se que a dgua apresente auséncia de coliformes totais e que obedeca as concentra¢oes adequadas
de bactérias heterotrdficas®. A contaminagdo microbioldgica decorre, muitas vezes, da utilizacao de agua
contaminada em sua fonte de captagdo, de erros no preparo, da distribuicdo do dialisato ou de falhas na
manutengdo e desinfec¢do das maquinas de hemodialise®. Consideram-se como contaminantes quimicos
perigosos, entre outros, o aluminio, o cloro e o nitrato por estarem associados a anemia, hipotensao, nauseas e
vomitos®.

A pureza do fluido de dialise é altamente dependente da qualidade da agua utilizada no pré-tratamento.
Embora os processos de tratamento da dgua estejam bastante avangados nos servigcos de hemodiilise, sabe-
se que a utilizagdo de aguas com padrdes de potabilidade inadequados na entrada do tratamento pode
trazer maiores intercorréncias clinicas ao paciente, bem como danificar a membrana capilar das membranas
dialisadoras’.

No estado do Pard, especialmente na regido de Santarém, a agua captada e distribuida vem sendo
considerada como uma das piores do Pais em termos de acesso aos sistemas considerados satisfatérios de
distribuicao de agua'. A exploragdo imediatista e sem planejamento da agua subterranea em pogos artesianos
particulares e pouco profundos sao fatores agravantes. Santarém ¢ uma cidade na Amazonia que ja apresenta
alguns dos efeitos negativos da rapida urbanizagdo, como a existéncia de graves problemas de saneamento
que podem afetar a qualidade da agua. De acordo com o ranking de Saneamento publicado pelo Instituto
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Trata Brasil'’, em 2020, a partir de uma analise dos 100 maiores municipios brasileiros, Santarém ficou entre
os dez piores municipios com sistemas de saneamento e oferta hidrica considerados satisfatorios oferecidos a
populagao.

Considerando-se que os servicos de hemodidlise de Santarém dispéem apenas da coleta de agua a
partir de pogos subterraneos pouco profundos, este estudo objetivou avaliar as caracteristicas microbiologicas
e fisico-quimicas da agua antes e apds passar por sistema de tratamento nos dois unicos servigos de hemodialise
existentes em Santarém, Oeste do Para. Este trabalho configura-se como uma pesquisa inédita e os resultados
nela obtidos sdo positivos no sentido de subsidiar discussdes futuras nos municipios, especialmente na
formulagio de politicas publicas norteadoras de agoes de promogio a saude.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido em dois servicos de hemodialise na cidade de Santarém, Oeste do
Pard, Amazonia, Brasil. Ressalta-se que Santarém dispde apenas de dois servicos de hemodialise
para atender as necessidades da populacdo do Baixo Amazonas ou também denominada de Oeste
do Para. O primeiro servi¢o denominado neste estudo por “Servigo de hemodialise A” contava com
11 leitos e o segundo, “Servicos de hemodialise B”, apresentava 28 leitos em funcionamento durante
a realizacdo desta pesquisa. Ambos os servigos estdo anexos aos dois maiores hospitais publicos de
Santarém e apresentam turnos de funcionamento manha, tarde e noite. As amostras de agua foram
coletadas entre a troca do turno da manha e da tarde, durante o periodo de fevereiro a margo de 2020
(Figura 1).

Figura 1. Mapa de localiza¢do dos servicos de hemodialise A e B localizados na cidade de Santarém,
Oeste do Para
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Coleta de amostras

Para a coleta e analise das amostras, seguiram-se os procedimentos recomendados pelo
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (SMWW) da American Public
Health Association (APHA)". O laboratério onde as analises foram realizadas apresenta padrao de
certificacdo da qualidade dos métodos analiticos pelo INMETRO seguindo todos os requisitos da
ABNT NBR ISO-IEC 17025 de 2017"~

Os dois servicos de hemodialise apresentam estagdes proprias de tratamento da agua utilizada.
A agua é captada de forma subterranea a partir de pogos artesianos (em média, de 55 metros) do
sistema aquifero Alter do Chéao. A agua proveniente do aquifero Alter do Chao apresenta algumas
caracteristicas peculiares como pH<5 e foi classificada como sdédio cloretada mista em estudo
pioneiro conduzido por Tancredi'. Apds captagdo, a partir de um pogo comum a todo o hospital,
a agua passa por um sistema de cloragdo, o qual estava temporariamente desativado no hospital
do Servigo de hemodidlise A. A partir disso, a d4gua é distribuida para varios setores do hospital,
incluindo a hemodialise. No servi¢o de hemodidlise, a 4gua é encaminhada para uma sala especifica
para tratamento. Nessa sala, localizada internamente ao servico de hemodidlise, a dgua passa por
um filtro de areia, carvao ativado e abrandador. Posteriormente, destina-se a osmose reversa e pode
ser estocada em um reservatério com capacidade aproximada de 1.200 litros ou ser distribuida
diretamente para o saldo de hemodialise, local onde estdo as maquinas e onde se recebe os pacientes.
Posteriormente, passa pela sala de reuso para o reprocessamento dos capilares (Figura 2).

smose Reversa

Coleta da amostra — P2

Entrada da dgua no sistema de tratamento
do servigo de hemodiélise

Coleta da amostra - P1
O

N

Coleta da amostra —P3

Filtrode areia Carvdo ativado  Abrandador

Reservatorio de agua para
Hemodiélise tratada

Cloragdo agua

Pogo artesiano que distribui
4gua para diversos servigos

hospitalares Sala de Reuso

Reprocessamento
de capilares
Figura 2. Representa¢do esquematica do sistema de tratamento de d4gua para hemodialise utilizado
nos locais de estudo e respectivos pontos de coleta, Santarém, Oeste do Para

Em cada servi¢o de hemodialise, foram selecionados trés pontos de amostragem. No Ponto
1 (P1), as amostras de agua foram coletadas na sala do sistema de tratamento, imediatamente no seu
ponto de entrada apds a captagdo pelo pogo artesiano. No Ponto 2 (P2), as amostras foram coletadas
na saida dos tratamentos realizados pelo servigo de hemodialise, apos a passagem da agua pelos
filtros de areia e carvao ativado, abrandador e osmose reversa. No Ponto 3 (P3), as amostras foram
coletadas diretamente na maquina de hemodialise, apds passar pelas alcas de distribuicdao. Ambos
os servicos de hemodialise possuem a mesma estrutura de tratamento da agua.
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Ao final, foram obtidas 30 amostras, isto é, em cada servi¢co, foram coletadas 15 amostras
distribuidas em 5 semanas durante o periodo chuvoso da regiao Amazdnica, o qual, de acordo com
Meschede et al'*, é a época de maior suscetibilidade para a contaminagao dos mananciais subterraneos
em decorréncia da percolagdo da agua pluvial e carreamento de organismos microscopicos e de
substdncias quimicas para as bacias hidricas do aquifero. Apos a coleta, todas as amostras foram
acondicionadas em temperatura em faixa de 2°C a 8°C em caixa de isopor com gelo e transportadas
para o laboratério de analise.

Analises microbiologicas

Para as analises microbioldgicas, as amostras foram coletadas em recipientes estéreis com
Tiossulfato de Sddio, providos de tampa. Os procedimentos foram realizados em salas controladas,
com controle de temperatura e contamina¢ao ambiente'!

Para a deteccdo de bactérias heterotroficas, utilizou-se a técnica denominada “Pour Plate”
em réplica através de 1 mL da amostra adicionada em placas de petri com meio de cultura Plate
Count Agar (PCA)"'. As andlises de coliformes totais e Escherichia coli forarn realizadas com o teste
de presenca e auséncia, utilizando-se o substrato cromogénio Colilert”®, considerando presenca em
amostras que tiveram alteragdo na sua coloragdo para amarelo e auséncia em amostras com coloragao
incolor''. Subsequentemente, as amostras com presenca de coliformes totais, foram expostas a luz UV
de ondalonga 365 nm para avaliagao da presenga ou auséncia de E. coli''. Os procedimentos analiticos
para bactérias heterotréficas, coliformes totais e E.coli seguiram os protocolos preconizados pelo
SMWW-APHA".

Analises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas foram realizadas a partir da coleta de 500 mL de amostra de
agua em frascos de plastico polietileno limpos. As coletas de aluminio foram realizadas com frascos
previamente lavados com solugdo de 4cido nitrico (HNO,) a 1% em 4gua deionizada para evitar
possiveis contaminagdes. Nao foram adicionados conservantes aos frascos de coleta para os ensaios
de determina¢do de aluminio, uma vez que as amostras foram processadas logo apos a coleta

O potencial hidrogenionico (pH) foirealizado com o medidor de bancada AKSO® pH Pro,
calibrado previamente com solu¢des tampao de pH de 4,0 a 10,0 seguindo as recomendagdes
SMWW - APHA". Os ensaios de turbidez foram realizados utilizando-se o turbidimetro portatil
modelo HI 98703/Hanna’ pelo método nefelométrico!!. Para as anlises de cor, foi utilizado o
equipamento Poli Control pelo método espectrofotométrico tr1st1mulus As leituras para a
condutividade elétrica foram realizadas com o equipamento Hanna® HI 5522 e mensuradas por
meio do eletrodo Hanna® HI 5321-01'!,

Para a determina¢do quantitativa de aluminio, utilizou-se o fotometro Hanna® HI 83099/COD,
que contém ldmpada de tungsténio com filtro de interferéncia de faixa estreita a 525 nm e leitura
de concentragdes no intervalo entre 0,00 a 1,00 mg/L. Utilizou-se o sal de triamonio do acido
aurintricarboxilico - Aluminon, com a adi¢ao de acido ascorbico para redu¢do de interferentes com
metodologia adaptada ao modelo proposto por SMWW - APHA'" e aplicada por outros trabalhos
para analise de agua'®'s.

As mensura¢des de nitrato foram realizadas com o equipamento Hanna® HI 5522, com
eletrodo de ion seletivo HI 4113. O equipamento foi calibrado anteriormente aos ensaios na curva de
concentra¢do de 1 a 100 mg/L, com o uso de solugdes diluidas, preparadas a partir de uma solugdo
padrdo certificada e acreditada pelos critérios da ISO/IEC 17034,

Pontua-se que as analises de aluminio e nitrato ocorreram no P1 e no P2 das etapas do sistema
de tratamento da agua nos servigcos de hemodialise, uma vez que, no P3, sofreram interferéncias das
solugdes acida e basica de tamponamento adicionadas na agua. Dessa forma, para esse estudo,
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optou-se por avaliar a eficacia da remog¢ao desses contaminantes entre os pontos P1 (dgua bruta,
diretamente do po¢o) e P2 (apds passar pelo sistema de tratamento de hemodialise, porém sem a
adicdo das solugdes de tamponamento).

Aspectos éticos
O presente estudo obteve a aprova¢io do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade
do Estado do Para (UEPA) sob o parecer de nimero 3.835.017 em 12 de fevereiro de 2020.

Na Tabela 1, estdo descritos os resultados dos ensaios microbiolégicos. Os coliformes totais e E. coli
mostraram-se ausentes nas amostras analisadas em conformidade com os padroes estabelecidos pela RDC
n°11/2014*. O servico de hemodialise A apresentou contaminagdo por bactérias heterotrdficas em todas
as amostras avaliadas, com exce¢ao de uma analise no P3. Por outro lado, o servigo B de hemodialise nao
evidenciou crescimento de bactérias heterotroficas em suas amostras.

Tabela 1. Resultados microbioldgicos das amostras de dgua coletada nos servigos de hemodialise A e B segundo os pontos de
coleta 1, 2 e 3 das amostras de agua, Santarém, Oeste do Para

Servico de hemodialise A Servico de hemodialise B
Pontos de coleta Coliformes Bactérias Coliformes Bactérias
totais E.coli Heterotroficas totais E.coli Heterotroficas
UFC/mL UFC/mL
12 semana A A 58 A A A
2% semana A A 51 A A A
P1 32 semana A A 25 A A A
4* semana A A 30 A A A
52 semana A A 11 A A A
12 semana A A 100 A A A
22 semana A A 45 A A
P2 32 semana A A 21 A A A
42 semana A A 4 A A A
52 semana A A A A A
12 semana A A 4 A A A
22 semana A A 1 A A A
P3 32 semana A A 100 A A A
42 semana A A 26 A A A
52 semana A A A A A A
RDC A A Maximo de A A Maximo de
n°11/2014* 1o e

Legenda: A = Auséncia de crescimento; >('Resolugéo da Diretoria Colegiada (RDC) n°11 de 13 de margo de 2014
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Na Tabela 2, estdo apresentados os resultados analiticos para os parametros fisico-quimicos de pH,
turbidez, cor aparente e as medidas de condutividade. A pesquisa evidenciou que, no servi¢co de hemodialise
A, aaguaanalisada no P1 e P2 era acida, com valores que variaram entre 3,4 e 5,3. No servigo de hemodialise
B, os valores de pH no P1 e P2 ficaram entre 4,9 e 6,9. Observou-se que, no ponto P3 em ambos os servigos,
o valor do pH foi corrigido, permanecendo entre 7,3 e 7,7.

Tabela 2. Resultados fisico-quimicos das amostras de dgua coletada nos servigos de hemodialise A e B segundo os pontos de
coleta 1, 2 e 3 das amostras de agua, Santarém, Oeste do Para

Servico de hemodialise A Servico de hemodialise B
Pontos de pH Turbidez Cor Conduti- pH Turbidez  Cor Conduti-
coleta NTU ucC vidade NTU UucC vidade
uS/cm uS/cm
12 semana 3.4 0,23 Incolor 153,3 6,5 0,13 Incolor 69,4
22 semana 39 0,09 Incolor 148,8 5,5 0,23 Incolor 20,9
P1 32 semana 39 0,05 Incolor 154,0 4,9 0,12 Incolor 15,4
42 semana 3,8 0,13 Incolor 183,5 6,9 0,22 Incolor 101,6
5% semana 4,0 0,12 Incolor 155,6 6,9 0,12 Incolor 116,5
12 semana 4,4 0,08 Incolor 11,3 6,1 0,05 Incolor 9,0
22 semana 52 0,08 Incolor 13,7 5,4 0,06 Incolor 8,2
P2 32 semana 52 0,05 Incolor 9,7 5,6 0,08 Incolor 4,5
42 semana 53 0,07 Incolor 12,4 6,8 0,09 Incolor 8,7
52 semana 53 0,09 Incolor 12,1 5,9 0,06 Incolor 6,3
12 semana 7,7 0,16 Incolor 16,9 7,7 0,08 Incolor 13,3
22 semana 7,4 0,23 Incolor 22,9 7,4 0,08 Incolor 13,0
P3 32 semana 7,3 0,68 Incolor 28,1 7,5 0,09 Incolor 13,8
42 semana 7,5 0,06 Incolor 21,4 7,6 0,09 Incolor 14,3
52 semana 7,7 0,15 Incolor 16,4 7,5 0,09 Incolor 14,5
Média 5,4 0,15 === 64,0 6,5 0,11 --- 28,6
Valor Maximo 7,7 0,68 === 183,5 7,7 0,23 === 116,5
Valor Minimo 3,4 0,05 9,7 49 0,05 45
RDCn°11/2014* 6,0a9,5 ~ Incolor 0a10,0 6,029,5 = Incolor 0al0,0

**Resolugio da Diretoria Colegiada (RDC) n°11 de 13 de margo de 2014*

Os valores de turbidez e cor aparente sao indicativos de presenga de substancias dissolvidas na agua.
A RDC n°11/2014* nao recomenda limites aceitaveis para turbidez em dgua de hemodidlise, apenas que o
pardmetro cor devera ser “incolor”. Nos processos usuais de tratamento da agua, segundo Lima et al"’, valores
de turbidez menores que 5 poderao ser recomendados para agua de hemodialise. No presente estudo, todas
as medidas de turbidez mostraram-se menores que 5 NTU e a cor aparente manteve-se incolor (< 2,5 UC)
para os ensaios realizados.

Os resultados da condutividade elétrica mostraram valores elevados na agua proveniente do pogo,
que entra no sistema de hemodialise, de maneira mais acentuada no servigo A. As amostras coletadas no P1
apresentaram valores entre 148,8 e 183,5uS/cmeentre 15,6 e 116,5 uS/cm nos servigos A e B, respectivamente.
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Os resultados apontaram queda consideravel da condutividade no P2 e P3, entretanto, mantiveram-se acima
de 10 uS/cm no P3, valor maximo estabelecido pela RDC n°11/2014*, variando de 16,9 a 28,1 uS/cm no
servico A e de 13,3 a 14,5 uS/cm no servico B (Tabela 2).

As concentragdes de aluminio mostraram valores acima do recomendado pela RDC n°11/2014* no
P1 no servi¢o de hemodidlise A em todas as amostras avaliadas. Os valores nesse ponto ficaram entre 0,64 e
0,33 mg/L, entretanto, foram normalizados no P2 mantendo-se abaixo de 0,01 mg/L nas amostras analisadas.
No servigo B, as concentragdes de aluminio em todas as amostras analisadas apresentaram valores aceitaveis
segundo a RDC n°11/2014* e permaneceram inferiores a 0,01 mg/L.

A Figura 3 apresenta as concentragdes obtidas de nitrato nos servigos avaliados e o valor maximo
recomendado (até 2,0 mg/L). Segundo a RDC n°11/2014*, as andlises realizadas no servio A mostraram
que todas as amostras no P1 evidenciaram niveis excessivos de nitrato (acima de 2,0 mg/L), entretanto,
normalizaram-se nas amostras coletadas no P2 e P3. As concentrag¢des de nitrato mostraram-se adequadas
nas amostras analisadas para o servico B.

14
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Figura 3. Concentragdes obtidas de nitrato (mg/L) nas amostras provenientes do P1e P2 nos servigos de
hemodialise A e B, Santarém, Oeste do Para

As evidéncias disponiveis na literatura permitem correlacionar os contaminantes da agua de
hemodialise com efeitos adversos do procedimento aos pacientes™'®. Considerando a importancia no ambito
da saude publica, o0 monitoramento regular da qualidade da agua e a eficacia dos sistemas de tratamento
permitem a tomada de medidas preventivas que podem reduzir danos aos pacientes.

A problematica da qualidade da dgua subterranea vem se fazendo presente na cidade de Santarém,
mostrada em estudos pioneiros como o de Tancredi" e mais recentemente por Meschede et al'* e Bentes et
al’®. Santarém é uma cidade de médio porte na Amazdnia que enfrenta problemas sanitarios importantes, o
que vem comprometendo a qualidade microbioldgica e quimica da dgua ofertada para a populagao.

A agua subterranea coletada de pogos pouco profundos em Santarém ¢é suscetivel a contaminagao
microbiologica'*'>". Nesta pesquisa, ndo foi identificada contaminagdo microbioldgica para coliformes
totais E. coli na agua de hemodialise compativeis com outros estudos semelhantes realizados em centros de
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hemodialise'”. Por outro lado, no interior do estado de Sao Paulo, Montanari et al* detectaram E. coli em 36
amostras de dialisato analisadas em uma unidade de hemodialise. No estado de Mato Grosso, foi detectada
a presenca de E. coli em 8% das amostras analisadas em uma clinica no ano de 2013*'.

Os resultados deste estudo mostraram valores dentro do aceitavel para contagem de bactérias
heterotrdficas, entretanto, é recomendavel a adogdo de medidas para identificagao e interven¢do de forma
preventiva, uma vez que foram encontrados valores acima do nivel de a¢do (50 UFC/mL)*. Os filtros de
carvao tendem a remover o cloro adicionado no tratamento da agua para hemodialise, pois a sua presenca
esta associada a anemia hemolitica em pacientes®. Dessa forma, bactérias heterotréficas podem ocorrer
em sistemas de hemodialise, geralmente em locais onde a agua permanece estagnada e nos dispositivos de
tratamento como abrandadores e filtros®. Outros autores encontraram bactérias heterotréficas em agua de
servicos de hemodialise, resultados que corroboram com os obtidos no servigo B em Santarém. No Distrito
Federal, entre 2009 e 2010, relatérios de andlises evidenciaram a contaminac¢ao de um ter¢o das amostras
de agua de hemodiilise por bactérias heterotroficas*. Em Curitiba (PR), mais de 95% dos testes realizados
para bactérias heterotréficas tiveram resultados positivos®. Em pesquisa realizada no Rio de Janeiro, 32%
de 75 amostras no ano de 2006 e 30 de 57 amostras no ano de 2007 estavam insatisfatorias devido aos niveis
de bactérias heterotroficas superiores ao permitido®.

As andlises fisico-quimicas mostraram pH acido no P1 nos dois servigos avaliados. O pH baixo é
uma caracteristica da agua subterranea captada do Aquifero Alter do Chao apontado por outros estudos
realizados em Santarém'*">. Os baixos valores de pH podem contribuir para a corrosividade da tubulagao
na entrada do sistema de tratamento de hemodialise. O pH normalizou-se apds a passagem da agua pelos
sistemas de tratamento, mostrando que os mecanismos de tratamento dos servigos avaliados sdo eficazes na
sua corre¢ao e para a seguranca do paciente.

No P1, a condutividade elevada indica que a 4gua bruta subterranea utilizada em ambos os servicos de
hemodialise apresenta uma quantidade consideravel de ions dissolvidos e pode aumentar & medida que mais
substancias sdo adicionadas na agua, nesse caso, niveis superiores a 100 uS/cm indicam ambientes impactados®.
Lima et al'” apontam uma relagdo significativa no aumento da condutividade e na presenca de endotoxinas na
agua utilizada em servigos de hemodialise. No P2, a condutividade elevada no servigo A indica que inadequagoes
com o equipamento de osmose reserva possam estar ocorrendo. No P3, em ambos os servicos, a condutividade
elevada associa-se possivelmente com a adi¢ao de solugdes de tamponamento ao dialisato.

Os valores de aluminio acima do recomendado obtidos nas amostras avaliadas no ponto P1 no
servico de hemodidlise A apontam contaminagdo da agua bruta proveniente do pogo subterrdneo. Os
achados sao congruentes com outros estudos anteriores realizados em Santarém. Meschede et al'* apontaram
valores de aluminio superiores a 0,2 mg/L em aguas subterraneas coletadas em escolas e Bentes et al”” em
domicilios em Santarém. Mendes et al'® atribuiram a ocorréncia de aluminio de forma natural, a partir de
uma interacao rocha-agua. Ressalta-se que os estudos com concentragdes elevadas de aluminio em agua
na regido de Santarém sdo recentes'*'>'"” e o municipio ainda ndo adotou medidas corretivas para que a
populagdo nao esteja exposta. Na hemodidlise, a atual pesquisa mostrou eficacia dos filtros do pré-tratamento
e das membranas da osmose reversa na diminuicao da concentracio de aluminio, no entanto, eventuais
irregularidades no processo de purificagdo da dgua podem ocorrer e resultar em complicagdes graves para
a saude dos pacientes. Salienta-se a importancia do pré-tratamento do aluminio com o intuito, também, de
proteger as membranas capilares utilizadas nas unidades de hemodialise. O aluminio em pacientes renais
cronicos esta associado ao depdsito em musculos, ossos e cérebro e pode ocasionar distirbios metabdlicos e
doenga déssea?. Em Belém, capital do estado do Para, os autores Pinheiro et al* encontraram concentragdes
de aluminio superiores ao recomendado em duas amostras coletadas da entrada do sistema de tratamento
para hemodialise, onde a fonte de contaminagdo mais provavel seria a adi¢do de sais de aluminio durante o
procedimento de floculagdo da Estacio de Tratamento de Agua do municipio.

No ponto P1, no servico de hemodidlise A, observaram-se valores excedentes de nitrato. O nitrato
¢ um dos principais poluentes das dguas subterraneas nao tratadas e pode ser resultante de deficiéncias
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sanitarias e do uso de fertilizantes no solo proximos a pogos de captagao®. Em Santarém, foi relatada a
ocorréncia de nitrato em niveis elevados na agua de consumo humano proveniente de pogos de escolas e
domicilios'*'*. A atual pesquisa mostrou que o sistema de tratamento de dgua nos servicos de hemodialise
avaliados foi eficaz na remocgao do nitrato na agua, embora o servigo A tenha apresentado valores proximos
ao limite maximo permitido de 2,0 mg/L pela RDC n°11/2014*, requerendo aten¢ao. Em Lagos, na Nigéria,
e em Isfahanno, no Ira, foram reportadas concentragdes acima dos padroes internacionais estabelecidos de
nitrato para o abastecimento de agua apds o tratamento em servigos de hemodialise’*2. No Brasil, Tristao?'
reportou que 15% das amostras de agua coletadas apos o tratamento em servigos de hemodialise do estado
do Mato Grosso do Sul permaneceram inconformes devido a ineficiéncia da osmose reversa na remogao de
ions de nitrato.

Ao longo dos ultimos dez anos, os servicos de hemodidlise tém passado a aplicar melhores
metodologias de tratamento da agua, objetivando a redugdo da sua contaminagdo por meio da osmose
reversa, abrandadores e filtros de carvao e areia. Porém, estudos ainda apontam que falhas no sistema de
tratamento da dgua para hemodialise podem ocorrer, sendo possivel encontrar microrganismos em amostras
pré e pos hemodialise, além da deteccido de contaminantes ndo microbianos, como o aluminio e o nitrato, o
que pode trazer implicagdes importantes aos pacientes em tratamento dialitico.

Na atual pesquisa, em conjunto, os resultados apontaram que os sistemas de tratamento da agua dos
servicos de hemodidlise A e B foram eficazes na remocao de contaminantes microbiolégicos e adequagao
dos parametros fisico-quimicos na saida do tratamento, mesmo em uma cidade como Santarém que vem
passando por problemas relacionados a qualidade da agua. Duas excegdes foram observadas nas amostras
avaliadas apds o tratamento: (i) o servico de hemodialise A nao foi capaz de eliminar o crescimento de
bactérias heterotroficas e (ii) as medidas de condutividade, em ambos os servicos, mantiveram-se acima
do recomendado pela legislacaio RDC n°11/2014 em até 2,8 vezes mais. As concentragdes de aluminio,
embora dentro do limite maximo recomendado no P3, mostraram-se elevadas na entrada do tratamento
P1, dessa forma, sugere-se que medidas corretivas por parte dos gestores locais sejam implementadas e que
o acompanhamento da populagdo a essa exposicao possa ser realizado em estudos futuros. Recomendam-
se a cloragao da agua, o rigoroso controle da formagdo de biofilmes e 0 monitoramento peridédico dos ions
dissolvidos, como o nitrato e os sulfatos, a fim de favorecer a qualidade de vida dos pacientes submetidos a
regimes continuos e frequentes de hemodidlise em Santarém.

Entende-se que os resultados deste trabalho sao inéditos e iniciais, sugerindo-se que novos estudos
de avaliagdo de risco e de abordagem epidemioldgica sejam realizados na regido de Santarém, de forma a
possibilitar amplia¢do desse debate sobre exposicao hidrica e a conducio de futuras intervengdes no ambito
da promoc¢ao da satude.
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Staphylococcus spp. vem ganhando destaque em infec¢des na corrente sanguinea (ICS), apresentando alta prevaléncia,
multirresisténcia e consideravel poder de letalidade. O presente estudo teve como objetivo analisar a prevaléncia e
tracar o perfil de sensibilidade das espécies de Staphylococcus spp. isoladas de amostras de hemoculturas positivas
obtidas de um hospital de atengdo tercidria da rede publica do Ceard, no periodo de janeiro de 2015 a dezembro
de 2018. Dos 3292 exames de hemocultura realizados, apenas 15,88% tiveram resultado positivo, dos quais 24,85%
eram cocos Gram positivos. S. aureus representou 1,53% das hemoculturas positivas com 50% das cepas resistentes a
oxacilina. Os isolados de Staphylococcus sp. coagulase negativo obtiveram prevaléncia de 10,89%, representados por:
S. epidermidis (n=23), S. haemolyticus (n=17), S. hominis (n=13), S. saprophyticus (n=2) e S. warneri (n=2). Verificou-
se multirresisténcia em diversos isolados analisados, apresentando variagdes intra e interespécies. Portanto, nossos
achados melhoram o entendimento da epidemiologia das ICS causadas por Staphylococcus spp., na instituigdo de
estudo, bem como seu perfil de sensibilidade. A identificagao precoce do agente infeccioso auxilia na escolha adequada
do tratamento, aumentando as chances de cura e reduzindo o tempo de interna¢io do paciente.
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Staphylococcus spp. has been highlighted among bloodstream infections (BI), presenting high prevalence, multidrug
resistance and considerable lethality. The present study aimed to analyze the prevalence and the susceptibility
profile of Staphylococcus spp. isolated from positive blood cultures from a tertiary care public hospital of Ceara,
from January 2015 to December 2018. Of the 3292 blood cultures performed during this period, only 15.88%
were positive, of which 24.85% were Gram positive cocci. S. aureus represented 1.53% of positive blood cultures,
of which 50% were oxacilin resistant. Isolates of coagulase-negative Staphylococcus spp. showed a prevalence of
10.89%, represented by: S. epidermidis (n = 23), S. haemolyticus (n = 17), S. hominis (n = 13), S. saprophyticus (n
=2) and S. warneri (n = 2). Multiresistance occurrence was verified in several of the analyzed isolates, presenting
intra and inters species variations. Therefore, our findings improve the understanding of the epidemiology of BI
caused by Staphylococcus spp. in the studied institution, as well as its susceptibility profile. Early identification of the
infectious agent might aid in the appropriate choice of treatment, increasing the chance of cure and reducing the
patient length stay in hospital.
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As doengas infecciosas sao um problema de satde publica, sendo responsaveis por cerca de 18 milhoes
de dbitos por ano'?. Tais infec¢des podem ser originadas na comunidade, quando surgem antes do contato com
estabelecimentos de satide, ou em ambientes de assisténcia a satde, sendo estas classificadas como Infec¢oes
Relacionadas a Assisténcia de Saude (IRAS), apresentando altas taxas de morbidade e mortalidade, bem como
elevacdo dos custos nos tratamentos dos pacientes’.

Nos casos em que bactérias estdo presentes na corrente sanguinea, tem-se um quadro de bacteremia,
que pode ser transitoria — autolimitada e ndo causar grandes sequelas — ou infecciosa — gerando consequéncias
metastaticas ou sistémicas®. A bacteremia infecciosa, também chamada de infec¢do da corrente sanguinea
(ICS), pode evoluir para sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SRIS), choque séptico (CS), sepse,
sindrome da disfun¢ao de multiplos érgaos (SDMO) e 6bito, caso ndo seja diagnosticada em tempo habil e
tratada adequadamente*”.

O correto diagndstico ¢ feito por meio de diversos exames, dentre eles a hemocultura, que, quando
positiva, representa um importante valor preditivo de infecgao, com prognostico preocupante, porém frequente
em hospitais de grande porte, os quais possuem pacientes imunologicamente vulneraveis e internados em
condi¢oes clinicas criticas, geralmente por um longo periodo®’.

Nesse contexto, bactérias do género Staphylococcus estao entre os principais patdgenos causadores de
infecgdes na corrente sanguinea, podendo-se dividir em dois grandes grupos: Staphylococcus aureus (S. aureus)
e Staphylococcus coagulase negativa (SCoN)®. Estudos epidemioldgicos mostram que S. aureus é a espécie
de bactérias Gram positivas que mais frequentemente causa infecgdes na corrente sanguinea, apresentando
uma taxa de letalidade em torno de 20%, o que pode variar de acordo com a idade e condigdo clinica dos
pacientes®!’. No Ceard, S. aureus tem grande relevancia em IRAS, correspondendo de 3,93% a 11,9% dos
isolados de pacientes com IRAS em Unidades de Terapia Intensiva''%

Por outro lado, espécies de SCoN vém ganhando importancia em IRAS, principalmente nas ICS,
em virtude de sua crescente prevaléncia em hemoculturas, podendo apresentar cepas resistentes a diversos
antibidticos, como penicilina, oxacilina/meticilina, eritromicina, ciprofloxacina, clindamicina e gentamicina'>".

Frente ao exposto, o presente trabalho teve como objetivo determinar a prevaléncia e o perfil de
sensibilidade das espécies de Staphylococcus isoladas de hemoculturas, visto que o conhecimento dessas
informagdes é essencial para o avan¢o na adequagao de politicas e préticas de prevenc¢ao e no desenvolvimento
de estratégias epidemioldgicas para combater a fonte da infec¢ao. Além disso, a investigagao e a abordagem
aplicada neste trabalho visam contribuir para a escolha do tratamento a ser utilizado e para o desenvolvimento
da pesquisa, uma vez que o local de estudo se trata de um hospital-escola.

No presente trabalho, realizou-se um estudo transversal retrospectivo com abordagem
quantitativa de prevaléncia de Staphylococcus spp. em hemoculturas de pacientes internados no setor
de clinica 1 e de transplante de medula dssea em um hospital de atencéao terciaria situado em Fortaleza,
CE, no periodo de janeiro de 2015 a dezembro de 2018.

Apos solicitacao médica, as amostras de sangue foram coletadas e encaminhadas para o setor
de Microbiologia do Laboratério Central do Hospital Universitdrio Walter Cantidio. A identificagao
e o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos dos isolados clinicos foram realizados de acordo com
as diretrizes do Clinical Laboratory Standard Institute - CLSI (2018)™. Utilizou-se o sistema semi-
automatizado VITEK 2 (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, France), com o cartao VITEK 2 GP (BioMérieux,
Franga) para teste de identificagdo do microrganismo, o qual é feito por meio de testes bioguimicos.
Para determinacao do perfil de sensibilidade do microrganismo, utilizou-se o cartdao VITEK 2 AST
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(BioMérieux, Franga), por meio do principio da técnica de microdilui¢do em caldo, com um
pogo de controle positivo (sem antibiotico) e multiplos po¢os com o microrganismo submetido a
concentragdes seriadas de antibioticos, conforme as orientagdes do fabricante.

Para a realiza¢do da presente pesquisa, os resultados obtidos do VITEK®2 foram coletados
do sistema OBSERVA. Foram incluidos no estudo somente os exames de hemocultura positivos
para Staphylococcus spp. realizados no periodo de janeiro de 2015 a dezembro de 2018. Os testes
de hemocultura negativos para Staphylococcus spp. ou que ndo possuiam o perfil de sensibilidade
descrito foram excluidos.

As variaveis selecionadas constituiram-se de: espécie da cepa encontrada e o perfil de
sensibilidade aos antibioticos mais utilizados na clinica. A analise dos dados foi feita de forma
descritiva. Os dados foram tabulados em planilhas do software Microsoft Office Excel 2010, e as
tabelas foram elaboradas no Microsoft Office Word 2010.

O referente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do
Hospital Universitario Walter Cantidio - CEP/HUWC - onde obteve parecer favoravel de nimero
2.331.030.

No periodo de janeiro de 2015 a dezembro de 2018, foram realizados 3292 exames de
hemocultura em pacientes internados no setor de clinica 1 e de transplante de medula dssea
do Hospital Universitario Walter Cantidio. As amostras foram coletadas consecutivamente,
conforme solicitacdo médica. Dentre as hemoculturas realizadas, 523 (15,88%), tiveram resultado
positivo, dos quais 130 (24,85%) eram cocos Gram positivos.

Na analise da taxa de testes positivos para S. aureus, foi observada a prevaléncia de oito
cepas, representando 1,53% das hemoculturas positivas, em que 50% destas eram S. aureus
resistente a meticilina (MRSA), confirmado através do teste de sensibilidade a oxacilina, pela
técnica de microdilui¢ao em caldo, conforme normas do CLSI (2018)'.

Com relagao aos isolados de SCoN, verificou-se a prevaléncia de 10,89% em hemoculturas
positivas, em que as principais espécies encontradas desse grupo foram: Staphylococcus
epidermidis (n=23), Staphylococcus haemolyticus (n=17), Staphylococcus hominis (n=13),
Staphylococcus saprophyticus (n=2), Staphylococcus warneri (n=2). A frequéncia relativa de
isolamentos das espécies de Staphylococcus spp. foi de: 35,38% para S. epidermidis; 26,16% para
S. haemolyticus, 20% de S. hominis, 12,30% para S. aureus, 3,08% para S. saprophyticus e 3,08%
S. warneri.

Ao se tracar o perfil de sensibilidade aos antibidticos: Benzilpenicilina (BEN),
Ciprofloxaxina (CIP), Clindamicina (CLI), Eritromicina (ERI), Gentamicina (GEN), Linezolida
(LNZ), Moxifloxacino (MXF), Norfloxacino (NOR), Oxacilina (OXA), Rifampicina (RIF),
Teicoplanina (TEC), Tigeciclina (TIG), Vancomicina (VAN) e Acido Fusidico (AF), foram
observadas diferen¢as no perfil de sensibilidade intra e interespécies de Staphylococcus spp.
representadas na Tabela.
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Tabela. Distribuicdo dos Staphylococcus spp. isolados de hemoculturas de pacientes internados no setor de setor de hematologia
e de transplante de medula 6ssea do Hospital Universitario Walter Cantidio, de janeiro de 2015 a dezembro de 2018 e percentual
de Staphylococcus spp. isolados de hemoculturas sensiveis aos antimicrobianos testados

S. aureus S. epidermidis S. warneri S. saprophyticus S. haemolyticus S. hominis
(12,3%)* (35,38%)* (3,08%)* (3,08%)* (26,16%)* (20,00%)*
BEN 0% 4,35% 0% 0% 0% 7,69%
CIP 62,50% 17,39% 100% 50% 17,64% 30,77%
CLI 37,50% 39,13% 100% 100% 47,05% 30,77%
ERI 37,50% 34,78% 50% 50% 23,53% 23,07%
GEN 100% 82,60% 100% 100% 47,05% 100%
LNZ 87,50% 100% 100% 100% 100% 100%
MXF 50% 26% 100% 100% 11,76% 46,15%
NOR 37,50% 21,73% 100% 100% 11,76% 38,46%
OXA 50% 8,69% 50% 50% 11,76% 23,07%
RIF 50% 86,95% 100% 100% 100% 100%
TEC 100% 82,60% 100% 100% 100% 100%
TIG 100% 100% 100% 100% 100% 100%
VAN 87,50% 100% 100% 100% 100% 92,30%
AF 87,50% 100% 50% 100% 88,23% 92,30%

*Representa a frequéncia total de isolamento de Staphylococcus spp. Benzilpenicilina (BEN), Ciprofloxaxina (CIP), Clindamicina (CLI),
Eritromicina (ERI), Gentamicina (GEN), Linezolida (LNZ), Moxifloxacino (MXF), Norfloxacino (NOR), Oxacilina (OXA), Rifampicina (RIF),
Teicoplanina (TEC), Tigeciclina (TIG), Vancomicina (VAN) e Acido Fusidico (AF)

Ao se tragar o perfil de sensibilidade das espécies testadas, S. aureus apresentou resisténcia a
alguns antibioticos, sendo observados 100% de resisténcia a Benzilpenicilina e 62,5% a Clindamicina e
Eritromicina. S. epidermidis também apresentou resisténcia a Benzilpenicilina (95,65%), apresentando
ainda resisténcia a outros antibidticos como Oxacilina (91,30%) e Ciprofloxaxina (73,91%).

Com relagdo ao perfil de sensibilidade de S.warneri, essa espécie apresentou resisténcia a
Benzilpenicilina (100%), Eritromicina (50%), Oxacilina (50%) e Acido Fusidico (4,34%).

No caso de S. saprophyticus, observou-se também resisténcia a Benzilpenicilina (100%) e uma
resisténcia de 50% para Ciprofloxaxina, Eritromicina e Oxacilina. Por sua vez, a espécie S. haemolyticus
apresentou 100% de resisténcia para Benzilpenicilina e de 88,23% a Oxacilina.

Por dltimo foi estudada a espécie S. hominis, a qual apresentou alta resisténcia para Benzilpenicilina
(92,3%), Eritromicina (76%) e Oxacilina (92%).

Pacientes internados por longos periodos em hospitais tém uma maior probabilidade de desenvolver
infec¢des’. Condigdes como transplante, tratamento quimioterapico, hemodialise e uso de dispositivos
intra corporeos influenciam diretamente na ocorréncia, progressao e disseminac¢do de infecgdes na corrente
sanguinea, as quais podem levar o paciente ao dbito®'®.
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Tais fatos corroboram com a rotina clinica do local onde se fez a presente pesquisa, em que, num
periodo de 47 meses, foram solicitadas 3292 hemoculturas de pacientes que manifestavam quadros de
imunossupressdo e estavam internados por periodos acima de 72 h, apresentando suspeita de infec¢des na
corrente sanguinea.

Como verificado anteriormente, apenas 15,88% das hemoculturas realizadas nos pacientes internados
no setor de clinica 1 e de transplante de medula dssea tiveram resultado positivo. Resultado semelhante foi
observado no trabalho de Ruschel et al”7, em que foram analisadas 2832 hemoculturas e destas apenas 248
(8,8%) foram positivas para algum patdgeno.

Em outro trabalho, Fernandes et al® também verificaram uma baixa taxa de positividade em
hemocultura (4,76%). Isso pode ser explicado pela variabilidade na sensibilidade de testes de hemocultura,
de acordo com a metodologia utilizada, bem como o uso prévio e empirico de antimicrobianos pelos
pacientes como medida para reduzir a carga bacteriana antes que a infecgdo progrida.

Na analise da frequéncia de Staphylococcus sp. em hemoculturas, verificou-se a prevaléncia de 12,42%
de bactérias deste género, em que 10,89% dos testes foram positivos para SCoNe, dentro deste grupo, S.
epidermidis foi a espécie mais frequente (40,35%), seguida de S. haemolyticus (29,82%), S.hominis (22,81%),
S. saprophyticus (3,51%), e S. warneri (3,51%), todas apresentando relevancia clinica.

Esses achados corroboram com o estudo feito por Dallacorte et al'® que analisaram 613 hemoculturas
positivas obtidas de seis hospitais diferentes e observaram que, entre as bactérias SCoN, a espécie
S. epidermidis foi a predominante em ICS’s com prevaléncia de 16,26%, seguida de S. haemolythicus (5,55
%), S. hominis (4,72 %), S. capitis (1,30 %) e S. saprophyticus (0,16 %).

S. epidermidis é uma espécie saprofitica e oportunista, a qual se encontra naturalmente na microbiota
da pele, podendo penetrar na corrente sanguinea por meio de dispositivos médicos intracorpéreos ou
procedimentos cirurgicos'. Diversos trabalhos tém relatado S. epidermidis como a espécie de bactérias
Gram positivas mais frequentemente isolada em hemoculturas, podendo também estar associada a
multirresisténcia'>'>!7192,

Por outro lado, nossos achados revelaram baixa prevaléncia de S. aureus (1,53%), se opondo ao
estudo de Oliveira et al” que relatou a prevaléncia de 21,62% dessa espécie em hemoculturas. Dentro
do género Staphylococcus, S. aureus representou 12,30% dos isolados, porém com ocorréncia de 50% de
cepas resistentes a meticilina/oxacilina, fato representativo, devido a dificuldade do tratamento associado a
condicdo debilitada dos pacientes.

Com relacao ao perfil de sensibilidade das espécies identificadas, verificou-se que todas as cepas de
S. aureus apresentaram resisténcia a Benzilpenicilina (100%) e grande parte dos isolados foram resistentes
a Clindamicina (62,5%) e Eritromicina (62,5%), além de 50% serem resistentes a Oxacilina, como citado
anteriormente. Em contrapartida, todas as cepas dessa espécie foram sensiveis a Vancomicina (87,5%), o que
¢ um bom progndstico, visto que este é o antibiotico de escolha utilizado no tratamento de MRSA, de acordo
com Luna et al*’.

Infecgbespor Staphylococcus coagulase negativovém ganhandodestaqueem IRAS**. Continuamente,
esse grupo de bactérias vem desenvolvendo estratégias para o seu estabelecimento e disseminagdo em
ambiente hospitalar, isso inclui a colonizagio de dispositivos médicos invasivos, mecanismos genéticos de
resisténcia a antibidticos, bem como a formac¢ao de biofilmes'>'**,

No presente estudo, a maioria das cepas de S. epidermidis foram resistentes a Benzilpenicilina (95,65%),
seguido de Oxacilina (91,30%), Ciprofloxaxina (73,91%), Eritromicina (65,21%), Clindamicina (60,87%),
Norfloxacino (52,17%), o que deixa evidente a presenga de multirresisténcia, corroborando com os achados
de Dallacorte et al'®, Ruschel et al'” e Pedroso et al”’. Também foi observada resisténcia de S. warneri e S.
saprophyticus aos antibioticos Benzilpenicilina (100%), Eritromicina (50%), Oxacilina (50%). Apesar de s
terem sido isoladas duas cepas de cada uma dessas espécies, essas resisténcias sao clinicamente significativas,
visto que tais espécies ndo sdo comumente isoladas em ICS e, quando presentes, originam infec¢des graves.

Verificou-se, também elevada resisténcia de S. haemolyticuse S. hominis, respectivamente, aos
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antibioticos: Benzilpenicilina (100% / 92,30%), Oxacilina (88,23% / 76,92%), Ciprofloxaxina (76,47% /
69,23%), Eritromicina (76,47% / 76,92%), Norfloxacino (70,58% / 53,84%), Moxifloxacino (52,94% / 53,84%) e
Clindamicina (52,94% / 69,23%), o que restringe o espectro de antimicrobianos disponiveis para o tratamento.

A multirresisténcia se deve a diversos fatores, dentre eles a exposicdo do paciente a multiplos
antibidticos durante o tratamento empirico, ou a coloniza¢ao por cepas resistentes'>". Entretanto, foi
observado que grande parte dos isolados de Staphylococcus spp. analisados no presente estudo apresentaram
sensibilidade & Vancomicina, Teicoplanina, Tigeciclina, Rifampicina e Acido Fusidico. Segundo Luna et al*!
tais antibioticos podem ser usados sozinhos ou em associagdo, dependendo do farmaco e da gravidade
da infec¢ao, como recursos alternativos para tratamento de bacteremia e sepse causadas por espécies
multirresistentes desse género bacteriano.

Por outro lado, apesar dessas possibilidades terapéuticas ainda existentes, é importante salientar
a constante busca adaptativa das diversas bactérias de ambiente hospitalar a fim de driblar a agdo dos
antibidticos, gerando variados e complexos mecanismos de resisténcia, o que é um problema de saude
publica global e deve ser combatido diariamente por meio da implantagio de medidas de controle de
infecgoes.

Os dados obtidos no presente estudo contribuem para o melhor entendimento da dindmica
epidemioldgica das IRAS, focando nas ICS causadas por Staphylococcus spp., na institui¢ao onde foi realizada
a referida pesquisa.

Os isolados multirresistentes e potencialmente fatais em individuos hospitalizados por longos periodos
devem ser rastreados precocemente, em casos suspeitos de bacteremia e sepse, prosseguindo a realizagao de
antibiograma para que se implante uma antibioticoterapia racional e adequada para cada paciente.

Portanto, a identificagdo precoce do agente infeccioso auxilia na escolha adequada do tratamento,
promovendo uma elevagdo na taxa de cura, com consequente redugio do tempo de internagio.

Osachados corroboram, em suamaioria, comos trabalhosja realizados em outros estudos, apresentando,
porém, diversidade no perfil de sensibilidade, o que é compreensivel tendo em vista que a resposta difere de
acordo com a mudanga dos estimulos a que os microrganismos sao submetidos no ambiente.

O conhecimento do perfil epidemiologico dos microrganismos mais presentes no ambiente
hospitalar permite a elaboracao de agdes preventivas e de contencao dessas infec¢oes. Como consequéncia,
tem-se a redu¢ao da disseminagdo desses patdgenos, minimizando os riscos aos pacientes bem como aos
profissionais de saude.

Os autores declaram nao existir conflitos de interesse.

Nio declarado.

Os autores sdo gratos ao Hospital Universitario Walter Cantidio, por todos os dados fornecidos para a
presente pesquisa.

1. Abegg PTGM, Silva LL. Controle de infecgdo hospitalar em unidade de terapia intensiva: estudo retrospectivo.
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A inibi¢do da enzima colinesterase plasmatica (BChE) pode ser utilizada como biomarcador para os efeitos da
intoxica¢do por organofosforados e carbamatos. Nas aves, esta inibi¢ao ocorre de forma mais acentuada que nos
mamiferos, porém poucos sdo os trabalhos publicados nestas espécies. O objetivo do estudo foi a dosagem da
BChE em gansos-egipcios (Alopochen aegyptiacus) e nos anseriformes domésticos: gansos-domésticos (Anser
anser domesticus) e marrecos (Anas platyrhynchos domesticus), para o estabelecimento de valores de referéncia
normais. O trabalho possui ineditismo com relac¢ao a determinagéo desta enzima nos gansos-egipcios e domésticos.
Os gansos e marrecos sao mantidos em confinamento com fornecimento de alimentos e dgua ad libitum e em
espaco adequado a sua manutengio no Instituto Adolfo Lutz (IAL), com a finalidade de fornecimento de sangue
para a alimentagdo de triatomideos do insetdrio de criagdo no Nucleo de Parasitoses Sistémicas. Nos Alopochen
aegyptiacus a média e o desvio padrdo da BChE foram de 1.868 + 263,6 U/L, nos Anser anser domesticus 2.311 +
673,2 U/L e nos Anas platyrhynchos domesticus 4.290 + 86,11 U/L.
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The inhibition of the plasma cholinesterase enzyme (BChE) can be used as a biomarker for the effects of intoxication
by organophosphates and carbamates. In birds, this inhibition is more pronounced than in mammals, however
there are few specific studies were conducted in this field. The aim of this study was to measure BChE in Egyptian
geese (Alopochen aegyptiacus) and domestic anseriforms: domestic geese (Anser anser domesticus) and mallards
(Anas platyrhynchos domesticus), not exposed to pesticides, for the establishment of normal values. The work is
unprecedented regarding the determination of this enzyme in egyptian geese and domestic geese. Geese and mallards
are kept in confinement with ad liditum food and water supply and in adequate space for their maintenance at the
Adolfo Lutz Institute (IAL), for the purpose of supplying blood for the feeding of triatomines from the insectary of
the Nucleus of Systemic Parasitoses. In Alopochen aegyptiacus the mean and standard deviation of BChE were 1,868
+263,6 U/L, in Anser anser domesticus 2,311 + 673,2 U/L and in Anas platyrhynchos domesticus 4,290 + 86.11 U/L.
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Os organofosforados e os carbamatos sdo utilizados como praguicidas na agricultura e no
controle de vetores e pragas sinantrépicas. Seu principal efeito toxico é causado pela inibi¢ao da enzima
acetilcolinesterase. Esta inibigdo também ocorre nas aves e nos mamiferos, que ingerem alimento ou agua
contaminados, causando alteracdes muscarinicas, nicotinicas e do sistema nervoso central™>. Em uma
intoxicagdo aguda, pode levar ao dbito, enquanto na exposi¢do subletal provoca alteragdes bioquimicas,
fisiologicas e comportamentais®™*. Esses inseticidas sdo os principais responsaveis pela intoxica¢ao na vida
selvagem”.

Dentre os animais silvestres, as aves sao as espécies mais acometidas acidentalmente pelos agrotoxicos,
nao so pela facilidade migratdria® como, também, por serem mais sensiveis a exposicao aguda aos pesticidas
anticolinesterasicos do que os mamiferos, explicados pelos sistemas enzimaticos diferenciados entre
eles®. Com essas caracteristicas as aves tendem a ser um bom indicador de biomonitoramento ambiental,
principalmente nas localidades onde ha um grande volume de aplicagdes de inseticidas e uma alta densidade
aviaria’.

A espécie Alopochen aegyptiacus ou ganso-egipcio pertence a Ordem Anseriformes, Familia
Anatidae e Subfamilia Tadorninae’. E origindria do continente africano e habitam pantanos de 4gua doce
em campo aberto, reservatdrios, represas, lagoas, lagos, rios, obras de esgotos e estudrios, normalmente
evitam dreas de florestas densas. A espécie ¢ amplamente sedentaria em grande parte de sua vida, embora
possa fazer movimentos nomades ou dispersivos sazonais relacionados a disponibilidade de agua®’.
Normalmente realizam migragdes anuais pos-reprodugdo para regides de lagos e represas. Fora da esta¢ao
de reprodugao, por exemplo, durante a muda, podem ocorrer em bandos constituidos por centenas ou
milhares de individuos, embora seja mais comum em pares ou pequenos grupos’.

A dieta dos gansos-egipcios é composta predominantemente de matéria vegetal, como sementes,
folhas e caules de gramineas e outras plantas terrestres, brotagdes de culturas, por exemplo, milho, trigo,
aveia, lucerna, amendoim e cevada, tubérculos de batata, algas e ervas daninhas aquaticas, bem como
algumas matérias animais, vermes, gafanhotos e cupins®’.

As aves das espécies Anser anser domesticus (ganso-doméstico) e Anas platyrhynchos domesticus
(marreco) pertencem a mesma Ordem e Familia dos gansos-egipcios. Sao espécies amplamente domesticadas
e de ocorréncia comum em parques e fazendas. Sdo migratdrias e suas dietas consistem basicamente de
partes de plantas. Na alimenta¢do dos marrecos também estao incluidos invertebrados terrestres e aquaticos,
como insetos, moluscos, crustaceos, vermes e ocasionalmente anfibios e peixes®.

As espécies avidrias sdo partes importantes e visiveis do meio ambiente e podem representar
verdadeiras sentinelas para avaliar a satide ambiental em geral'®. Porém, a falta de valores de referéncia dos
marcadores biologicos nas espécies dificulta o monitoramento ambiental e casos de intoxicagdes. A dosagem
da atividade enzimatica da colinesterase é um biomarcador para avaliar intoxicag¢des por organofosforados
e carbamatos. Assim, a oportunidade de obten¢do dos valores de referéncia normais da colinesterase
plasmatica (BChE) dos anseriformes supracitados, foi o objetivo deste trabalho.

Animais

Em 2012, o Instituto Adolfo Lutz (IAL) recebeu doagdo de 50 exemplares da espécie Alopochen
aegyptiacus (gansos-egipcios) (Figura), oriundos do parque do Ibirapuera (Sao Paulo, SP, Brasil). O sangue
dos animais é rotineiramente utilizado como insumo para alimenta¢do de barbeiros, insetos utilizados nas
pesquisas do setor de Parasitoses Sistémicas. As outras duas espécies Anser anser domesticus (gansos-
domésticos) e Anas platyrhynchos domesticus (marrecos) também eram utilizadas para esta mesma
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finalidade. As trés espécies se encontravam mantidas em confinamento com fornecimento de alimentos
e agua ad libitum e em espago adequado a sua manutengao no Instituto Adolfo Lutz, sem exposi¢ao a
compostos anticolinesterasicos, apresentavam-se saudaveis diante da avaliagdo clinica e por dados
hematoldgicos e bioquimicos.

Foram analisados 41 animais da espécie Alopochen aegyptiacus (gansos-egipcios), 10 da espécie Anser
anser domesticus (gansos-domésticos) e 4 Anas platyrhynchos domesticus (marrecos).

i

Bty ] e e

Figura. Gansos da espécie Alopochen aegyptiacus

Determinac¢ao da atividade da BChE

A avaliagdo da atividade enzimatica da colinesterase plasmatica foi realizada através de
kit comercial (Colinesterase DGKC- Diasys Diagnostic Systems) com principio metodolégico
baseado na hidrdlise dos ésteres da colina pela agdo catalitica da colinesterase, liberando a
tiocolina, que se liga a um cromdgeno alterando a cor da reagao. Esta alteracdo de cor ¢ medida
fotometricamente e é diretamente proporcional a atividade enzimatica. As reagdes e as leituras
fotométricas foram realizadas no equipamento de bioquimica clinica semi-automatizado (Cobas
Mira Plus-Roche).

Os resultados foram expressos em U/L, que corresponde a capacidade da enzima em
transformar um micromol de substrato por minuto a 37°C por litro de plasma. As amostras de
sangue das aves foram colhidas através da veia jugular em tubo contendo heparina, no periodo
da manha, de modo a reduzir varia¢des associadas com as mudangas diurnas. O plasma foi
separado por centrifugagdo logo apos a colheita do sangue e mantido em temperatura entre
4 e 8°C até o momento das andlises, ndo ultrapassando 48 horas apos a coleta. Este prazo foi
definido como padroniza¢do neste estudo. Segundo a bula do kit utilizado, a estabilidade da
amostra de soro ou plasma ¢é estavel por até duas semanas nas temperaturas entre 2 a 8°C.
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Nos Alopochen aegyptiacus a média e o desvio padrao da BChE foi de 1.868 + 263,6 U/L, nos
Anser anser domesticus 2.311 + 673,2 U/L e nos Anas platyrhynchos domesticus 4.290 + 86,11 U/L.

A Tabela 1 demonstra uma visdo mais ampla dos valores apresentados nos grupos das espécies
estudadas.

Tabela 1. Atividade enzimatica da colinesterase plasmética (BChE) de Alopochen aegyptiacus (gansos-egipcios), Anser
anser domesticus (gansos-domésticos) e Anas platyrhynchos domesticus (marreco)

BChE em U/L
Espécie N Média Desvio Padrio Mediana 1° Quartil 3° Quartil  Valor Valor
minimo  maximo
Alopochen aegyptiacus 41  1.868 263,6 1.854 1.665 1.985 1.519 2.678
Anser anser domesticus 10 2311 673,2 2.419 1.810 2912 1.103 3.114
Anas platyrhynchos domesticus 4 4.290 86,11 4.270 4.225 4.374 4.211 4.408

Dados da determinagao da atividade enzimatica da BChE nos anseriformes sao escassos,
sendo que nos Alopochen aegyptiacus e nos Anser anser domesticus ndo foi encontrado nenhum
relato na literatura. Na Tabela 2 estado organizados os valores de referéncia de BChE para 34 espécies
diferentes de aves. Nela podemos observar uma variedade de valores ndo s6 entre as ordens de
classes, como também dentro da propria ordem.

Tabela 2. Valores da atividade normal da colinesterase plasmatica (BChE) em varias espécies de aves

Dosagem BChE (minimo

Ordem Espécie e maximo; média) Unidade N Referéncia
Amazona ventralis 90 - 980; 530 U/L 22 Tully et al**
African grey parrots (Psittacus 60 - 14600; 6650 U/L 351 Grosset et al'*
erithacus)
Psittaciformes  Calopsitas (Nymphicus hollandicus) 700 - 4050; 1910 U/L 65 Grosset et al*
Cacatuas 270 - 17200; 2150 U/L 228 Grosset et al'*
Lovebirds (Agapornis species) 10 - 28205 390 U/L 31 Grosset et al*
Araras 10 - 72005 3210 U/L 120 Grosset et al'*
Buteo albicaudatus 642,7 - 739,6; 691,2 U/L 2 Zwarg et al'®
Buteo magnirostris 138,8 - 998,1; 442,5 U/L 14 Zwarg et al's
Caracara plancus 391,6 - 832,1; 601,6 U/L 12 Zwarg et al's
Falconiformes Milvagochimachima 547,8 - 804,7; 673 U/L 4 Zwarg et al'®
Falco peregrinus 1184.00 + 74.99* nmol/min/l 32 Oropesa et al”
Falco tinnunculus - (Fémea) 123 - 413; 286 U/L 46 Oropesa et al®
Falco tinnunculus - (Macho) 163 - 525; 292 U/L 46 Oropesa et al®
Falco tinnunculus - (Selvagem) 206 - 598; 330 U/L 20 Oropesa et al”
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Continuagdo

Athene cunicularia 524 - 1900,2; 1156,2 U/L 7 Zwarg et al'
Ciccaba virgata 837,1 - 2088, 6;1112,5 U/L 5 Zwarg et al'
Strigiformes Megascops choliba 450,5 - 14327; 845,2 U/L 21 Zwarg et al'
Tyto alba 611,9 - 2294; 1076,8 U/L 22 Zwarg et al's
Strix aluco (jovem) 449 - 4821; 2507 U/L 81 Oropesa et al”
Strix aluco (adulto) 1146 - 4324; 3131 U/L 16 Oropesaet al®
Anseriformes Anas platyrhynchos 1045 +55° (gansos com 7 dias) U/L 26  Benetti e Benetti”
/ 744 +32* (gansos de 85 dias)
Carpodacus mexicanus 862,29 - 2101,905; 1296 U/L 8 Gonzélez-%icalante
eta
Passer domesticus 797,94 - 1743,3; 1379 U/L 7  Gonzilez-Escalante
et al*
Passeriformes Zonotrichia capensis 2086.99 + 89.47° U/L 35 Quero et al”
Molothrus bonariensis 1691.31 + 122.56* U/L 20 Quero et al®®
Saltator aurantiirostris 1724.05 + 142.38* U/L 11 Quero et al*®
Turdus amaurochalinus 1683.24 + 627.51° U/L 2 Quero et al®®
Suliformes Morus bassanus 360 - 640; 480 U/L 5 Santos et al®®
Ciconiiformes Ciconia ciconia 260 — 540; 390 U/L 5 Santos et al®®
Pelecaniformes Ardea cinerea 100 - 210; 150 U/L 4 Santos et al®®
Columbiformes Columbina picui 943.65 + 82.91° U/L 13 Quero et al”
Pseudo gyps africanus 1795.307 + 9158.23* U/L 33 Oropesa et al®
Accipitriformes Accipiter nisus (jovem) 999 - 2229; 1509 U/L 20 Oropesa et al*
Accipiter nisus (adulto) 834 - 1951; 1485 U/L 7 Oropesa et al®®

“Média e desvio padrao

Alguns autores ja afirmaram a ocorréncia dessa grande variagdo da atividade enzimatica dentro
do mesmo género e até mesmo dentro da mesma espécie'"'*>. Nos anseriformes nao foi diferente. A
atividade enzimatica de BChE na espécie Alopochen aegyptiacus revelou-se 23,5% mais baixa em
relagdo ao Anser anser domesticus e 130% mais baixa em relagdo Anas platyrhynchos domesticus. E a
diferenca entre Anser anser domesticus e Anas platyrhynchos domesticus foi de 85,6%.

A atividade enzimatica de BChE na espécie Alopochen aegyptiacus se mostrou mais proxima
dos valores de algumas espécies de passeriformes e das calopsitas (Nymphicus hollandicus). Anser
anser domesticus apresentou valores proximos ao passeriforme tico-tico (Zonotrichia capensis).
Quero et al (2019)" relatam que espécies de aves granivoras e insetivoras, dieta semelhante a Ordem
dos Anseriformes, apresentam atividades mais altas.

O maior valor, considerando a média e ndo o valor maximo, de atividade enzimatica da
Tabela 2, foi identificado por Grosset et al (2014)' em Psittacus erithacus com BChE de 6.650 U/L.
Anas platyrhynchos domesticus foi o que apresentou o maior valor (4.290 U/L) entre os anseriformes
estudados. Os menores valores de BChE, e mais distantes dos anseriformes, foram identificados
nas aves da Ordem Pelecaniformes'. Alguns autores correlacionaram a variabilidade de valores
da atividade enzimadtica a fatores filogenéticos, como sugerido em aves de rapina'!, ao sexo, como
relatado em pequenas corujas, e a idade do animal. Os animais mais jovens apresentam atividade de
BChE mais elevada’é, estes valores podem estabilizar na fase adulta e diminuir na fase senil'”:
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Com exce¢do da espécie Anas platyrhynchos domesticus, os gansos deste estudo apresentaram
valores de médias de BChE relativamente proximos aos relatados em 1991, por Bennett e Bennett,
os quais utilizaram aves da espécie Anas sp. com idades entre 7 a 85 dias. Entretanto estes autores
mantiveram as amostras congeladas a -75°C, até a execu¢do da analise, que foi realizada através do
calculo entre a dosagem da atividade da colinesterase total e a acetilcolinesterase. Neste trabalho de
1991", houve decréscimo da atividade enzimatica com o aumento da idade das aves. No presente
estudo a faixa etaria dos animais néao foi definida, impossibilitando a verificagdo do efeito da idade
sobre a atividade enzimatica.

No trabalho realizado por Fairbrother e Bennet!, utilizando o método de Ellman com
modificagdes, foram verificados valores da atividade de BChE nas aves controles da espécie Anas
platyrhynchos, proximos aos encontrados para os anseriformes supracitados. Porém a espécie Anas
platyrhynchos domesticus apresentou atividades enzimaticas préoximas as encontradas pelos autores
em algumas fémeas durante a fase de postura. Estes autores'' levantaram a hipdtese de que pode
haver uma conexdo entre a atividade desta enzima e os niveis de hormonio luteinizante, com um
pico da atividade enzimatica na oviposi¢do ou préximo a ela. Nos gansos domésticos do estudo
atual nenhuma explica¢do bioldgica pode ser dada para o elevado valor da enzima, ja que a fase
reprodutiva das aves ndo foi relatada.

Além da variagao interespecifica, e a idade das aves, ja relatadas, é importante salientar a
diferenca dos valores da atividade enzimatica da colinesterase que ocorre para espécies criadas
em cativeiro como verificado nos Strigiformes'¢, alteragdes dos niveis de higidez, massa corporal,
prenhez, hepatopatias, esta¢do climatica e condigdes ambientais'’2°.

A inibi¢do da atividade enzimatica cerebral em mais de 20% ¢é considerada para efeito de
exposicdo aos inseticidas em aves, valor que pode ser extrapolado para a inibigdo de BChE em gansos
da espécie Anas platyrhynchos, visto que nos animais da espécie expostos a baixa taxa de pulverizagao
com carbofurano, inseticida carbamato, a inibicao enzimatica de BChE foi cerca de 30%?'. Entretanto,
nenhum outro trabalho sobre a porcentagem da inibi¢ao nas espécies Alopochen aegyptiacuse Anser
anser domesticus foi encontrado na literatura. Para comparagdo, em codornas tratadas com dieta
exposta ao paration, inseticida organofosforado, a atividade média da BChE diminuiu de forma
constante em 12 a 24 horas, e estabilizou em cerca de 30% do normal*’. A inibigdo também pode ser
detectada nos individuos que apresentarem diminui¢ao da atividade enzimatica equivalente a duas
vezes o desvio padrdo da média obtida de todos os animais avaliados?’. E importante a compreensio
de que a identificagdo de intoxicagao ¢é realizada através da correlacao da dosagem enzimatica com
a clinica do paciente, frente a varia¢do que ocorre dentro de uma mesma espécie.

Mais pesquisas abordando os potenciais efeitos ambientais dos pesticidas anticolinesterasicos
em aves e em outras espécies seriam bem-vindas no Brasil e em outros paises da América do Sul,
considerando o uso extensivo e as vezes inadequado de tais agentes na regido. Acreditamos que a
falta de tais estudos resulta na falsa interpretacdo de que esses envenenamentos sao menos comuns
do que realmente o sao's.

Diante dos fatos, concluimos que a atividade da colinesterase difere entre as espécies aviarias,
inclusive com variagao intraespecifica. A espécie Alopochen aegyptiacus revelou niveis distintos dos
anseriformes domésticos estudados, a maior atividade da colinesterase plasmatica foi encontrada na
espécie Anas platyrhynchos domesticus.

Vale ressaltar que os valores da atividade enzimatica da BChE podem variar conforme o kit
empregado na dosagem pelo laboratdrio. Assim, para que esses valores aqui publicados sejam utilizados
como de referéncia normal, é recomendado atentar-se ao kit utilizado.

6/9



Becegato EZ, Westphalen EVN, Westphalen SR, Tolezano JE, Oshiro M, Salzone CM et al. Valores normais da atividade da colinesterase
plasmatica em anseriformes, com destaque para Alopochen aegyptiacus. Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo. 2021;80:1-9,e37277.

Os autores declaram nao existir conflitos de interesse.
Naio declarado.

Naio declarado.

1. Alias AS, Al-Zubaidy MHI, Mousa Y], Mohammad FK. Plasma and whole brain cholinesterase activities in three wild
bird species in Mosul, IRAQ: In vitro inhibition by insecticides. Interdiscip Toxicol. 2011;4(3):144-8.
https://doi.org/10.2478/v10102-011-0022-x

2. Horowitz IH, Yanco EG, Landau S, Nadler-Valency R, Anglister N, Bueller-Rosenzweig A et al. Whole blood
cholinesterase activity in 20 species of wild birds. ] Avian Med Surg. 2016;30(2):122-6.
https://doi.org/10.1647/2014-044

3. Fildes K, Szabo JK, Hooper MJ, Buttemer WA, Astheimer LB. Plasma cholinesterase characteristics in native Australian
birds : significance for monitoring avian species for pesticide exposure. Emu-Austral Ornithology 2009;109(1):41-7.
https://doi.org/10.1071/MU08027

4. Desneux N, Decourtye A, Delpuech JM. The sublethal effects of pesticides on beneficial arthropods. Annu Rev
Entomol. 2007;52:81-106.
https://doi.org/10.1146/annurev.ento.52.110405.091440

5. Bertero A, Fossati P, Caloni F. Indoor poisoning of companion animals by chemicals. Sci Total Environ. 2020;733:139366.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.139366

6. Franson JC, Smith MR. Poisoning of wild birds from exposure to anticholinesterase compounds and lead: Diagnostic
methods and selected cases. Semin Avian Exot Pet Med. 1999;8(1):3-11.
https://doi.org/10.1016/51055-937X(99)80030-9

7. Oropesa AL, Sanchez S, Soler E. Characterization of plasma cholinesterase activity in the Eurasian Griffon Vulture
Gyps fulvus and its in vitro inhibition by carbamate pesticides. Ibis. 2017;159(3):510-8.
https://doi.org/10.1111/ibi.12476

8. Del Hoyo, ] Elliot, A Sargatal, ], editors. Handbook of the Birds of the World: Ostrich to Ducks. vol.1, 1. ed. Barcelona,
Spain: Lynx Edicions; 1992. 696.p.

9. Kear, J, edithor. Ducks, geese and swans. Part I: general chapters; Part II: species accounts (Anhima to Salvadorina).
Oxford. U.K.: Oxford University Press; 2005a.

10. Gyimesi A, Lensink R. Egyptian goose Alopochen aegyptiaca: an introduced species spreading in and from the
Netherlands. Wildfowl. 2012;62:126-43.

11.Fairbrother A, Bennett RS, Bennett JK. Sequential sampling of plasma cholinesterase in mallards (Anas platyrhynchos)
as an indicator of exposure to cholinesterase inhibitors. Environ Toxicol Chem. 1989;8(2):117-22.
https://doi.org/10.1002/etc.5620080202

7/9



Becegato EZ, Westphalen EVN, Westphalen SR, Tolezano JE, Oshiro M, Salzone CM et al. Valores normais da atividade da colinesterase
plasmatica em anseriformes, com destaque para Alopochen aegyptiacus. Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo. 2021;80:1-9,e37277.

12. Hill EE Brain cholinesterase activity of apparently normal wild birds. ] Wildl Dis. 1988;24(1):51-61.
https://doi.org/10.7589/0090-3558-24.1.51

13. Quero AAM, Zarco A, Landa FB, Gorla NBM. Plasma cholinesterase activity in wild birds from undisturbed
woodlands in the Central Monte Desert. Environ Toxicol Chem. 2019:38(8):1692-700.
https://doi.org/10.1002/etc.4458

14. Grosset C, Bougerol C, Sanchez-Migallon Guzman D. Plasma butyrylcholinesterase concentrations in psittacine birds:
reference values, factors of variation and association with feather-damaging behavior. ] Avian Med Surg. 2014;28(1):6-15.
https://doi.org/10.1647/1082-6742-28.1.6

15. Santos CSA, Monteiro MS, Soares AMVM, Loureiro S. Characterization of cholinesterases in plasma of three
Portuguese native bird species: application to biomonitoring. PLoS One. 2012;7(3):e33975.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0033975

16. Zwarg T, Prioste F, Vanstreels RET, Santos R], Matushima ER. Normal plasma cholinesterase activity of neotropical
falconiformes and strigiformes. ] Raptor Res. 2012;46(2):201-7.
https://doi.org/10.3356/JRR-11-50.1

17. Bennett RS, Bennett JK. Age-dependent changes in activity of mallard cholinesterases. ] Wildl Dis. 1991;27(1):166-8.
https://doi.org/10.7589/0090-3558-27.1.116

18. Lanzarot MP, Barahona MV, San Andrés MI, Fernandez-Garcia M, Rodriguez C. Hematologic, protein electrophoresis,
biochemistry, and cholinesterase values of free-living black stork nestlings (Ciconia nigra). ] Wildl Dis. 2005;41(2):379-86.
https://doi.org/10.7589/0090-3558-41.2.379

19. Strum KM, Alfaro M, Haase B, Hooper M], Johnson KA, Lanctot RB et al. Plasma cholinesterases for monitoring
pesticide exposure in nearctic-neotropical migratory shorebirds. Ornitol Neotrop. 2008;19(Suppl.):641-51.

20. Coraiola AM. Indicadores clinicos, hematoldgicos, bioquimicos e toxicologicos na pré e pos-reabilitagao de Pinguins-
de-Magalhaes (Spheniscus magellanicus) no sul do Brasil [dissertacdo de mestrado]. Curitiba (PR): Universidade Federal
do Parand; 2012. Disponivel em:

https://acervodigital.ufpr.br/handle/1884/276132show=full

21. Martin PA, Solomon KR, Forsyth DJ, Boermans HJ, Westcott ND. Effects of exposure to carbofuran-sprayed vegetation
on the behavior, cholinesterase activity and growth of mallard ducklings (Anas platyrhynchos). Environ Toxicol Chem.
1991;10(7):901-9.

https://doi.org/10.1002/etc.5620100706

22. Ludke JL, Hill EE, Dieter MP. Cholinesterase (ChE) response and related mortality among birds fed ChE inhibitors.
Arch Environ Contam Toxicol. 1975; 3(1):1-21.
https://doi.org/10.1007/BF02221128

23. Fonseca LA, Fagundes V, Girardi FM, Maia NL, Pimentel FG, Braga FR et al. Atividade da colinesterase plasmatica
como biomarcador de impacto ambiental em tartarugas verdes (Chelonia mydas) no litoral do Arquipélago de Fernando
de Noronha, Pernambuco. Pesqu Vet Bras. 2015;35(4):385-9.

https://doi.org/10.1590/S0100-736X2015000400012

8/9



Becegato EZ, Westphalen EVN, Westphalen SR, Tolezano JE, Oshiro M, Salzone CM et al. Valores normais da atividade da colinesterase
plasmatica em anseriformes, com destaque para Alopochen aegyptiacus. Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo. 2021;80:1-9,e37277.

24. Tully TN, Osofsky A, Jowett PLH, Hosgood G. Acetylcholinesterase concentrations in heparinized blood of
hispaniolan amazon parrots (Amazona ventralis). ] Zoo Wildl Med. 2003;34(4):411-3.
https://doi.org/10.1638/02-004

25. Oropesa AL, Gravato C, Sanchez S, Soler F. Characterization of plasma cholinesterase from the White stork (Ciconia
ciconia) and its in vitro inhibition by anticholinesterase pesticides. Ecotoxicol Environ Saf. 2013;97:131-8.
https:// doi.org/10.1016/j.ecoenv.2013.07.022

26. Gonzalez-Escalante L, Mercado-Hernandez R, Gonzalez-Rojas JI, Bermudez De Leén M. Plasma cholinesterase

activity in the house finch, Carpodacus mexicanus, and the house sparrow, Passer domesticus, collected from pesticide-
exposed agricultural land. Bull Environ Contam Toxicol. 2013;90(1):9-11.
https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00128-012-0864-8

(©) 2021 Instituto Adolfo Lutz
B ACESSO ABERTO/OPEN ACCESS - Creative Commons License

9/9



Artigo Original/Original Article

Revista do

https://doi.org/10.53393/rial.2021.v.80.37280 Instituto Adolfo Lutz

.. Leites e seus substitutos de origem vegetal: avaliacdo e
- comparacao da qualidade nutricional de seus rotulos

Milk and its vegetable substitutes: evaluation and comparison of
nutritional quality of its labels

Isabella NICOLAU!, Jéssica Moraes MENDONCA!, Susete DRESCH! {2/, Fernanda Garcia Semido PEDRA' (12,
Christiane Mileib VASCONCELOS"?

'Curso de Nutri¢do, Universidade Vila Velha, Vila Velha, ES, Brasil.
*Laboratorio de Biotecnologia de Alimentos, Programa de Pés-Graduagao em Biotecnologia Vegetal, Universidade Vila Velha,
Campus Boa Vista, Vila Velha, ES, Brasil.

Leite é fonte importante de proteinas de alto valor bioldgico, vitaminas e minerais, porém, questdes de alergia ou
intolerancia e um estilo de vida vegano ou vegetariano, tém levado a substitui¢do por bebidas a base de vegetais.
Para avaliar se a substitui¢io é pertinente, este trabalho comparou os rétulos dos leites de origem animal e as bebidas
vegetais disponiveis nos principais supermercados da Grande Vitéria, ES. Foram avaliadas 56 embalagens de leite
UHT (ultra high temperature) de vaca e de cabra, nas suas diferentes versoes, e 41 de bebidas vegetais de amendoim,
améndoas, arroz, aveia, castanhas, coco, espelta, nuts e soja. As bebidas vegetais apresentaram, em geral, presenca
de fibras, maior teor de acidos graxos insaturados e menor teor de sédio. Os leites se destacaram pela presenga
de colesterol, maior aporte proteico, de cilcio e das vitaminas A e D. As bebidas vegetais também apresentaram
maiores quantidades de carboidratos e valor calérico. Sendo assim, se ndo hd restrigoes para o consumidor, seja por
questdes de saude, cultura ou hébito, a substitui¢do de leite por bebidas vegetais ndo é equivalente. No entanto, o
consumo de leites integrais deve ser equilibrado devido seu elevado teor de gorduras saturadas e de sddio.

Palavras-chave. Alimentos de Origem Animal, Leite, Substitutos do Leite, Informagdo Nutricional, Rotulagem de
Alimentos.

Milk is an important source of high biological value proteins, vitamins and minerals, however, allergy or
intolerance issues, and a vegan or vegetarian lifestyle, have led its replacement by vegetables-based beverages.
To evaluate weather this substitution is relevant; this study compared the labels of animal origin milk and the
vegetable beverage available in the main supermarkets of Greater Vitoria, ES. Fifty-six packages of cow and goat
UHT milks, in their diferent versions, and 41 packages of vegetable beverages of peanuts, almonds, rice, oats, nuts,
coconut, spelt, walnuts and soybeans were evaluated. The vegetable beverages presented, in general, the presence
of fibers, higher content of unsaturated fatty acids and lower sodium content. Milks stood out due to the presence
of cholesterol, higher protein intake, calcium and vitamins A and D. Vegetable beverages also presented higher
amount of carbohydrates and higher caloric value. Therefore, if there is no restriction, whether for health, culture
or habit reasons, it is not equivalent to replace milks vegetable beverages. However, the consumption of whole milk
should be balanced due to its high content of saturated fats and sodium.
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Leite e seus derivados merecem destaque por constituirem um grupo de alimentos de grande valor
nutricional, com proteinas de alto valor biologico, importantes vitaminas do complexo B e vitamina A, além de
minerais como f6sforo, potassio, zinco, magnésio e calcio. O consumo habitual desses alimentos é recomendado,
principalmente, para que se atinja a adequacéao didria de ingestao de célcio, fundamental para a manutengao da
estrutura ossea do organismo, contragdo muscular, coagulagao sanguinea, ativagdo enzimatica, etc'.

A produgdo brasileira é bastante expressiva, sendo que, até margo/abril de 2020, o Brasil foi o 5° maior
produtor de leite em nivel internacional®. Apesar da importante producdo nacional e composi¢ao nutricional,
nas tltimas décadas houve profundas modificagdes sociais, econdmicas e culturais no Pais, que levaram a
alteragdes nos habitos e comportamentos alimentares®.

Dentre os alimentos que desencadeiam sintomas alérgicos na faixa etaria pediatrica, um dos mais
significativos é o leite de vaca’. Na alergia a proteina do leite de vaca, a conduta é introduzir dieta com exclusao
do leite de vaca e seus derivados, além de alimentos nos quais o alérgeno faga parte da sua composi¢ao®’. Outro
agravante decorrente do consumo de leite de vaca ¢ a intolerancia a lactose que ocorre devido a deficiéncia
de enzima lactase, provocando sintomas gastrointestinais associados a ma digestdo de lactose, em glicose e
galactose, sendo esta condi¢cdo muito prevalente no mundo®.

Além da substitui¢ao por questdes de satde, as bebidas vegetais tém sido procuradas também por
pessoas que seguem dietas alimentares como vegetarianismo e veganismo, ou seja, dietas que excluem qualquer
produto que gere exploragao e/ou sofrimento animal’.

Nesse sentido, a produgdo de bebidas a base de vegetais (ndo frutas) apresenta consideravel crescimento,
em virtude da demanda do mercado por produtos alternativos como fontes de proteinas, teor reduzido de
agucar e isentos ou com baixo teor de compostos relacionados a algum tipo de restrigao alimentar'. Contudo,
faz-se necessario o estudo dessas bebidas vegetais em comparagao aos leites de origem animal para verificar o
impacto dessas substitui¢oes na composicao nutricional dos mesmos.

Assim, o presente estudo avaliou e comparou os roétulos de leites e seus substitutos vegetais
comercializados nas principais redes de supermercados da grande Vitoria, ES.

Foram visitadas as quatro maiores redes de supermercados da Grande Vitéria, Espirito Santo,
no periodo de mar¢o a maio de 2019, sendo o rotulo de todos os leites e seus substitutos vegetais
fotografados para posterior analise.

Foram incluidos na andlise, leites de vaca (LV) e leites de cabra (LC), ambos UHT, e diferentes
bebidas vegetais (BV): amendoim, améndoas, arroz, aveia, castanhas, coco, espelta, nuts e soja.
Excluiram-se produtos duplicados, derivados de leite e leite em pd. Todas as por¢oes e valores
nutricionais por por¢do foram ajustados para representar uma porgao de 200 ml.

Média e desvio padrdo das calorias, carboidratos, agucares, proteinas, gorduras total,
saturada, trans, monoinsaturada e poli-insaturada, colesterol, fibras, sddio, calcio, demais minerais
e vitaminas foram calculados a partir das informag¢des nutricionais declaradas nos rétulos de cada
produto. Ainda, foram calculados os percentuais de adequagao de alguns micronutrientes.

A analise estatistica foi realizada pelo teste T para comparagao geral das bebidas divididas
em 2 grupos, “Bebida Animal” (BA) e “Bebida Vegetal” (BV), quanto aos constituintes de rotulagem
obrigatdria'!, além do calcio que teve a quantidade informada em todas as bebidas.

A comparagdo entre todas as bebidas foi avaliada, quanto aos constituintes de rotulagem obrigatoria e
calcio, por meio da ANOVA e, para resultados significativos (p<0,05), as médias foram comparadas pelo teste
Duncan a 5% de probabilidade. Os resultados foram analisados usando o software SAS". Os demais nutrientes
informados foram apresentados como média e, quando possivel, desvio padrao, para posterior andlise descritiva.
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Nas quatro redes de supermercados da Grande Vitéria foram encontrados 97
produtos, dos quais, 56 eram leite UHT de vaca (LV) e de cabra (LC), nas suas 3 formas
de comercializag¢do (integral, semidesnatado e desnatado), incluindo ainda versdes sem
lactose.

Em relagdo as BV, foram encontrados 41 produtos sendo eles a base de arroz, améndoas,
castanhas diversas, nuts, coco, soja, aveia, amendoim e espelta. A comparagao entre a BA e BV
informada nos rotulos podem ser analisadas na Figura.

-
250,0
-
» 130,1
20,8
* *
93 6.4 %o 20 i

VE CHO PTN Gtotal Gsat Fibra Na Ca
VE: valor energético (Kcal); CHO: carboidrato (g); PTN: proteina (g); Gtotal: gordura total (g);

Gsat: gordura saturada (g); Na: sodio (mg); Ca: calcio (mg)

*médias significativamente diferentes ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste T
Figura. Composi¢do nutricional por por¢do de 200 ml das bebidas animal -
BA () e vegetal - BV (m)

De forma geral, as BV apresentaram valores significativamente (p<0,05) maiores para
calorias, carboidratos, fibras e gorduras totais. A média calérica foi superior devido a quantidade de
carboidratos e gorduras totais superiores nas BV.

O principal carboidrato presente no leite é a lactose, ja em algumas das BV
analisadas foi encontrado adi¢do de maltodextrina, um oligossacarideo proveniente
do amido e; estabilizantes e/ou espessantes que asseguram as caracteristicas fisicas da
bebida vegetal, como goma xantana, goma gelana, goma tara, goma guar, goma carragena,
carboximetilcelulose e goma garrofina. Além desses carboidratos nao digeriveis, nas BV
também foram encontrados emulsificantes como: lecitina de girassol, lecitina de soja,
ésteres de mono e diglicerideos de dcidos graxos com acido citrico. Poucos foram os
produtos vegetais que apresentam uma lista de ingredientes com pouca ou nenhuma adigao
de aditivos alimentares.

Com exce¢do do leite de vaca desnatado que obteve adi¢ao de fibras soluveis (inulina),
apresentando no rotulo 3g de fibras, este constituinte é naturalmente encontrado apenas nas
BV. Uma ingestao adequada de fibras é capaz de diminuir o risco de algumas doenc¢as cronicas
como diabetes mellitus'?, disturbios gastrointestinais'* e outros.

Sobre a quantidade de gorduras totais, as BV apresentaram média maior (p<0,05) que os
leites, no entanto, esse resultado inverte quando avaliado o teor de gorduras saturadas.

Proteinas, sddio e calcio sobressairam nos leites de origem animal, sendo o teor de proteinas,
em média, 2,6 vezes superior, considerando ainda que, as proteinas de origem animal apresentam
melhor valor nutricional comparado as proteinas vegetais'.

Na lista de ingredientes dos leites, observou-se constante presenca de estabilizantes
para leite UHT, sendo eles o trifosfato de sédio, difosfato de s6dio, monofosfato de sédio
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e citrato de sédio, o que culminou em uma quantidade de s6dio superior nos LV, mais que
o dobro da quantidade presente nas BV, das quais, apenas 7 (17%) apresentaram adigdo de
citrato de s6dio, especialmente na bebida de soja, com quantidade de s6dio equivalente aos LV.

O teor de célcio, como previsto, foi maior nos leites, contudo, em uma propor¢ao nido tao
discrepante. Na dieta humana, aproximadamente, 70% do calcio alimentar ¢ proveniente do leite
e seus derivados's. Nas BV, o calcio foi encontrado na forma de fosfato tricélcio, o que torna sua
biodisponibilidade comprometida, visto que o carbonato de calcio é a forma que apresenta maior
porcentagem de calcio biodisponivel (40%), seguido pelos fosfatos de calcio (17 - 36%) e citrato de
calcio (21%)".

A avaliagao dos resultados dos leites de origem animal e das bebidas vegetais sdo apresentados
mais detalhadamente na Tabela 1.

Tabela 1. Médias e desvio padrdo das bebidas animal (BA) e vegetal (BV) encontradas nas principais redes de supermercados da

Grande Vitdria, ES

Bebidas VE CHO PTN GTotal GSat Fibra Na Ca

LVI 119,2+7,5%¢ 9,2+0.4% 6,310,4°  6,2+0,6®  4,0+0,5°  0,0%0,0° 134,0+£27,6 236,626,204
LCI 121,0+0,0® 8,6+0,0% 6,0+0,0*  7,0+0,0®  5,0+0,0° 0,0£0,0¢ 140,0+0,0* 246,0+0,024
LZI 113,3+20,5¢c 9,2+0,5% 6,5+0.4>  5,1%2,7°  3,5%1,7° 0,0+0,0°  124,6+20,7%  262,6+55,9%<
LVS 84,9+8,3¢df 9,3+0,5% 6,8+2° 2,3+0,4%  1,5+0,3¢ 0,0£0,0¢ 135,0+£23,9a 250,3+34,3%d
LZS 83,7+4,6% 9,1+0,4% 6,2+0,3" 2,4+0,5¢ 1,4+0,3¢ 0,0+0,0¢  123,0+43,3%¢ 232,2421,1%<
LVD 66,4+3,7¢ 9,6+0,6" 6,2+0,4°  0,3+0,4  0,2+0,3¢  0,2%0,7° 129,3+19,4® 265,0+67,7%¢
LCD 67,0+0,0° 8,6+0,0 6,0+0,0° 0,0+0,0/  0,0£0,0¢  0,0+0,0°  110,0+0,02>¢ 246,0+0,02>4
LZD 64,0+2,8% 9,5+0,4 6,5+0,5° 0,0+0,0f  0,0£0,0¢  0,0+0,0° 124,0+0,0%¢ 272,0+40,0¢
Amendoim 95,0+0,0b<de 3,0%0,0¢ 12,0£0,00  7,0+0,0®*  1,5+0,0¢ 1,0£0,0><  80,0%0,0bd¢ 150,0+0,0d
Améndoas 78,0 + 35,0%f 8,3+7,7% 1,7+0,9¢  42+1,7¢¢  0,5£0,7°¢  0,5+0,6>  42,3+29,0°% 321,0+159,7%
Arroz 119,0 + 26,2 23,5+5,42 0,3+0,5¢ 2,6£0,9¢  0,7£0,4¢  1,5%1,7 66,8+9,6%f 117,6+165,5%
Aveia 81,8 + 7,5%f 13,5+2,4° 1,8+0,5¢  2,2+0,9%  0,5+0,1«¢  4,6+3,52 63,2+14,9%f 311,3+61,8%¢
Castanha 95,5+9,5b¢de 3,2+0,6° 3,5%0,6¢ 7,7%0,72 1,6+0,3¢ 0,3%0,0¢ 20,0+40,0% 37,5+£75,0¢
Coco 52,0+1,4f 3,6%5,0¢ 1,542,1¢  3,4+1,4  3,0+1,0° 0,0£0,0¢ 74,5+34,6% 363,0+46,7°
Espelta 112,0+0,02b<d 21,0£0,0° 1,4+0,0¢  2,2+0,0¢¢  0,0+0,0¢  1,4+0,0% 70,0+0,0%f s.d.

Nuts 143,0+38,12 12,1+11,1>  5,6+2,0 8,0+0,1° 1,6+0,4¢  2,6+2,3% 0,0£0,08 180,0+254,6"4
Soja 86,4+10,8bcdef 7,8+3,8% 6,0£0,6°  3,4+0,3¢  0,9+0,4«¢  0,8+0,5> 148,0+41,5° 254,4+13,1%d

VE: valor energético (Kcal); CHO: carboidrato (g); PTN: proteina (g); Gtotal: gordura total (g); Gsat: gordura saturada (g); Na: sodio (mg);
Ca: célcio (mg)

LVTI: leite de vaca integral; LCI: leite de cabra integral; LZI: leite de vaca zero lactose integral; LVS: leite de vaca semidesnatadol; LZS: leite de
vaca zero lactose semidesnatado; LVD: leite de vaca desnatado; LCD: leite de cabra desnatado; LZD: leite de vaca zero lactose desnatado. Nuts:
mix de castanhas

Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna nio diferiram significativamente (a=0,05) 95 % probabilidade, pelo teste Duncan

O leite de vaca, mais consumido no Brasil, apresenta de 85 a 87% de agua; 2,9 a 3,5% de proteinas; 5%
de carboidratos e 3,8 a 5,5% de gordura. Também apresenta muitos compostos bioativos incluindo vitaminas,
minerais, aminas biogénicas, dcidos organicos, nucleotideos, oligossacarideos e imunoglobulinas'®. Com
excecdo das gorduras totais e saturadas, que variaram no leite integral, semidesnatado ou desnatado,
e influenciaram diretamente nas calorias; todos LV apresentaram perfis semelhantes, com alto teor de
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proteinas, gorduras totais (os integrais), sodio e calcio.

O leite de cabra apresenta composi¢do semelhante ao leite de vaca, variando o teor de gordura se é
integral ou desnatado. As diferencas relatadas ocorrem, principalmente, em relagdo ao tamanho dos glébulos
de gorduras e micelas de caseina e, propor¢ao entre acidos graxos de cadeia curta e média®.

Das 41 BV, 29% foram observadas serem a base de arroz, um cereal notadamente rico em carboidratos,
predominante o amido®, o que culminou, portanto, em uma bebida com maior quantidade de carboidratos,
sendo essa semelhante (p>0,05) apenas a bebida a base de espelta, que também ¢ um cereal.

A soja, encontrada em 12% das BV possui alto valor de proteinas (34 a 38%) e gorduras (18 a 22%) de
boa qualidade sendo, portanto, fonte proteica nas dietas vegana ou vegetariana®. Comparado as demais BV,
essa bebida apresentou maior quantidade de sddio, semelhante (p>0,05) aos leites avaliados, isso provavelmente
pela presenca de alguns aditivos como citrato de sodio e cloreto de sédio listados como ingredientes.

A bebida de aveia (10%) tem destaque entre os cereais, fornecendo perfil interessante de acidos
graxos insaturados e fibras alimentares como a B-glucana®, com alegagao prebiodtica, tendo ela apresentado
o maior teor de fibras, bem superior as demais.

A bebida de coco é considerada um produto com alto teor de alguns minerais, como célcio, fésforo e
potassio, rico em aminoacidos, vitaminas C, E e algumas do complexo B, lipidios e antioxidantes*. Contudo,
comparativamente, essa foi a bebida com perfil nutricional inferior, contendo baixos teores de proteinas,
gorduras insaturadas e auséncia de fibras, sendo destaque apenas no teor de célcio devido a presenca do
aditivo tricélcio, que néo diferiu (p>0,05) dos leites de origem animal.

As castanhas, améndoas e nozes sdo ricas em substéncias antioxidantes, como os compostos fenolicos
e acidos graxos essenciais*’. Comparando a média entre as bebidas avaliadas, o extrato de castanha e nuts,
mix de oleaginosas secas, obtiveram valores elevados de gorduras totais e baixos de gorduras saturadas,
sugerindo maior teor de gordura insaturada.

Na bebida de amendoim, a quantidade de proteina foi superior aos leites de vaca. O amendoim,
leguminosa ja rica em proteina®, foi adicionada de proteina de soja, descrito na lista de ingredientes,
havendo entao dois tipos de leguminosas. Também apresentou média de gordura total semelhante ao leite
de vaca integral, pois essas leguminosas sdo também oleaginosas, capazes de conferir alto teor de acidos
graxos insaturados.

Além dos nutrientes especificados obrigatoriamente nos rétulos, alguns produtos ainda apresentaram
outros constituintes, como mostra a Tabela 2.

Tabela 2. Valores médios para gordura monoinsaturada (GMono) e poli-insaturada
(GPoli), agtcares e colesterol declarado por algumas marcas de bebida animal (BA)
e bebidas vegetais (BV) encontradas nas principais redes de supermercados da
Grande Vitéria, ES

Bebidas GMono GPoli Acucares Colesterol
LVI s.d. s.d. 8,8 s.d.
LVS 0,6 0,1 9,3 4,4
LVD 0,1 s.d 10,0 1,8
Améndoas 3,6 1,6 10,0 0
Arroz 1,0 0,9 11,2 0
Aveia 0,3 0,7 9,7 0
Castanha 51 1,2 s.d. 0

LVI: leite de vaca integral; LVS: leite de vaca semidesnatadol; LVD: leite de vaca desnatado
s.d.: Sem dados
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As bebidas de améndoas e castanha se destacaram nos teores de gorduras monoinsaturadas e poli-
insaturadas, enquanto o colesterol, nos leites de origem animal, sendo declarado apenas nas embalagens de
leite de vaca semi e desnatado. Os agticares tiveram valores elevados, mas semelhante em todas as bebidas,
independente da origem.

Alguns rétulos também declararam determinadas vitaminas e minerais (Tabela 3) com valores
médios entre 15 e 30% em relagdo a legislagao®, exceto para leite zero lactose integral e leite de vaca desnatado,
com teor de vitamina D de 1,5 a 20,8 pg, que representou 30% e 416% comparado a legislagao®, respectivamente.

Tabela 3. Valores médios para alguns micronutrientes declarados por algumas marcas de bebida animal (BA)
e vegetal (BV) encontradas nas principais redes de supermercados da Grande Vitéria, ES e percentuais de adequagao
de acordo com a IDR (Ingestdo Didria Recomendada®) para adultos*

Vitamina Vitamina Vitamina Vitamina Vitamina Vitamina Acido
Bebidas Zinco Cobre Ferro A (ug) C (mg) D (ug) E (mg) B6(mg) Bl2(ug) Folico
(mg) (ng) (mg) (ug)
LVI 2,1(30%)  135(15%) 3,7(26%) 154,7(26%) 7,6(17%) 5,8(116%) 2,2(22%) 0,3(23%) 0,5(21%) 54(23%)
LCI 2,1(30%) s.d 4,2(30%) 154(26%) 14(31%) 1,5(30%)  2(20%) s.d s.d s.d
LZ1 1,1(16%) s.d 2,1(15%)  152(25%) 12,6(28%) 1,5(30%) s.d s.d s.d s.d
LVD s.d s.d s.d 90(15%) 16(36%) 20,8(416%) s.d s.d s.d s.d
Améndoas  1,1(16%) s.d s.d 90(15%) s.d 1,6(32%) 3,1(31%) 0,2(15%) 0,7(29%) 12(5%)
Arroz s.d s.d s.d s.d s.d 1,9(38%) s.d s.d s.d s.d
Aveia s.d s.d s.d s.d s.d 1,9(38%) s.d s.d s.d s.d
Coco 1,1(16%) s.d s.d 90(15%) s.d 1,8(36%) 1,5(15%) 0,2(15%) 0,7(29%) 12(5%)
Soja 1,1(16%) s.d s.d 143,5(24%)  6,8(15%) 2,6(52%) 2,4(24%) 0,2(15%) 1,1(46%) 36(15%)
IDR* 7 mg 900 pg 14 mg 600 pg 45 mg 5ug 10 mg 1,3 mg 2,4pug 240 pg

LVI: leite de vaca integral; LCI: leite de cabra integral; LZI: leite de vaca zero lactose integral; LVD: leite de vaca desnatado
Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nao diferiram significativamente (a=0,05) 95% de probabilidade,

pelo teste Duncan

As bebidas de améndoas, coco e soja apresentaram valores de zinco menores que nos leites integrais de
vaca, assim como as vitaminas A, D, E, C e acido félico. Apesar da vitamina B12 ser naturalmente encontrada
em alimentos de origem animal, algumas BV declararam a adi¢do dessa vitamina, como a de soja, com 46% em
relacdo a legislacao. Ferro e cobre foram informados apenas nos LV.

A rotulagem tem como caracteristica principal instruir o consumidor sobre as caracteristicas nutricionais
do produto, entendendo o valor energético e os demais nutrientes. Portanto, é essencial que essas informagoes
sejam entendidas pelo mesmo'"*%¥7.

As bebidas vegetais, quando comparadas aos leites de vaca e de cabra possuem valores superiores de
calorias, carboidratos, gorduras totais, principalmente dcidos graxos insaturados, e fibras, por outro lado,
possuem menor teor de sddio, mas notavel presenca de aditivos na lista de ingredientes.

A substitui¢do de leites de origem animal por bebidas vegetais nao é pertinente, caso o individuo nao
possua restri¢do, seja por questoes de saude ou opgdo, pois leites sao consumidos com o intuito de conferir
aporte proteico e de célcio, e nenhuma das BV foram equivalentes nesses constituintes. Os leites de vaca e
de cabra apresentam todos os aminodacidos essenciais e em quantidades acima do recomendado e sdo fontes
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naturais de calcio e outras vitaminas, como B12, além de outros minerais.

Os autores declaram nao existir conflitos de interesse.
Naio declarado.

Naio declarado.
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§):  Contaminac¢do microscopica por matérias estranhas em noz-
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Microscopic contamination by foreign matter in nutmeg,
turmeric, gin§er, colorific, black pepper and paprika marketed
in the State of Sao Paulo, Brazil. (Part I)
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! Ncleo de Ciéncias Quimicas e Bromatoldgicas, Centro de Laboratério Regional de Ribeirdo Preto, Instituto Adolfo Lutz,
Ribeirao Preto, SP, Brasil.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca de matérias estranhas em noz-moscada, (Myristica fragrans
Houttuyn), carcuma (Curcuma longa Linnaeus), gengibre (Zingiber officinale Roscoe), colorifico (mistura de
urucum [Bixa orellana Linnaeus] com fubd), pimenta-do-reino (Piper nigrum Linnaeus) e paprica (Capsicum
annuum Linnaeus) conforme a legislacdo sanitaria. Foram analisadas 180 amostras empregando os métodos
preconizados pela AOAC International, de maio de 2018 a maio de 2020. A presenc¢a de a0 menos uma matéria
estranha foi observada em 80% das amostras. Pelos animais foram observados em todos os produtos e fragmentos
de insetos foram encontrados na maioria das amostras. Acaro, inseto inteiro, larva de inseto, barbula e extivia
também foram encontrados, além de fibras sintéticas e fragmentos de microplasticos. Quanto a legislacao, 47,8%
das amostras estavam acima dos limites de tolerincia, destas, 90,7% por conterem matérias estranhas indicativas
de falhas na aplicacdo das boas praticas e 9,3% por matérias estranhas indicativas de risco a satde. Os resultados
obtidos denotam ineficiéncia da aplicagao das medidas de boas praticas na cadeia produtiva e alertam para a
intensifica¢do da fiscalizacdo direcionada ao cumprimento das normas sanitdrias, além de provocarem a reflexdo
sobre a necessidade de alteragdes na legislagdo referente as matérias estranhas.

Palavras-chave. Especiarias, Microscopia, Qualidade dos Alimentos, Legislagdo sobre Alimentos.

The aim of this work was to evaluate the presence of foreign matter in nutmeg, (Myristica fragrans Houttuyn),
turmeric (Curcuma longa Linnaeus), ginger (Zingiber officinale Roscoe), colorific (mixture of annatto [Bixa orellana
Linnaeus] with cornmeal), black pepper (Piper nigrum Linnaeus) and paprika (Capsicum annuum Linnaeus)
according to the health legislation. A total of 180 samples were analyzed using the methods recommended by
AOAC International, from May 2018 to May 2020. The presence of at least one foreign matter was observed in
80% of the samples. Animal’s hairs were observed in all the evaluated products and insect’s fragments were found
in the most of the samples. Mites, whole insects, insect larvae, barbules and exuvia were also found, as wellas
synthetic fibers and microplastic fragments. About legislation, 47.8% of the samples were above the tolerance
limits, of these, 90.7% for containing foreign matters indicating failure of good practices and 9.3% for foreign
matters indicating health risk. The results obtained show inefficiency in the application of good practice measures
in production chain and advertise for the intensification of inspection directed to fulfillment of sanitary norms,
besides provoking the reflection on the necessity of alterations in the legislation about foreign matter in foods.
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Especiarias sdo utilizadas ha séculos em todo o mundo para as mais variadas finalidades, como
cosméticos, afrodisiacos e flavorizantes em alimentos'. Além de intensificarem o sabor, seu uso ¢é
muito atrativo pelos beneficios a saude e pela preocupagao com a seguran¢a no consumo em relagao
aos aditivos artificiais®.

Especiarias sao produtos constituidos de partes (raizes, rizomas, bulbos, cascas, folhas, flores, frutos,
sementes, talos) de uma ou mais espécies vegetais, empregadas para agregar sabor ou aroma aos alimentos e
bebidas’. Elas contém poderosos antioxidantes comprovadamente eficazes na inibi¢do da oxidagéo lipidica
e consequente desenvolvimento de rancidez nos alimentos®*.

Além dos antioxidantes, algumas especiarias como curcuma (Curcuma longa Linnaeus), gengibre
(Zingiber officinale Roscoe), pimenta-do-reino (Piper nigrum Linnaeus), paprica (Capsicum annuum
Linnaeus), urucum (Bixa orellana Linnaeus) e noz-moscada (Myristica fragrans Houttuyn) apresentam
muitos beneficios a saide, como propriedades anti-inflamatdrias, antimicrobianas e anticarcinogénicas®”.

O Brasil ¢ um dos maiores produtores mundiais de urucum. Segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE)'’, em 2018 a produc¢ao chegou a 16.613 t. Este corante natural é utilizado
como base para a producao de um condimento conhecido como colorifico, feito a partir da mistura de fuba
com o urucum em pé ou seu extrato oleoso'’.

O IBGE nao disponibiliza informagoes recentes sobre a producao de paprica, curcuma, noz-moscada
e gengibre no Brasil. A paprica é produzida a partir de diversas variedades de pimentdo (C. annuum L.)
maduro, seco e moido'%. Segundo a plataforma Comex Stat'?, banco de dados do Ministério da Industria,
Comércio Exterior e Servigos, somente em 2019 o Brasil importou 2.152 t de pimentas do género Capsicum
trituradas ou em p6, sendo 58% provenientes da China; 1.516 t de curcuma, com 98% vindos da India; 239
t de noz-moscada nao triturada e 51 t de noz-moscada em po, sendo 86% e 97%, respectivamente, oriundos
da Indonésia. A China foi fornecedora de 45% das 83.738 t de gengibre em pd e de 41% das 407.165 t de
gengibre nao triturado importadas pelo Brasil. Todas estas importagoes foram realizadas por via maritima.

De acordo com os dados mais recentes sobre a producio de pimenta-do-reino no Brasil disponibilizados
pelo IBGE™, em 2018 foram produzidas 101.274 t desta especiaria, enquanto 192 t de pimenta do género Piper
foram importadas, sendo 36% oriundas do Vietna e 33% da India também por via maritima.

Para garantir sua inocuidade, a produgdo das especiarias deve obedecer a legislacao vigente de Boas
Praticas de Fabricag¢ao’. A Resolugdo da Diretoria Colegiada, RDC ANVISA n° 14/2014, trata das matérias
estranhas macroscdpicas e microscopicas em alimentos e estabelece limites especificos de tolerancia para
as matérias estranhas indicativas de risco a saude humana e para as indicativas de falhas das Boas Praticas,
incluindo especiarias em geral, paprica e pimenta-do-reino moida'.

Um relatério sobre patdgenos e sujidades em especiarias publicado pelo Food and Drug
Administration (FDA) apontou que cerca de 12% das especiarias importadas pelos Estados Unidos
entre 2007 e 2009 apresentaram sujidades, como insetos ou fragmentos de insetos e pelos de animais'®.
Todos os insetos encontrados sdo considerados pragas de produtos armazenados, sugerindo condigdes
inadequadas de embalagem ou armazenamento e no caso dos roedores sdo amplamente reconhecidos
como reservatérios de doengas e hospedeiros para varios vetores artrépodes'’. O perfil de risco do
FDA relata que a presenca de sujidades em especiarias indica falta de condi¢des sanitdrias e falhas na
aplicagdo de Boas Praticas'®.

No Brasil, alguns estudos indicam a presenga de matérias estranhas em especiarias, como, fragmentos
de insetos, dcaros e pelos de roedor além de outras sujidades em pimenta do reino'® e fragmentos de insetos,
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pelos de roedores e dcaros mortos em canela e paprica®, porém estudos recentes que avaliam as condi¢des
sanitarias de especiarias acompanhando as atualizagdes da legislagao sdo escassos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a presen¢a de matérias estranhas indicativas de riscos a saude
humana e as indicativas de falhas na aplicagdo das boas praticas em cinco tipos de especiarias, sendo noz-
moscada, curcuma, gengibre, pimenta-do-reino e paprica e um condimento, colorifico, produtos que sdo
comumente utilizados na culindria brasileira, além de verificar a conformidade com a legisla¢do sanitdria.

Foram analisadas 180 amostras de cinco diferentes tipos de especiarias, sendo 29 amostras de
noz-moscada moida, 31 amostras de ciircuma em pd, 25 amostras de gengibre em pd, 30 amostras de
pimenta-do-reino moida e 32 amostras de paprica (doce, picante e picante defumada), além de 33 amostras
do condimento de colorifico. As amostras de marcas distintas com lotes e prazos de validade diferentes
foram compradas em estabelecimentos comerciais ou coletadas pelas Vigilancias Sanitarias em 35 cidades
do estado de Sao Paulo. A pesquisa de matérias estranhas foi realizada no Laboratorio de Microscopia
Alimentar do Nucleo de Ciéncias Quimicas e Bromatoldgicas do Centro de Laboratério Regional do
Instituto Adolfo Lutz de Ribeirdo Preto VI no periodo de maio de 2018 a maio de 2020.

Primeiramente foram pesquisadas as matérias estranhas visiveis a olho nu com o auxilio de
equipamentos de menor poder de ampliacdo (microscopio estereoscopico - aumento de 10 a 40x). Para a
extracao de sujidades leves, foram empregados os métodos preconizados nos Métodos Oficiais da Association
of Official Analytical Collaboration (AOAC International)*. Para noz-moscada, circuma, gengibre e colorifico
foram utilizados 10 g de amostra, sendo aplicados os métodos 979.26 (16.14.19), 975.49 (16.14.05), 977.24
(16.14.11) e 975.48b (16.14.04), respectivamente. Para a pimenta-do-reino foram utilizados 50 g de amostra
no método 972.40 (16.14.23) e para a paprica, 25 g aplicando o método 977.25b (16.14.22). Os pelos animais
foram identificados segundo Teerink* e os insetos inteiros de acordo com Pacheco e Paula®.

No Brasil, a RDC ANVISA n° 14/2014" ¢ utilizada como referéncia para a avaliagdo da presenga
de matérias estranhas em alimentos e, quando se trata de especiarias no geral, o anexo 1 desta resolugao
estabelece limite somente para fragmentos de insetos indicativos de falhas das boas praticas, sendo de 80
na aliquota preconizada. A noz-moscada, curcuma e gengibre se enquadram nesta categoria. O anexo 2
estabelece cinco dcaros mortos para os alimentos em geral.

Para pimenta-do-reino sdo permitidos até 60 fragmentos de insetos e um fragmento de pelo
de roedor em 50 g de amostra; e para a paprica, 80 fragmentos de insetos e 11 fragmentos de pelos de
roedor em 25 g de amostra. O colorifico ndo se enquadra na categoria das especiarias por ser classificado
como tempero ou condimento composto por urucum e fubd, portanto a RDC ANVISA n° 14/2014" nao
estabelece limites de tolerdncia de matérias estranhas especificos para este produto, exceto para acaros
mortos e areia ou cinzas insoltiveis, sendo enquadrado na categoria de alimentos em geral.

Das 180 amostras analisadas, 47,8% estavam insatisfatorias em relagdio a RDC ANVISA n° 14/2014",
sendo que, destas, 90,7% por conterem matérias estranhas indicativas de falhas das boas praticas e 9,3%
pela presenca de matérias estranhas indicativas de risco a saide humana.

Na Tabela 1 estdo representados os resultados insatisfatorios por especiaria e por matéria estranha
encontrada de maneira isolada. Vale ressaltar que varias amostras apresentaram mais de um tipo de matéria
estranha concomitantemente.
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Tabela 1. Porcentagem de amostras insatisfatorias por apresentarem a respectiva matéria estranha em quantidade superior
aos limites de tolerancia permitidos ou nao permitidas pela RDC ANVISA n° 14/2014, adquiridas no estado de Sao Paulo no
periodo de 2018-2020

Produtos (%)

Matérias - - .

0z- ; imenta- o
estranhas moscada Cuarcuma Gengibre  Colorifico  j,_reino Paprica
Pelo animal 72,4 61,2 20,0 15,2 60,0 3,1
nao identificado
Pelo de roedor 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 21,9
Fragmentos 37,9 3,2 4,0 0,0 233 0,0
de insetos
Inseto 6,9 16,1 0,0 0,0 0,0 15,6
Larva 3,4 0,0 0,0 0,0 0,0 9,4
Barbula 3,4 0,0 0,0 0,0 6,6 0,0
Exuavia 0,0 0,0 0,0 0,0 3,3 0,0

Do total de amostras analisadas, 80% apresentaram ao menos uma matéria estranha. Pelos animais
e/ou fragmentos de pelo animal foram observados em todos os produtos avaliados e fragmentos de insetos
foram a matéria estranha encontrada no maior nimero de amostras. Acaro, inseto inteiro, larva de inseto,
barbula e extivia também foram encontrados durante as analises (Figura 1).

Pelo animal s 85
@ Fragmentos de insetos e — 130
'E Acaro 16
§ Inseto inteiro  m— 12
E Larva me— 4
S
= Barbula messssssssssssssssssssssssssssss———""—"8" 3
E » .
Exlvia s |

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 980% 100%

Porcentagem de amostras

m Noz-moscada = Clrcuma m Gengibre m Colorifico m Pimenta-do-reino = Paprica
n*= numero de amostras, dentre as 180 analisadas, que apresentou a respectiva matéria estranha

Figura 1. Matérias estranhas encontradas em amostras de cinco tipos de especiarias e um condimento coletados em 35 cidades
do estado de Sdo Paulo no periodo de 2018-2020

A noz-moscada, circuma e gengibre se enquadram na categoria de especiarias, portanto possuem
limite somente para fragmentos de insetos e acaros, sendo 80 e 5, respectivamente’. Deste modo, a presenca
das outras matérias estranhas encontradas nas amostras nao ¢ tolerada.

Sendo assim, 86,2% das amostras de noz-moscada avaliadas estavam em desacordo por apresentarem
ao menos um tipo de matéria estranha acima do limite ou nao tolerada. A noz-moscada continha a
maior diversidade de matérias estranhas e, para fragmentos de insetos, foi a que apresentou a mediana
mais elevada (Tabela 2), o que pode sugerir infestacdo de insetos em algum ponto da cadeia de producao
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anterior a moagem, pois varias das amostras apresentaram altas contagens desta matéria estranha, 11 delas
acima do limite. Estes resultados vao ao encontro dos obtidos por Gecan et al**, que chegaram a isolar
952 fragmentos de insetos de amostras de noz-moscada e também enfatizaram as falhas na protegao das
especiarias contra insetos e outros animais.

Tabela 2. Estatistica descritiva da contagem de matérias estranhas detectadas em amostras de cinco tipos de especiarias e um

condimento adquiridos no estado de Sao Paulo, no periodo de 2018-2020

Produtos Matérias estranhas amI\(I)osti:s* Média Mediana Minimo Maximo
ae " eitde Ll L0 00 30
Frag.** de insetos 27 75,1 38,0 0,0 267,0
Acaro 11 0,8 0,0 0,0 3,0
Larva de inseto 1 0,1 0,0 0,0 4,0
Inseto inteiro 2 0,1 0,0 0,0 1,0
Barbula 1 0,0 0,0 0,0 1,0
Cimma  Medewmmine oy w0 w4
Frag. de insetos 25 18,8 3,0 0,0 380,0
Inseto inteiro 5 0,2 0,0 0,0 1,0
Cogbre - Bedemiminio 5oy a0 g
Frag. de insetos 24 18,3 5,0 0,0 105,0
Cloieo Modeamlrio s g w0 w0
frewmedmmine 0w w0 e
n=30 Frag. de insetos 30 90,6 20,5 2,0 1075,0
Acaro 5 0,4 0,0 0,0 4,0
Barbula 2 0,6 0,0 0,0 1,0
Exavia 1 0,0 0,0 0,0 1,0
B Mhdemmie w0 w0
Pelo de roedor 16 12,5 0,5 0,0 88,0
Frag. de insetos 24 7,8 2,0 0,0 47,0
Larva de inseto*** 3 0,6 0,0 0,0 15,0
Inseto inteiro™*** 5 0,3 0,0 0,0 5,0

*Numero de amostras que apresentaram as respectivas matérias estranhas
**Frag.= Fragmentos

***Uma das amostras apresentou numero incontével de individuos e foi excluida da analise estatistica
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Das amostras de noz-moscada que continham larvas, duas estavam vivas e os insetos inteiros
encontrados estavam mortos. Além da infestacdo das especiarias anteriormente a moagem, a infesta¢ao
em outros pontos da cadeia produtiva pds-moagem também deve ser considerada, ja que individuos
inteiros, inclusive vivos, também foram isolados. Em uma das amostras foi possivel identificar o inseto
como pertencente a ordem Psocoptera, que sao insetos pequenos, ativos, onivoros, de ciclo de vida curto,
capazes de absorver dgua da atmosfera e tolerantes aos inseticidas®. As secre¢des de pragas primarias e
secundarias contém proteinas que podem funcionar como alérgenos e a maioria deles é isolada dos corpos
e fezes de dcaros e psocdpteros, podendo ocasionar danos a saide®. Valbuza et al*’ analisaram 200 amostras
de 20 tipos de especiarias e plantas medicinais desidratadas e isolaram 4.755 espécimes de psocopteros,
porém, ndo encontraram nenhum individuo nas amostras de urucum, circuma, noz moscada e paprica
doce avaliadas, diferente dos resultados encontrados neste trabalho.

A maior parte das amostras de noz-moscada foi considerada insatisfatdria por conter pelo de animal
nao identificado. Em uma das amostras, além de dois fragmentos de pelo, uma barbula foi isolada, que sdo
partes de ramifica¢des de penas das aves. A legislacdo brasileira considera barbula de pombo como uma
matéria estranha de risco a saide e ndo estabelece limite para barbulas, mesmo que de outras aves, para
nenhum dos produtos avaliados neste trabalho'.

A ctircuma apresentou 64,5% das amostras em desacordo com a legislagdo. Uma das amostras, além
de conter um inseto inteiro morto da ordem Psocoptera, também apresentou 380 fragmentos de insetos,
quantidade muito acima do limite tolerado. Todas as outras amostras que continham fragmentos de insetos
apresentaram quantidades abaixo do limite permitido. O maior problema entre as amostras foi a presenga
de pelos animais, indicando falha nas boas praticas.

Para gengibre, 24,0% das amostras estavam em desacordo com a legislagio. Em 96% das amostras
foi possivel observar a presenca de fragmentos de insetos, porém uma tnica amostra ultrapassou o limite
estabelecido pela legislagdo, apresentando 105 fragmentos. Pelos animais também foram os mais frequentes
dentre as matérias estranhas isoladas.

Do total de amostras de colorifico analisadas 15,2% foram consideradas como insatisfatérias por
conterem pelos animais ou seus fragmentos, matérias estranhas indicativas de falhas de boas praticas,
sendo que somente uma amostra apresentou dois fragmentos, o restante continha somente um. Esses
pelos ndo puderam ser identificados por se tratarem de subpelos, que sdo pelos mais finos e ondulados,
predominantes na pelagem do animal, porém de valor taxondmico limitado®. Os fragmentos de pelos
animais tampouco apresentavam regides caracteristicas para identifica¢ado. O mesmo ocorreu com as
amostras de noz-moscada, curcuma, gengibre e pimenta-do-reino. Morais et al*® avaliaram 14 amostras
de colorifico e observaram matérias estranhas em 25% delas, incluindo uma larva morta e um pelo de
felino. Apesar de o colorifico ser um condimento bastante utilizado na culindria, estudos para avaliacao da
presenca de matérias estranhas neste produto sdo escassos.

A pimenta-do-reino apresentou 63,3% das amostras em desacordo com a legislagdo, sendo que
100% das amostras continham fragmentos de insetos. Atui et al*® e Graciano et al'” obtiveram resultados
semelhantes, encontrando fragmentos de insetos em 100% de 22 amostras avaliadas no primeiro estudo e
98,5% de 69 amostras no segundo.

Uma das amostras de pimenta-do-reino apresentou o nimero maximo de fragmentos de insetos
encontrados entre todos os produtos analisados, sendo de 1.075, o que provocou a eleva¢do da média
(Tabela 2). Graciano et al' também obtiveram elevada contagem maxima de fragmentos de insetos, sendo
de 1.323 fragmentos, porém defendem que amostras muito contaminadas nao representam a realidade e
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dependem das medidas sanitarias adotadas pelas industrias, que deveriam ser frequentemente monitoradas,
visando um produto indcuo ao consumo. Gecan et al*’, em um estudo, detectaram fragmentos de insetos
em 98,4% das amostras de pimenta do reino, além de pelos de roedor em 13,1% e barbulas em 23,2%.

A presenca de extivia em uma das amostras de pimenta-do-reino sinaliza que o alimento foi
infestado por artrépodes, pois representa uma evidéncia de sua presenca ou o estabelecimento de uma
populagdo reprodutivamente ativa'.

O pelo de roedor é considerado uma das matérias estranhas indicativas de risco a saide humana
por ser capaz de veicular agente patogénicos para os alimentos'. Para pelos de outros animais, a legislagdo
brasileira ndo estabelece limite, o que faz com que 60% das amostras avaliadas sejam consideradas
insatisfatorias por conterem pelos de animais nao identificados, matérias estranhas indicativas de falhas das
boas praticas. Neste caso, cabe uma reflexao, pois se uma amostra apresentasse um fragmento de pelo de
roedor, que representa risco a saude, estaria satisfatoria por estar dentro do limite estabelecido, porém seria
considerada insatisfatoria se o fragmento de pelo fosse de outro animal, que nado representa risco. Compete
aos orgaos regulatdrios uma discussdo sobre a possibilidade de se estabelecer um limite de tolerancia para
fragmentos de pelos que nao sejam de roedor para uma proxima revisao da legislagao.

Com relagdo a paprica, 34,4% das amostras estavam em desacordo com a legislagao por apresentarem
ao menos um tipo de matéria estranha e este foi o inico produto a apresentar amostras insatisfatorias por
conterem matéria estranha de risco a saide humana.

Sete amostras continham fragmentos de pelo de roedor acima do limite permitido, sendo que 88
fragmentos de pelo chegaram a ser isolados de uma tnica amostra (Tabela 2). A presenca destes pelos
no alimento denota o contato do animal com o produto em alguma etapa do processamento, propiciando
sua contaminagdo por meio de excregdes. As especiarias e condimentos sdo, muitas vezes, adicionadas ao
alimento apos o seu cozimento e o fato de conterem matérias estranhas que representam riscos a saude e
nao passarem por tratamento térmico antes de serem ingeridas pode agravar esse risco. Os fragmentos de
insetos estavam presentes em 75,0% das amostras de paprica. Pauli-Yamada et al*! obtiveram resultados
semelhantes ao analisarem 43 amostras de paprica e recuperar fragmentos de insetos em 79,0% delas,
porém a média e a mediana foram mais elevadas, sendo de 31,9 e 13,0, respectivamente, o que denota maior
contamina¢ao nas amostras. Estes autores encontraram quantidades maiores de fragmentos de insetos em
amostras adulteradas quando comparadas a amostras auténticas, sugerindo que parte deles pode ter sido
carreada pelos ingredientes adicionados ao produto.

Em 16 amostras de paprica, os pelos encontrados apresentaram o padrao medular compativel com
o padrao de pelos do camundongo Mus musculus L.** e somente em uma amostra o fragmento de pelo
nao pdde ser identificado devido a auséncia de regides caracteristicas para a identificagdo. Assim como
encontrado no estudo feito por Pauli-Yamada et al*', que verificaram que 91,0% das amostras continham
pelos de roedor, os fragmentos de pelo de camundongo isolados das amostras eram muito semelhantes
entre si, de tamanhos variados, porém muito pequenos e com as extremidades aparentemente cortadas
(Figura 2). Pelas caracteristicas observadas, os autores inferiram que os pelos tenham sido triturados junto
ao produto, demonstrando contaminagao prévia ao processo de moagem.

Apesar de a frequéncia e quantidade de pelos de camundongo encontradas neste trabalho terem
sido menores que as de Pauli-Yamada et al’’, elas ainda sdo elevadas quando comparadas aos pelos animais
encontrados nos outros produtos avaliados, o que indica falhas na higienizagdo da matéria prima ou
infestacao de roedores em algum ponto da cadeia produtiva.

Os roedores sdo a principal praga da plantagdo de pimentdo e os danos causados por eles afetam a
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Figura 2. Fragmento de pelo de Mus musculus L. encontrado em uma amostra de paprica, evidenciando o tamanho diminuto e
a aparéncia das extremidades

quantidade e a qualidade da paprica ainda antes da colheita®. Ratos e camundongos sdo os roedores mais
frequentemente encontrados em ambientes de alimentos armazenados, a presenca deles é indicativa de
condigdes sanitarias insatisfatorias e pode ser observada pelas excretas, roeduras e ninhos no ambiente". Silva
e Martini* analisaram 1.473 amostras de varios tipos de alimentos e pelos de roedor foram identificados em
2,5% delas, sendo que as especiarias e condimentos foram os alimentos que mais apresentaram esta sujidade.

No exame macroscopico de uma das amostras de paprica, a quantidade de insetos vivos e mortos e
larvas vivas encontrada foi incontavel devido ao alto nivel de infestagdo, além de conter 71 larvas mortas.
Os insetos inteiros desta amostra foram identificados como Lasioderma serricorne Fabricius (Coleoptera) e
formigas, que sdo insetos da ordem Hymenoptera (Formicidae) e representam risco a satude.

Memon et al** avaliaram a susceptibilidade da paprica ao ataque de L. serricorne E e a classificaram
como moderada quando comparada ao cominho, que foi o mais susceptivel. Os autores afirmam que os
parametros fisicos como temperatura, umidade e valor nutricional sdo os principais fatores que influenciam
na infestagdo. Deste modo, a infestacao por L. serricorne F. observada na amostra de paprica indica possiveis
condi¢oes inadequadas de armazenamento pos-moagem por falhas no controle de temperatura e umidade,
que permitiram a reproducao destes insetos resultando em um produto altamente infestado.

L. serricorne F. pode infestar o ser humano acidentalmente, possibilitando sérios danos as criancas e
aos idosos®. Um inseto vivo do género Oryzaephilus sp. (Coleoptera) também foi identificado em uma das
amostras de paprica. O potencial de artrépodes hospedarem e transmitirem bactérias ja foi documentado®.

Correia et al® analisaram 56 amostras de pdprica e encontraram as mesmas matérias estranhas
isoladas neste trabalho, além de dcaros mortos, indicando falhas na protecdo do pimentao contra o ataque
de insetos e outros animais durante o cultivo, colheita, armazenamento e transporte.
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Figura 3. Aspecto das fibras sintéticas coloridas detectadas em uma amostra de péprica

Fibras sintéticas coloridas (Figura 3) e fragmentos que aparentavam ser de plasticos microscdopicos
apareceram em 58,9% e 16,7% das 180 amostras, respectivamente.

A RDC ANVISA n° 14/2014" nao menciona fibras sintéticas e fragmentos plasticos, somente objetos
rigidos, fragmentos de vidro e filmes plasticos quando se referem as matérias estranhas indicativas de risco
a saide humana. Fibras sintéticas e fragmentos plasticos poderiam se enquadrar no item que corresponde a
outros materiais nao relacionados ao processo produtivo, indicando falhas nas boas praticas, porém caberia
um item especifico para elas na legislagao, ja que tém sido observadas em varios alimentos, como agucar,
mel, cerveja e sal***!. A identificacdo dos microplasticos ¢é feita por meio de técnicas de espectroscopia no
infravermelho para determinar os tipos de polimeros constituintes*!, porém nao foi realizada neste estudo.
E importante relatar a ocorréncia destas particulas em especiarias, pois o aumento da conscientizacao
sobre a ocorréncia de contaminagdo por plastico no meio ambiente tem despertado o interesse para seu
monitoramento*. Estudos futuros sdo necessarios para investigar a origem e composigao destas matérias
estranhas e definir as implicacdes de sua ingestao na saude humana.

Acaros vivos nio foram encontrados em nenhum dos produtos avaliados e, apesar de dcaros mortos
terem sido isolados de amostras de pimenta-do-reino e noz-moscada, nenhuma amostra foi considerada
insatisfatoria por conter acaros mortos acima do limite permitido na legislacao. Entretanto, a ocorréncia
de populagoes reprodutivamente ativas destes artropodes em especiarias nao pode ser descartada, uma vez
que Valbuza et al* isolaram acaros vivos de 20 tipos de especiarias e plantas medicinais desidratadas, dentre
elas urucum, circuma, noz-moscada e paprica doce. Acaros ja foram relatados como disseminadores de
fungos e produtores de alérgenos***.
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Segundo o Regulamento técnico para especiarias, temperos e molhos, constante na RDC ANVISA
n°® 276/2005° as especiarias devem ser obtidas, processadas, embaladas, armazenadas, transportadas e
conservadas em condi¢des que ndo produzam, desenvolvam e ou agreguem substancias fisicas, quimicas
ou bioldgicas que coloquem em risco a saude do consumidor’. Dentre os produtos avaliados, a maioria é
importada por via maritima, somente o urucum e a pimenta-do-reino sao produzidos no Brasil. A adogao
de medidas de controle na cadeia produtiva destes produtos, seja na produ¢ao, no transporte durante a
importagdo ou no armazenamento posterior precisa ser garantida. Produtores, importadores e comerciantes
compartilham a responsabilidade de oferecerem um produto que nao apresente riscos aos consumidores e
que atenda a legislagdo sanitaria brasileira.

Os resultados obtidos neste estudo denotam a ineficiéncia da aplicacdo das medidas de boas praticas
ao longo de toda a cadeia de produgédo dos produtos analisados e alertam para a intensificagdo da fiscalizagao
direcionada ao cumprimento das normas sanitarias para a produgdo, importacao e comercializa¢ao das
especiarias e condimentos, visto o elevado percentual de amostras classificadas como insatisfatorias por
ndo atenderem a legislagdo sanitdria, apresentando tanto matérias estranhas indicativas de falhas de boas
praticas como indicativas de risco a saide humana acima do limite tolerado.

Os resultados também provocam a reflexdo sobre a necessidade de alteragdes na legislacdo referente
as matérias estranhas em alimentos quanto ao limite de tolerancia para pelos animais que nao sejam de
roedores e também quanto a inclusdo de fibras sintéticas e fragmentos plasticos microscopicos pela
frequéncia que foram detectados nas amostras analisadas e em estudos realizados com outros alimentos.

Tendo em vista a caréncia de estudos referentes a avaliagdo de matérias estranhas em especiarias,
principalmente em ctircuma, noz moscada e gengibre, e também no condimento colorifico, os dados
obtidos contribuirdo para a avaliagdo dos padroes de qualidade desses produtos oferecidos no mercado.

Os autores declaram nao existir conflitos de interesse.
Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (Processo FAPESP: 2018/07009-7).
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Especiarias sdo produtos constituidos de partes de espécies vegetais com importante valor alimenticio e diversos
beneficios para a satide. O objetivo deste trabalho foi pesquisar adultera¢cdes na composi¢ao de curcuma (Curcuma
longa Linnaeus), gengibre (Zingiber officinale Roscoe), noz-moscada (Mpyristica fragrans Houttuyn), paprica
(Capsicum annuum Linnaeus), pimenta-do-reino (Piper nigrum Linnaeus) e colorifico (mistura de urucum, Bixa
orellana Linnaeus, com fubd). Foram analisadas 180 amostras adquiridas em municipios do estado de Sao Paulo. A
investigacdo dos elementos histoldgicos foi feita por microscopia 6ptica, a analise dos corantes por cromatografia
em papel e a quantificagdo da bixina por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Das amostras analisadas, 16,1%
apresentaram elementos histoldgicos estranhos ao produto, sendo que nenhuma amostra apresentou corante
orgénico artificial. A concentragao de bixina nas amostras de colorifico variou entre 0,6 e 105,3 mg/100g, com
média de 18,9 mg/100g e desvio padrdo de 17,7 mg/100g. A avaliagio microscopica revelou que a maioria das
adulteracdes ocorre pela adigdo de amido de Zea mays. O colorifico ndo apresentou adulteragdes, porém foi
constatada a necessidade de uma padroniza¢ao da concentragdo de bixina. Este estudo demonstrou a necessidade
da intensificacdo do monitoramento de adulteragdes em especiarias para que a comercializagdo de alimentos
fidedignos seja garantida.

Palavras-chave. Especiarias, Cromatografia, Microscopia, Legislacdo sobre Alimentos, Fraude.

Spices are products made up of parts of plant species, with important nutritional value and many health benefits.
The aim of this work was to evaluate adulterations in turmeric (Curcuma longa Linnaeus), ginger (Zingiber officinale
Roscoe), nutmeg (Myristica fragrans Houttuyn), paprika (Capsicum annuum Linnaeus), black pepper (Piper nigrum
Linnaeus) and colorific (mixture containing Bixa orellana with cornmeal). A total of 180 samples purchased in the
municipalities of the state of Sdo Paulo were analyzed. The investigation of the histological elements was performed
by optical microscopy, the analysis of the dyes was carried out using paper chromatography and the quantification
of the bixin was performance by high performance liquid chromatography. Of the 180 samples analyzed, 16.1%
presented strange histological elements, classified as adulterations. Among the adulterated samples, none showed
organic dye. Bixin analysis was carried out on colorific samples, ranging from 0.6 - 105.3 mg/100g, with an average
of 18.9 mg/100g and standard deviation of 17.7 mg/100g, demonstrating the need to regulate the annatto extract
concentration range added into the condiment. The evaluation demonstrated the necessity to monitor adulteration
in spices, so that producers and merchants provide food with quality to the consumer.

Keywords. Spices, Chromatography, Microscopy, Legislation, Food, Fraud.
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As especiarias sdo produtos constituidos de partes (raizes, rizomas, bulbos, cascas, folhas, flores,
frutos, sementes, talos) de uma ou mais espécies vegetais'. Sua importancia é reconhecida na preparagao
de pratos, pois, proporcionam sabor e aroma. Além disso, possuem diversos beneficios para a saude, por
conterem moléculas antioxidantes que podem substituir aditivos artificiais; sdo constituidos de compostos
que estimulam o apetite e compostos fendlicos de importincia nutricional*® e possuem propriedades anti-
inflamatorias, antimicrobianas e anticarcinogénicas®*'.

Como geralmente as especiarias sdo moidas, estdo sujeitas a adicdo de ingredientes de menor valor
econdmico sem que o consumidor perceba, caracterizando fraude. A fraude alimentar é a a¢do na qual ha
modificagdo do produto de maneira intencional para ganhos econdmicos por parte do produtor'? e englobam
agdes como adulteragdes, falsas declaragdes na lista de ingredientes e falsificagdes de produtos*'*. Em alguns
casos, essas alteragdes culminam em riscos a satide do consumidor, assim como implicagdes economicas'>*®.

Os produtos alterados, adulterados, falsificados, fraudados ou em desacordo com as normas
regulamentares de fabricagao, distribui¢ao ou apresenta¢do sao considerados impréprios ao uso e consumo
segundo o Codigo de Defesa do Consumidor'”. A Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) n° 259, de 20 de setembro de 2002 aprova o regulamento
técnico sobre rotulagem de alimentos embalados e considera a lista de ingredientes dos produtos como
valor de referéncia'®. A identificagdo dos elementos histologicos caracteristicos de cada substéncia propicia
a microscopia a verificagdo da identidade do produto e a conformidade com a legislagao'**.

A aparéncia de um produto é importante para a sua aceitabilidade por parte do consumidor, e
provavelmente a cor é o fator mais observado nos alimentos. Corantes naturais ou artificiais sio compostos
que conferem, intensificam ou restauram a cor de um alimento. A vantagem do corante sintético é que possui
a capacidade de conferir grande intensidade de cor e estabilidade, superando a dos corantes naturais*'. Porém,
a sua utilizagdo em alimentos é estabelecida em legislacdo e, segundo a legislagdo brasileira, os temperos e
especiarias ndo podem ser adicionados de corantes organicos sintéticos*. A cor das especiarias coloridas
deve ser somente a dos vegetais que a compdem e a adi¢ao de corantes sintéticos a estes produtos caracteriza
fraude.

O colorifico ¢ uma mistura de fuba com o urucum em p6 ou extrato oleoso®. A produgao de colorifico
a partir da adi¢do de extrato de urucum impossibilita a comprovagao da presenca do vegetal no produto
pela técnica microscopica por ndo apresentar elementos histologicos, portanto é necessario empregar outras
técnicas para averiguar tal presenca no condimento. Entre os diversos componentes coloridos, a bixina é o
principal carotenoide presente na semente de urucum e/ou extrato de urucum?®, a sua detecgdo é indicativa
da presenga do urucum em p6 ou de seu extrato, este analito pode ser quantificado utilizando a cromatogratia
liquida de alta eficiéncia®.

Este trabalho teve como objetivo pesquisar possiveis adulteragdes em amostras de curcuma, gengibre,
noz-moscada, paprica, pimenta-do-reino e colorifico por meio da identificagdo dos elementos histoldgicos
caracteristicos dos produtos, avaliar a presenca de corantes artificiais nos produtos coloridos (condimento
colorifico e especiarias clircuma e paprica) e verificar a concentragao de bixina nas amostras de colorifico.

Amostras

Foram analisadas 180 amostras de seis diferentes tipos de especiarias e condimento, em po, sendo 31
de ctircuma, 25 de gengibre, 29 de noz-moscada, 32 de paprica (doce, picante e picante defumada), 30 de
pimenta-do-reino e 33 de colorifico. As amostras eram de marcas distintas com diferentes lotes e prazos de
validade, 138 foram compradas em estabelecimentos comerciais pelos participantes do trabalho e 42 coletadas
pelas Vigilancias Sanitarias em cidades do estado de Sao Paulo. O estudo foi realizado no Nucleo de Ciéncias
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Quimicas e Bromatologicas do Centro de Laboratério Regional do Instituto Adolfo Lutz de Ribeirao Preto VI
no periodo de maio de 2018 a maio de 2020.

Equipamentos

Microscépio 6ptico Leica DM 2500 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) usado para
identificagdo dos elementos histoldgicos das amostras. Banho-maria (Ibacli, Brasil) utilizado para
aquecer as amostras para analise de corantes; sistema cromatografico (Shimadzu Instruments, Kyoto,
Japao) com detector por arranjo de diodo, injetor com loop 50 uL (Rheodyne, Cotati, CA, EUA) e
coluna cromatografica, YMC Pack ODS-AQ, 150 x 4.6 mm, 3 pm, 12nm column (YMC Co., Ltd, Kyoto,
Japao), usado para analisar a bixina; espectrofotdmetro (Analytikjena, Jena, Alemanha) usado para
quantificar o padrao de bixina.

Identificacao dos elementos histoldgicos

Para a analise dos elementos histologicos as amostras foram homogeneizadas, pesadas e clareadas
com hipoclorito de sédio a 2,5%. As laminas foram confeccionadas usando dgua glicerinada a 2%,
com posterior leitura realizada em microscépio 6ptico, com aumento de 100 e 400X, de acordo com a
metodologia descrita por Rodrigues et al® e a identificagao, conforme Winton e Winton?® e Menezes?.

Analise qualitativa de corantes organicos artificiais em amostras de colorifico, circuma e paprica

O método para o estudo de corantes artificiais em alimentos foi realizado de acordo com “Métodos
fisico-quimicos para analise de alimentos™*!, métodos 051/IV e 086/IV com a extragao e fixagado em la dos
corantes realizada em meio acido seguido da dessor¢ao dos corantes da 1a em meio basico. A identificagao
dos corantes foi feita por meio de cromatogratia ascendente em papel, como fase maével, utilizando citrato
de sddio, hidréxido de amonio e agua. Os corantes organicos testados foram: escarlate, vermelho sélido,
eritrosina, ponceaux 4R, ponceaux SX, bordeaux S, vermelho cereja, vermelho 40, vermelho vivo, amarelo
tartrazina e amarelo crepusculo. Foi realizada a analise da presenca de corantes artificiais nas amostras
estudadas que naturalmente apresentavam coloragao devido a sua composi¢ao, como o colorifico, circuma
e paprica, e que foram classificadas como adulteradas pela avaliagao microscépica.

Analise de bixina em amostras de colorifico

A analise de bixina foi realizada nas 33 amostras de colorifico. Para a extracdo e quantificagdo da
bixina nestas amostras empregou-se o método descrito por Tocchini e Mercadante, com modificagdes.
Os volumes de extragdo utilizados foram mantidos para o metanol e acetona, porém o baldo de 50 mL foi
substituido pelo de 25 mL. A alteragdo na fase movel foi na propor¢ao dos componentes, no método original
a composicao da fase movel era de acetonitrila + 2% acido acético (65+35, v/v), no método modificado foi
alterado para acetonitrila + 2% acido acético (80+20, v/v). As analises foram realizadas em duplicata.

As condigdes cromatograficas utilizadas para esta analise foram: detector por arranjo de diodo; fase
moével modificada, 2% acido acético aquoso: acetonitrila (2:8 v/v); vazao, ImL/min; intervalo de comprimento
de onda, 300-800nm; quantificagdo no pico de comprimento de onda da fase mével utilizada, 459nm.

A concentragdo do padrao de bixina foi determinada por meio da espectrofotometria a partir da
dissolugdo em 50 mL de cloroférmio, com leitura em 470nm, absortividade molar, 3230 L/g.cm®. Esta solugdo
foi a empregada como padrao nas analises e utilizada na etapa de avaliagao da recuperagdo do método.
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A curva de calibragdo foi injetada no intervalo de 1 — 5 ug/mL. A quantificacdo da bixina nas
amostras de colorifico foi realizada por meio da comparagio entre as areas do pico da amostra com a do
padrdo injetado. A recuperagao foi realizada utilizando fuba como matriz, a concentragao de bixina final na
amostra foi de 5,24 mg/100 g, andlise em 4 replicatas.

Avaliagao Microscopica

Como a RDC ANVISA n° 259/2002 prevé a obrigatoriedade da declaragao de lista de ingredientes
no roétulo dos alimentos embalados quando o produto é composto por mais de um componente e determina
a lista de ingredientes como valor de referéncia’®, os elementos histolégicos detectados nas amostras e nao
listados no rétulo foram considerados estranhos ao produto.

Os resultados das analises microscopicas revelaram que o amido de Zea mays (milho) foi o elemento
histolégico estranho encontrado com maior frequéncia entre as amostras analisadas (Tabela).

Tabela. Distribuicdo das amostras adulteradas e o tipo de elemento histoldgico estranho encontrado nas especiarias, no periodo
de maio de 2018 a maio de 2020

Presenca de elementos histolégicos

R estranhos a composi¢io
Especiarias dulterad
adulteradas Amido de Amido de Zea mays e
Zea mays Bixa orellana

Carcuma
(n = 31) 10 7 3
Gengibre

2 2
(n=25) 0
Noz-moscada
(n=29) 3 3 0
Paprica

11 1 1
(n = 32) 0
Pimenta do reino 3 3 0

(n=30)

As listas de ingredientes das amostras analisadas continham apenas a especiaria referente ao
produto, contrariando a pesquisa de elementos histolégicos, que constatou a presenga de amido estranho
em 16,1% das amostras, sendo que, destas, 55,2% continham amido de Z. mays e 44,8%, amidos de Z. mays
e B. orellana concomitantemente, advertindo para a possibilidade de fraude (Figura 1). Todas as amostras,
mesmo as adulteradas, apresentaram elementos histologicos caracteristicos da especiaria estudada, nao
tendo sido observada a adulteragdo por substituicao total da especiaria.

Pauli-Yamada et al® analisaram 43 amostras de péaprica, aplicando o mesmo método, e observaram
elementos estranhos a paprica em 30% das amostras, sendo o amido de Z. mays o ingrediente adicionado
com maior frequéncia, em 85% das amostras adulteradas. Em 46% destas amostras a adi¢do do amido de Z.
mays ocorreu simultaneamente a adi¢do de B. orellana.

Pelo fato de o amido de Z. mays apresentar baixo valor agregado quando comparado as especiarias
avaliadas, este fator se torna mais um indicio de que a incorporagéo foi feita de maneira proposital com o
intuito de gerar lucros.

Apesar de 51,5% das amostras de colorifico nao terem revelado a presenca de elementos histolégicos
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Figura 1. Amostras adulteradas de especiarias. (A) Amostra de gengibre apresentando o amido caracteristico (seta vermelha) e
amido de Zea mays (seta laranja) e (B) amostra de curcuma apresentando o amido caracteristico (seta verde), amido de Zea mays
(seta laranja) e amido de Bixa orellana (seta preta)

de B. orellana e terem apresentado somente amido de milho, nenhuma amostra foi considerada adulterada
devido a necessidade de analises de cromatografia, que serdo apresentadas em seguida.

Avaliagao fisico-quimica

Corantes organicos artificiais

A analise da presenca de corantes foi realizada nas amostras adulteradas de ctircuma, péprica e nas
amostras de colorifico que ndo apresentaram os elementos histoldgicos de urucum com o intuito de verificar
se a coloragao era originaria somente da especiaria ou da adigao de corantes artificiais. A coloracao destes
produtos varia de vermelha a amarela, desta forma foram selecionados os corantes organicos artificiais de
cor vermelha e amarela permitidos em alimentos, pois, para dar o tom da cor da especiaria uma forma seria
a combinacdo de varios corantes destas tonalidades.

Para circuma e paprica, as amostras auténticas segundo a analise histologica continham somente a
especiaria analisada, portanto a cor ¢ intrinseca aos elementos histologicos que compoe a espécie vegetal. Foi
realizada analise qualitativa de corantes artificiais em 11 amostras de paprica e 10 de circuma que apresentavam
outros elementos histoldgicos além da especiaria estudada, porém os corantes artificiais ndo foram detectados,
sendo a coloragao devido a especiaria e ao amido de Z. mays, que apresenta coloragao amarelada.

No caso do colorifico, a cor é originaria principalmente do urucum ou seu extrato. Neste condimento,
a analise dos corantes foi realizada em 17 amostras que ndo apresentaram os elementos histolégicos do
urucum, porém nenhuma delas apresentou corantes artificiais em sua composi¢do. Portanto, a cor das
amostras que ndo continham elementos histolégicos de urucum provavelmente é originaria do extrato e,
para fazer essa verificacdo, utiliza-se a analise de concentragdo de bixina.

A adigdo de corantes artificiais parece nao ser um problema de fraude em especiarias com base nos
resultados obtidos, porém nao foram encontrados estudos relacionados a corantes artificiais em especiarias
para comparagoes.

Concentragao de bixina
O principal ingrediente do colorifico é o urucum e em 15 amostras os rétulos indicavam a presen¢a
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de extrato de urucum, suspensio oleosa ou urucum hidrossoluvel, que apresentam a bixina como principal
carotenoide.

A diminui¢ao do volume do solvente extrator da bixina foi feita com a finalidade de utilizar menos
metanol, diminuindo o custo da analise gerando menos residuos. A propor¢ao dos componentes da fase
movel foi modificada com o intuito de diminuir o tempo de analise cromatografica, diminuindo assim a
quantidade de fase modvel necessaria para a detec¢do do pico da bixina, gerando menos residuo quimico.
No método original o tempo de retengdo era de 24,8 minutos e com a modificagdo passou a ser de 7,1
minutos. A mudanga foi eficiente, pois nao houve picos interferentes na regido de eluicdo da bixina, como
mostra a Figura 2.
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Figura 2. Cromatograma bixina. (a) padrdo de bixina, 3pg/mL e (b) amostra de colorifico, 0,84 pg/mL (84 pg bixina/g de
colorifico). Detector por arranjo de diodos; fase mével, acetonitrila + 2% acido acético (80+20, v/v)
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A linearidade foi no intervalo de 1 — 5 pg/mL. A recuperagao da bixina na concentragdo de 5,2
mg/100g foi de 69% com desvio padrao de 2,3% e coeficiente de variagao de 3,4%.

Todas as amostras de colorifico analisadas continham bixina, o que foi confirmado pelo tempo de
retengdo e perfil espectrofotométrico similar ao do padrdo da mesma. A presenca deste carotenoide em
todas as amostras comprova a adi¢do de urucum em po ou seu extrato ao produto.

A concentragdo de bixina nas amostras analisadas teve um intervalo entre 0,6 e 105,3 mg/100g,
com média de 18,9 mg/100g e desvio padrao de 17,7 mg/100g, demonstrando que ndo ha uma
regularidade com relagdo a adigdo de urucum ao colorifico, o que causa varia¢do de tonalidades na
coloracao do condimento.

Aparentemente a concentragao de bixina n3o estd relacionada ao ingrediente adicionado, de urucum
em pod ou seu extrato, pois variou tanto nas amostras que apresentaram elementos histologicos de urucum
quanto nas que s6 continham amido de Zea mays.

Esta variacdo também foi observada por outros autores. Tocchini e Mercadante* analisaram 25
amostras de colorifico, de 7 marcas diferentes, e os teores de bixina variaram de 154 a 354 mg/100g. Almeida
et al*® analisaram 5 amostras e o percentual do analito variou de 6,80 a 14,43%. Os autores dos trabalhos
concluiram que, devido a variagao de teor de bixina encontrada nas amostras, ¢ necessario que a concentragao
de urucum a ser adicionada ao colorifico seja padronizada como orientagdo as industrias fabricantes.

A avaliagdo microscopica revelou que a maioria das adulteragdes em especiarias ocorre pela adi¢ao
de amido de Zea mays. Esta agao, quando intencional, fere o Cdodigo de Defesa do Consumidor por se
tratar de produto inadequado e produzido para ser comercializado de maneira enganosa. A variagdo da
cor observada nas amostras de um mesmo produto ocorreu devido aos seus proprios componentes, pois
nenhuma das amostras analisadas revelou a presenca de corantes artificiais.

O colorifico foi o nico produto analisado que ndo apresentou adulteragdes, porém a grande variagdo
de concentragdo de bixina nas amostras sugere a necessidade de uma padronizagio, ou seja, estabelecer
valor do teor de bixina nos colorificos, pelos 6rgaos reguladores. Este estudo demonstrou a necessidade da
intensificacdo do monitoramento de adulteragcdes em especiarias para que a comercializagdo de alimentos
fidedignos seja garantida.

Os autores declaram nao existir conflitos de interesse.
Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (Processo FAPESP: 2018/07009-7).
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Dietas populares, como as detox, surgem a todo o momento. Todavia, poucos dados cientificos comprovam a
eficacia e segurancga destas dietas. Este trabalho avaliou rétulos de bebidas a base de frutas e vegetais e identificou
as que se autodenominam detox. Tratou-se de estudo transversal descritivo, realizado de setembro a outubro/2016.
O tamanho da por¢do na informagdo nutricional e as alegagdes encontradas nos rétulos foram analisados em
relacdo as legislacoes vigentes. Composi¢ao nutricional, quantidade total de ingredientes e presenca de aditivos
alimentares e/ou outros ingredientes nao usuais em preparagdes culindrias foram comparados entre as bebidas
detox e as comuns. De 83 produtos analisados, 9,6% (n=8) se autodenominaram detox. A composi¢ao nutricional
e o numero médio de ingredientes nao diferiram entre as bebidas detox e as comuns. Alegagdes nutricionais e de
saide estavam presentes em 77,1% (n=64) dos produtos e 53,0% (n=44) apresentaram alega¢des nao previstas na
RDC n° 54/2012. As informagdes mais frequentes foram quanto aos teores de micronutrientes, agtcares, sddio
e fibras. O termo detox, apesar de ndo permitido, é encontrado neste tipo de produto no mercado brasileiro.
Os resultados sugerem que o termo detox seja utilizado mais como estratégia de marketing do que como real
alegacio de propriedade nutricional.
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Popular diets, such as detox, appear all the time. However, few scientific data prove the efficacy and safety of these
diets. This work evaluated labels of drinks based on fruits and vegetables and identified those that call detox.
This was a descriptive cross-sectional study, carried out from September to October/2016. The portion size in
the nutrition information and the claims found on the labels were analyzed in relation to the current legislation.
Nutritional composition, total amount of ingredients and presence of food additives and other unusual ingredients
in culinary preparations were compared between detox and ordinary drinks. Of 83 products analyzed, 9.6% (n=8)
called detox. The nutritional composition and the average number of ingredients did not differ between detox
drinks and ordinary drinks. Nutritional and health claims were present in 77.1% (n=64) of the products and
53.0% (n=44) presented claims not provided for in RDC n° 54/2012. The most frequent information was about the
levels of micronutrients, sugars, sodium and fibers. The term detox, although not allowed, is found in this type of
product in the Brazilian market. The results suggest that the term detox is used more as a marketing strategy than
as a real claim of nutritional property.
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A rotulagem de alimentos é o principal meio de comunica¢ao entre produtor e consumidor e
utilizada de forma obrigatéria em varios paises?. E também considerada instrumento de saude publica,
uma vez que por meio dela os consumidores tém melhor acesso as informagdes nutricionais dos alimentos
e podem exercer escolhas mais conscientes e saudaveis’. De acordo com a Agéncia Nacional de Vigildncia
Sanitaria (ANVISA), rotulagem consiste de “toda inscrigdo, legenda, imagem ou toda matéria descritiva ou
grafica, impressa, estampada, gravada em relevo ou litografada ou colada sobre a embalagem do alimento™.
Pelo mesmo 6rgéo, “os alimentos embalados ndo devem ser descritos ou apresentar rétulos que fornegam
informagdo falsa, incorreta, insuficiente, ou que possa induzir o consumidor a equivoco, erro, confusio ou
engano e que atribua efeitos ou propriedades que ndo possuam ou nao possam ser demonstradas™. Apesar
disto, na pratica, a industria de alimentos, frequentemente, utiliza ferramentas de marketing, como as
alegagoes, sem considerarem a composicao geral dos produtos*’. Esta pratica tem o intuito de induzir os
consumidores a compra, mas pode atribuir beneficios a saide a produtos que, na realidade, contém elevados
teores de nutrientes criticos, como gordura saturada, sédio e agticar, levando os consumidores ao engano®”.

Apesar do potencial da rotulagem nutricional como fator de prevengdo de sobrepeso e obesidade,
estes tém se tornado problemas mundiais de saude publica®. Tais problemas estao associados ao aumento de
morbimortalidade e altos custos de satide®. Junto a este cendrio, diferentes programas de exercicios fisicos
e dietas da moda também vém surgindo®. Um exemplo sdo as denominadas dietas detox, popularmente
utilizadas como estratégia para perda de peso, elimina¢ao de toxinas do organismo e promogao geral da
saude’. Estas dietas consistem, normalmente, de intervengdes de curto prazo, significativa restrigao caldrica
e sdo compostas basicamente por sucos e/ou suplementos que substituem todas as refei¢oes®’. Algumas
dessas estratégias associam ainda o uso de laxantes, diuréticos e praticas como jejum, sauna e esfoliagdao ao
processo de emagrecimento/desintoxicagao®.

Apesar da popularidade, poucos sdo os dados cientificos que comprovam a eficicia e a seguranca
desses programas detox”®. A perda de peso, muitas vezes observada, parece ser consequéncia da intensa
reducao de ingestao caldrica, assim como da perda de peso de agua e matéria fecal®. Além disso, dietas
muito restritivas em energia podem acarretar em prejuizos ao organismo, como aumento dos niveis de
hormonios do estresse, como o cortisol, e recuperagdo do peso, pela intensificacdo do apetite®.

Embora presente no mercado, a utilizacao da alegacdo detox em produtos alimenticios nao é
reconhecida e permitida pelas legislagdes atuais vigentes. Em 2015, por exemplo, a ANVISA suspendeu a
publicidade de 21 produtos autodenominados detox, pois os mesmos alegavam propriedades funcionais
ou de saude ndo aprovadas pela Agéncia’. As alegagdes indicavam propriedades de eliminagdo de
toxinas, fortalecimento de musculos, firmamento da pele, acdo diurética, termogénica, estimulante,
anti-gordura, de saciedade e estética’. Atualmente, ainda é corriqueiro encontrar produtos com a
alegacao detox nos rotulos. A busca pelo termo “bebidas detox” no Google, por exemplo, totaliza em
mais de vinte milhdes de resultados. Ainda, estudo realizado por Silva et al'®, entre os anos de 2017 e
2019, encontraram, apenas no mercado de Belo Horizonte, 23 bebidas industrializadas a base de frutas
e vegetais com a denominagao detox.

A ANVISA, de fato, permite a veiculagdo de informagdo nutricional complementar (INC) e
alegacoes de propriedade funcional e de satide sobre os alimentos'"'2. Contudo, sao estabelecidos critérios
para a utilizagdo dessas informagdes' e alegagdes'?, assim como condi¢des para o registro dos alimentos
que veiculam alega¢des de propriedade funcional e de saude”. Embora existam tais critérios, dentre as
alegagodes aprovadas, até o presente momento, ndo estdo previstas alegacoes sobre a capacidade de alimentos
“detoxificar” o organismo.

Potenciais beneficios das dietas defox podem ser pautados na composi¢do caracteristica dessas
dietas, predominante em alimentos in natura, como frutas e hortalicas, e minimamente processados'*. Estes
alimentos sdo fontes reconhecidas de vitaminas, minerais, fibras e compostos bioativos com propriedades
antioxidantes, antiinflamatorias, dentre outras’. Todavia, estes beneficios podem ser obtidos por meio de
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alimenta¢do convencional variada e rica na oferta destes tipos de alimentos, alimenta¢do ja preconizada
pelo Guia Alimentar para a Populagao Brasileira'®, sem, necessariamente, estarem vinculados a dietas'.

As bebidas a base de frutas e vegetais, assim como todas as bebidas em geral, tém seu registro,
padronizagao, classificagdo, inspegdo e fiscalizagdo sob competéncia do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), ou 6rgao estadual credenciado por esse Ministério'”. Contudo, a
rotulagem destes produtos deve obedecer a uma série de legislacdes de diferentes drgaos, uma vez que
o controle sanitdrio de alimentos, no Brasil, é compartilhado entre o Ministério da Satde, por meio da
ANVISA, o Ministério da Justica, o MAPA e o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia.
De modo geral, as principais legislacbes que estabelecem a rotulagem geral e nutricional de alimentos
sdo de jurisdigdo da ANVISA*!S1,

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo avaliar e comparar rétulos de bebidas
industrializadas a base de frutas e vegetais, identificar as bebidas que se autodenominam como detox e
analisar a adequagdo da veiculagdo deste termo. Os resultados de tais analises contribuem para divulgar a
existéncia de infragdes a respeito de alegagdes nao autorizadas tais como “defox”. Além disto, este trabalho
promove comparagdes entre bebidas comuns e aquelas autodenominadas detox, de forma a evidenciar a
estratégia de marketing desprovida de beneficios adicionais.

Tratou-se de estudo transversal descritivo, realizado em cinco grandes supermercados da cidade de
Uberaba, Minas Gerais, no periodo de setembro a outubro de 2016. Foram analisados rétulos de 83 bebidas
industrializadas a base de frutas e vegetais e identificados os produtos denominados como detox. Descrigao
dos produtos analisados esta presente na Tabela 1. As respectivas marcas nao foram reveladas para preservagao
da identidade. A analise dos rotulos foi realizada por meio de questiondrio estruturado, no qual foram
inseridas as seguintes informagdes: nome do produto (denominagao de venda); marca; sabor; classificagdo
(suco, néctar ou refresco) e o respectivo percentual de suco no produto; tamanho da por¢do declarada na
informacdo nutricional; composi¢ao nutricional (valor energético, carboidratos, proteinas, gorduras totais,
fibras e sddio); quantidade total de ingredientes; presenca de aditivo alimentar e/ou outros ingredientes nao
usuais em preparagdes culinarias e categoria de processamento (processado ou ultraprocessado).

Tabela 1. Denominagédo de venda de bebidas a base de frutas e vegetais, disponiveis em cinco grandes supermercados da cidade
de Uberaba-MG, Brasil

Bebidas com alegacao detox

Denominagio de venda Termo veiculado no rotulo
1 Bebida mista de mag¢a com liméo, couve, “Detox”
espinafre e pepino, sabor horteld e gengibre
2 Bebida mista “Detox”
3 Bebida mista “Dtox”
4 Bebida mista “Dtox”
5 Suco misto de abacaxi, limao, “Detox”
couve, gengibre e hortela
6 Suco misto de mag, gengibre, couve, “Detox”
pepino, limdo, espinafre, brocolis e hortela
7 Suco misto de maga, pepino, couve, “Detox”
limao, gengibre e horteld
8 Suco misto de maga, tangerina, “Detox”

acerola, manga, gengibre e abobora

Continua na proxima pdagina

3/13



Prates SMS, Nespolo JS, Sabion NA, Alves L, Anastacio LR. Andlise da adequagao do termo detox nos rotulos de bebidas industrializadas a base
de frutas e vegetais. Rev Inst Adolfo Lutz, Sao Paulo. 2021;80:1-13,e37356.

Continuagdo

Bebidas com alegagao detox

Denominagio de venda Termo veiculado no rotulo
9 Suco misto de laranja, manga maga e maracuja -
10 Alimento a base de suco de laranja com fibras -
11 Bebida de fruta -
Bebidas comuns / sem alegacdo detox
Denominagio de venda Termo veiculado no rotulo
12 Bebida de fruta -
13 Bebida de fruta -
14 Bebida de fruta adogada -
15 Bebida de fruta adogada -
16 Bebida de fruta adogada -
17 Bebida de fruta lichia -
18 Bebida de uva -
19 Bebida mista -
20 Bebida mista de frutas -
21 Bebida mista de mag¢a limao e framboesa -
22 Bebida mista laranja =
23 Limonada adogada -
24 Néctar de abacaxi -
25 Néctar de abacaxi -
26 Néctar de acerola -
27 Néctar de banana -
28 Néctar de caju -
29 Néctar de caju -
30 Néctar de caju -
31 Néctar de caju -
32 Néctar de caju -
33 Néctar de laranja -
34 Néctar de laranja -
35 Néctar de laranja -
36 Néctar de maga -
37 Néctar de maga -
38 Néctar de manga -
39 Néctar de maracuja -
40 Néctar de maracuja -
41 Néctar de maracuja -
42 Néctar de péra -
43 Néctar de péssego -
44 Néctar de tangerina -
45 Néctar de tangerina -

Continua na proxima pdagina
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Continuagdo

Bebidas comuns / sem alegacdo detox

Denominagio de venda Termo veiculado no roétulo
46 Néctar misto de abacaxi com hortela -
47 Néctar misto de abacaxi e mac¢a -
48 Néctar misto de abacaxi e mac¢a -
49 Néctar misto de goiaba e maga -
50 Néctar misto de goiaba e maga -
51 Néctar misto de laranja e maga -
52 Néctar misto de laranja e maga -
53 Néctar misto de laranja e maga -
54 Néctar misto de laranja, goiaba, manga e banana -
55 Néctar misto de maca e goiaba -
56 Néctar misto de maca e laranja -
57 Néctar misto de ma¢d e manga -
58 Néctar misto de ma¢a e morango =
59 Néctar misto de maca e péssego -
60 Néctar misto de maca e tangerina =
61 Néctar misto de maga e uva com aroma de uva -
62 Néctar misto de manga e maga =
63 Néctar misto de manga e maga -
64 Néctar misto de péssego e maga -
65 Néctar misto de péssego e maga -
66 Néctar misto de uva e maga -
67 Néctar misto de uva e maca -
68 Néctar misto de uva e maga -
69 Refresco de limio adogado -
70 Suco de laranja integral -
71 Suco de laranja integral -
72 Suco de maga integral -
73 Suco de tangerina integral -
74 Suco de tangerina organico -
75 Suco de uva branco integral -
76 Suco de uva tinto integral -
77 Suco de uva tinto integral -
78 Suco de uva tinto integral -
79 Suco misto de laranja e maga -
80 Suco misto de laranja, manga, maga e maracuja -
81 Suco misto de uva e maca -
82 Suco misto de uva e maca -
83 Suco misto de uva, agai, ameixa, morango, roma, -

blueberry, framboesa, amora e cranberry
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O tamanho da por¢ao declarada na informacao nutricional foi verificado em relagao a conformidade
com o que ¢ preconizado na RDC n° 359/2003'%. Em relagao a presencga de aditivos alimentares e/ou outros
ingredientes nao usuais em preparagdes culindrias e as alegagdes, foi feito levantamento de tudo o que
foi encontrado nos rétulos, assim como a frequéncia com que cada item, especificamente, apareceu nos
produtos. As alegac¢des encontradas foram analisadas de acordo com a RDC n° 54/2012", observando quais
estdo, de fato, previstas na legislacdo. As demais informagdes, como composi¢do nutricional, quantidade
total de ingredientes e também a presenca de ingredientes tipicamente utilizados na industria de alimentos,
foram comparadas entre as bebidas que se autodenominaram detox com as bebidas comuns.

As informagdes coletadas foram inseridas em banco de dados no programa Microsoft® Excel.
Dados categdricos foram apresentados em percentual e niimeros absolutos e dados numéricos foram
apresentados em média e desvio padrdo. Foi realizada estatistica descritiva. Analise de variancia
(ANOVA) foi utilizada para comparacao das variaveis de interesse entre os diferentes produtos. Os dados
foram analisados no programa estatistico SPSS 17.0 (Statistical Package for the Social Science) e o nivel de
significancia adotado foi de 5%.

Foram encontrados no mercado o total de 83 bebidas industrializadas a base de frutas e vegetais.
Destas, 9,6% (n=_8) se autodenominaram defox no nome ou na marca do produto. Todos os produtos
analisados declararam a informa¢do nutricional em porgdo de 200 mL conforme o estabelecido na
legislagao vigente'®.

Na Tabela 2, estdo apresentadas as caracteristicas das bebidas detox e das demais bebidas
analisadas, em relacdo a composicdo nutricional. Os produtos analisados apresentaram valor
energético médio de 90,6£23,9 kcal, sendo 21,4+6,5 g de carboidratos, 0,32+1,1 g de proteinas,
0,15+1,0 g de gorduras totais, 0,58+1,3 g de fibras e 6,7+7,3 mg de sodio. E possivel observar que
nao houve diferenca estatistica na composi¢ao nutricional das bebidas que se autodeclararam detox
em relacdo as demais bebidas.

Tabela 2. Composi¢do nutricional de bebidas a base de frutas e vegetais, disponiveis em cinco grandes supermercados da cidade
de Uberaba-MG, Brasil

Comlzosic;éo nutricional Bebidas detox Outras bebidas Tl e
(por¢ao de 200 ml) (n=8) (n=75)

Valor energético (kcal) 75,5+43,2 92,2+20,8 0,313
Carboidratos (g) 17,8+10,4 21,8+5,9 0,101
Proteinas (g) 0,4+0,4 0,3+1,2 0,948
Gorduras Totais (g) 0,1+0,2 0,2+1,1 0,816
Fibras (g) 0,1+0,3 0,5+1,3 0,418
Sédio (mg) 4,6+4,8 6,717,6 0,461

O numero médio de ingredientes nas bebidas analisadas foi de 7,9+4,1, sem diferenga estatistica
(p=0,076) entre as bebidas detox (10,4+4,2) e as bebidas comuns (7,6%4,1). Além disso, 71,1% (n=59) dos
produtos apresentaram na composicao ingredientes tipicamente utilizados na industria de alimentos. Das
bebidas detox, metade (n=4) continha aditivos alimentares; sendo, em duas bebidas, o corante clorofila, em
uma, os corantes caramelo e curcumina e em outra, o acidulante acido citrico. Em comparacao, as bebidas
detox apresentaram na composi¢do o maximo de 2 ingredientes tipicos da industria de alimentos, enquanto
nas bebidas comuns, este nimero foi de 4 ingredientes.
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A Figura 1 ilustra todos os aditivos alimentares e ingredientes nao usuais em preparagdes culinarias
presentes nas bebidas analisadas, assim como as respectivas frequéncias com que estes apareceram nos
produtos. Os corantes corresponderam a classe de aditivos predominante nas bebidas, e o acidulante acido
citrico foi o ingrediente encontrado num maior nimero de produtos (26,5%; n=22). Além de aditivos
alimentares, foram encontrados em algumas bebidas outros ingredientes usuais em formulagdes industriais,
como betaglucana, maltodextrina e colageno hidrolisado.

Coléageno hidrolisado
Dioxido de enxofre
Selenito de s6dio
Oxido de zinco
Betaglucana de levedura
Pectina

Dioxido de titdnio
Goma éster
Carboximetilcelulose
Antocianina
Caramelo

Acido ascérbico
Maltodextrina
Carmim

Clorofila

Glaceante goma acacia
Caroteno

Goma xantana

Acido citrico

Figura 1. Aditivos alimentares e ingredientes ndo usuais em preparagdes culindrias presentes em bebidas a base de frutas e
vegetais, disponiveis em cinco grandes supermercados da cidade de Uberaba-MG, Brasil

Em relagdo a presenca de alegacdes nos rétulos, 77,1% (n=64) dos produtos apresentaram
esse tipo de informacao, sendo que 8 bebidas continham a alegacdo detox. Destas, especificamente,
metade (n=4), além da alegagdo detox, veicularam no rétulo outros tipos de alegagdes, como “sem
adicao de agucares”; “sem conservantes”; “contém fibras” e “sem adi¢do de agua” De todos os produtos
com alegagdes, 53,0% (n=44) apresentaram informag¢des ndo previstas na RDC n° 54/2012', como
“suplemento natural e funcional”, “capacidade antioxidante” e “energia saudavel”. Ja, quando analisadas
as alegacdes estabelecidas na legislacdo, as mais frequentes foram em rela¢ao aos teores de vitaminas
e minerais, agucares, sodio e fibras. A Figura 2 ilustra todas as alegagdes, previstas ou nao na RDC n°

54/2012", encontradas nos rétulos dos produtos analisados.

Diferentes interven¢des dietéticas sdo criadas como estratégia para tratamento de sobrepeso e
obesidade®. Além disso, a intensa insatisfacdo corporal, caracteristica da sociedade contemporanea, tem
contribuido para o surgimento de diversas dietas populares®. Estas, frequentemente, sdo divulgadas pela
midia e prometem resultados rapidos e ilusorios, sem qualquer respaldo cientifico??. Dentre elas, as dietas
detox destacam-se por seus inimeros beneficios prometidos’.
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"Energia saudavel, seu corpo funcionando melhor"
"Suplemento natural e funcional”

"Frutas espremidas a frio"

“Sem mistura de fruta"

"Sem aromatizantes artificiais”

Capacidade antioxidante 2
"Frutas sdo fonte de vitaminas" 2
Sem adi¢do de adogante 2

Referentes a quantidade de frutas na composi¢ao
"200 mL garante importantes nutrientes da fruta" 3 W Alegagdes ndo previstas na RDC 54/2012

Sem corantes artificiais

W Alegagdes previstas na RDC 54/2012
Sem adigdo de agua

Detox

Sem adicdo de maca

Sem conservantes

Baixo em calorias

0% de gorduras saturadas
Zero colesterol
Fonte/rico em fibras
Baixo/nédo contém sdédio
Sem adigéo de agucar

Fonte/rico em vitaminas e minerais 34

Figura 2. Alegacdes presentes em bebidas a base de frutas e vegetais, disponiveis em cinco grandes supermercados da cidade e
Uberaba-MG, Brasil

A ANVISA, apesar de permitir a utilizagdo de INC e alegacoes de propriedade funcional e de saude
em rétulos de alimentos'*'?, ndo permite ou reconhece o termo detox. Todavia, produtos que veiculam esta
alegacao sdo encontrados no mercado brasileiro.

De 83 bebidas encontradas nos cinco supermercados considerados no presente estudo, 9,6%
(n=8) se autodenominaram detox, apesar da utilizacdo do termo nao ser permitido pela ANVISA.
Em todas estas bebidas, o termo defox estava presente como parte do nome ou da marca do produto e
nao, especificamente, como alegacdo. Isto sugere provavel estratégia para contornar os critérios legais
definidos para veiculagdo de alegagdes. Além disso, este achado vai de encontro a resultados de outros
estudos que encontraram inconformidades na rotulagem de produtos alimenticios brasileiros em relagao
as legislagoes vigentes>~*. Silva et al'’, por exemplo, avaliaram a rotulagem de sete bebidas mistas de
frutas e vegetais denominadas detox e, em 100% das amostras, foi observado irregularidade do uso da
referida alegacdo, além da auséncia do registro no MAPA. Ainda, segundo os autores, 70% das amostras
analisadas apresentaram irregularidades na lista de ingredientes e informagdo nutricional e 57% nao
apresentaram o contetido liquido na forma correta.

Em rela¢ao a composi¢do nutricional, observou-se no presente estudo, que as bebidas detox nao
diferiram das bebidas comuns. O mesmo foi observado na avaliagio do nimero total de ingredientes.
Quanto aos aditivos alimentares e outros ingredientes nao usuais em preparagdes culindrias, estes estiveram
presentes em ambas as categorias de bebidas. Os sucos detox sdo popularmente comercializados com o apelo
de oferecer beneficios a saude’ e tais beneficios sdo associados, principalmente, a presenca de alimentos in
natura e minimamente processados tipicos deste tipo de dieta'®. Sendo assim, era esperado que as bebidas
com a alegacdo defox ndo apresentassem na composi¢do substincias e ingredientes caracteristicos de
formulag¢des industriais/alimentos ultraprocessados.
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Os alimentos ultraprocessados consistem em formulagdes industriais com presenca de substincias
ndo usuais em preparagdes culindrias e aditivos alimentares que imitam atributos sensoriais de alimentos
in natura ou minimamente processados”. Sao exemplos dessas substancias e aditivos a maltodextrina, os
corantes, conservantes e aromatizantes”, alguns dos quais foram encontrados nas bebidas detox analisadas
neste estudo. O Guia Alimentar para a Popula¢ao Brasileira'® recomenda evitar o consumo de tais alimentos
devido & composi¢do rica em nutrientes prejudiciais a satide e a respectiva relagio com a obesidade e
doengas cronicas nao transmissiveis**.

Dentre os parametros utilizados para a compara¢ao das bebidas com a alega¢ao detox e as bebidas
comuns, ndo foram observadas diferengas significativas entres os dois tipos de produtos. A industria
de alimentos utiliza, frequentemente, ferramentas de marketing, como as alegag¢des nutricionais, sem
considerarem a composicao geral dos produtos®°. Tais alega¢des tem grande potencial como marketing,
uma vez que produtos com este tipo de informacéao sao percebidos como mais saudaveis do que aqueles
que nao as apresentam’ . Neste sentido, a utilizacdo do termo detox nos produtos analisados no
presente estudo sugere fortemente ser estratégia de marketing ao invés de real ferramenta de informagéo
ao consumidor.

O elevado nimero encontrado de produtos com alegagdes (77,1%) corrobora com outros achados
da literatura. Chen et al* analisaram 246 bebidas e verificaram que 85,4% delas apresentavam alegacdes
nutricionais e de saide, e resultado parecido foi observado por Duran et al*’. Estes autores avaliaram
a presenca de alegagdes em 3491 alimentos e bebidas no Brasil e observaram que, no geral, 41,2% dos
produtos apresentavam alegag¢des. No caso de sucos e néctares de frutas este numero atingiu 92,5%.
Ainda, foi observado que os alimentos e bebidas ricos em nutrientes prejudiciais a satide apresentavam
mais alega¢des nutricionais, quando comparados aqueles com baixo teor de nutrientes criticos™.

De todas as bebidas analisadas no presente estudo, as alegagdes mais frequentes foram referentes
aos teores de vitaminas e minerais. Alguns estudos ja demonstraram que a fortificacdo de alimentos
com micronutrientes influencia positivamente as escolhas dos consumidores®?. Essa estratégia de
fortificacdo tem sido utilizada para a promocao de alimentos de baixa qualidade nutricional, uma vez
que a mesma simula que estes alimentos sejam mais saudaveis do que realmente sao”.

Além disso, alegagdes nutricionais em geral tém a capacidade de influenciar a percepgao de
saudabilidade, escolha e compra dos consumidores®*2. Segundo Williams*, por exemplo, a presenca
de alegagdes nutricionais e de saude nos rétulos de alimentos pode desestimular alguns consumidores
a procurar por mais informagdes nutricionais na embalagem. Sabe-se que as informagdes nutricionais
convencionais ja sao de dificil entendimento para os consumidores em geral®. A utilizacdo de alegagdes
em alimentos com perfis nutricionais desfavoraveis pode prejudicar ainda mais esse entendimento por
oferecer informagdes conflitantes™.

O presente estudo possui algumas limitagdes. Os dados analisados foram baseados em
informagoes do rétulo e nao em analises laboratoriais. As alega¢des encontradas nas bebidas, previstas na
RDC n° 54/2012", ndo foram analisadas em rela¢ao a adequagao aos critérios estabelecidos na respectiva
resolugdo. Além disso, as listas de ingredientes das bebidas foram pouco exploradas. Todavia, este parece
ser o primeiro estudo que avaliou a prevaléncia de bebidas detox no mercado brasileiro. Além disso, foi
possivel observar que apesar da proibi¢do em atribuir propriedades terapéuticas a alimentos, na pratica,
isto acontece. Ademais, no geral, as bebidas detox nao se diferenciaram das bebidas comuns.

Os resultados deste estudo confirmam que, apesar de ndo permitido pela ANVISA, o termo detox
¢ encontrado em bebidas industrializadas a base de frutas e vegetais, no mercado brasileiro. Embora
veiculassem tal alegacao, as bebidas autodeclaradas detox nao se diferenciaram das demais em composi¢ao
nutricional, quantidade total de ingredientes e presenca de ingredientes tipicamente utilizados na industria
de alimentos. Além da alegagdo detox, pode-se observar que a maioria dos produtos veicularam outras
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alegacdes nao previstas na RDC n° 54/2012". As INCs mais prevalentes entre os produtos analisados foram
referentes aos teores de micronutrientes, agucares, sddio e fibras. Estes achados apontam as alegacdes
nutricionais e o termo detox, especificamente, como provaveis estratégias de marketing nutricional e nao
como reais beneficios especificos.

Nesse sentido, politicas publicas que garantam informagdes claras e confidveis acerca da qualidade
nutricional dos alimentos e, consequentemente, evitem a confusdo e engano dos consumidores, sdo
necessarias. A supervisao pelos 6rgaos reguladores competentes também deve ser continua para garantir
o cumprimento dos padroes estabelecidos. Além disso, estudos futuros devem ser realizados para avaliar
possiveis modificagdes no perfil de prevaléncia destes produtos no mercado brasileiro.

Os autores declaram nao existir conflitos de interesse.
Naio declarado.

Naio declarado.
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Estudo dos efeitos do processo de congelamento sobre o valor
nutricional de 17 espécies de peixes comercializadas no Estado
de Sdo Paulo, Brasil

Rubia Yuri TOMITA" (12}, Sibilla dos Santos CARVALHO!?
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Freezing is an important strategy to keep fish quality and make the species available the whole year. Its effects
on the nutritional value of 17 fish species were studied in samples of entire fish, fillets or pieces. One portion
of homogenized flesh was analyzed just after purchase (fresh sample). The other portion was packed in
polyethylene bag, sealed, quick frozen (-80°C), stored properly at -18°C and analyzed after 12 months (frozen
sample). Moisture, ash and protein content were tested using Brazilian Supply, Livestock and Agriculture
Ministry methodologies. Lipid content was analyzed through Bligh and Dyer method. Carbohydrate content
and caloric value were calculated, using NIFEXT fraction and Atwater coefficient, respectively. When fresh and
frozen samples were compared, moisture and ash content showed significant difference (p<0.05) for 17.65% and
11.77% species, respectively. Lipid and protein contents were the most affected parameters, as they were altered in
29.40% of the studied species (p<0.05), and therefore, highlighted the importance of the conservation technology
used on nutritional quality of fishery products. Mullet (M. brasiliensis) and Atlantic salmon (S. salar) had their
nutritional composition more affected by freezing process with five and four altered parameters, respectively,
from the six studied.

Keywords. Fisheries, Freezing, Nutritional Value, Food Safety.

O congelamento ¢ estratégia importante para manter a qualidade do peixe e tornar inimeras espécies disponiveis
o0 ano todo. Seus efeitos sobre o valor nutricional de 17 espécies foram estudados em amostras de peixes inteiros,
filés ou postas. A por¢iao carnea homogeneizada foi analisada logo apds a aquisi¢do (amostra fresca). Outra parte
foi embalada em polietileno, selada, rapidamente congelada (-80°C) e analisada ap6s 12 meses de armazenamento
a-18°C (amostra congelada). O teor de umidade, cinzas e proteina foram testados com metodologias do Ministério
de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e teor de lipidios com método de Bligh e Dyer. Contetido de carboidrato
e valor caldrico foram calculados, utilizando fracao NIFEXT e coeficiente de Atwater, respectivamente. Quando se
comparou amostras frescas e congeladas, teor de umidade e cinzas evidenciaram diferencas significativas (p<0,05)
para 17,65% e 11,77% das espécies, respectivamente. O teor de lipidios e de proteinas foram alterados em 29,40%
das espécies estudadas (p<0,05), sendo os pardmetros mais afetados pelo congelamento e destacaram a importancia
da tecnologia de conservacéo utilizada sobre a qualidade nutricional do pescado. Tainha (M. brasiliensis) e salmao
(S. salar) foram as mais afetadas pelo congelamento, com 5 e 4 parametros alterados, respectivamente, apos
estocagem sob congelamento.
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Fish is the major component of the diet for more than 3 billion people around the world and is a rich
source of animal protein, micronutrients, and omega-3 fatty-acids, which are vital, especially in places with
low income and food deficit worldwilde'. At this moment, the world is facing a pandemic scenario caused
by Covid-19 and there is neither a consensus about how it acts nor about how to control or cure it. Thus,
keep ourselves healthy is an advantage, and one way to achieve it is through a rich diet.

According to the Food and Agriculture Organization of the United Nations fisheries and aquaculture
activities have been affected by the global pandemic. Both artisanal and industrial fishery decreased globally
about 6.5%, until the end of April 2020, when compared with previous years, due to restrictions related
to Covid-19°. The commerce all over the world has been affected at national and international level. The
majority of wholesale and retail fish markets are crowded, representing huge risk to traders and consumers,
who take significant risks to buy fresh fish to eat’. Thus, direct sales and delivery services were alternatives
adopted by some producers to compensate for the loss of the hotel and restaurant demand.

About 59.51 million people, worldwide are directly or indirectly engaged to fisheries or aquaculture
activities as a source of food and/or income, and about 14% of them are women®. These informations can clarify
the importance of these activities and also the economic impact of the pandemic situation in these sectors.

Available high-quality foodstuftf is essential to guarantee a healthy diet in order to ensure that people
have access to macronutrients (proteins, fats and carbohydrates including dietary fibers) and essential
micronutrients (vitamins and minerals), considering also their gender, age, physical activity level and
physiological state**’.

Regular fish consumption recommended by the World Health Organization?, is of 1-2 servings per
week, to be protective against coronary heart disease and ischaemic stroke. The serving should provide
an equivalent of 200-500mg of eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA). According to
FAQ’, average global per capita fish consumption raised from 9kg in 1961, to 20.5kg in 2018. Brazil has
approximately 8,400km of coastal line and a high potential for fisheries and aquaculture. In 2018, average
tish consumption per capita reached 10.63kg, considering products from fisheries and aquaculture’.

Two main factors have collaborated for the global growing consumption of fish in the last century:
the quick population growth and access to information about its health benefits'®. As highlighted by Furlan
et al'!, fish is rich in high quality protein and is also an important source of polyunsaturated fatty acids
(PUFAs), like omega-3**!>*, Studies have indicated that ingestion of PUFA’ like EPA, can reduce heart
diseases risks, as well as biochemical factors associated to arthritis, psoriasis and cancer'. It is also a highly
digestible food, with minerals, mainly calcium, phosphorus, besides vitamins A, D and B complex"*'>'%,

Nowadays fish is in a process of valorization in the market, and its ingestion is highly stimulated, but
information about the nutritional value of the different species traded in Brazil is very rare or difficult to be
accessed by experts and consumers. Species traded at Sdo Paulo State accounted for more than 15,452,058
tonnes in 2019. From January to December the main traded species were seabob shrimp (Xiphopenaeus
kroyeri), followed by withemouth croaker (Micropogonias furnieri) and mullet (Mugil brasiliensis), with
more than 3,047 tonnes, 1,936 tonnes and 1,044 tonnes, respectively”. Analysis of chemical composition
indicates the main nutritional compounds found on fish are: water, lipid, protein, and ash. However,
biochemical composition of fish may vary greatly between species and individuals depending on age, sex,
genetic, morphology, season and also environment'.

In order to preserve seafood quality and, consequently its nutritional value, is very important
to adopt good hygienic practices along all productive chain, from capture to the ultimate moment of
marketing. Time and temperature control are the main challenges in fish preservation, and low temperature
is associated to degradative reactions control***'. Refrigeration is a technique effectively used to preserve
food because lowering temperature can avoid or slow down chemical-enzimatic reactions related to
autolysis, and development of microorganisms that contribute to food deterioration*"*.

Although refrigeration keeps the original food characteristic, shelf-life under this condition is too
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short®. But freezing, sudden inhibits microorganism development due to increased solute concentration
and lowered water activity in tissues, thus, provides longer food preservation period, even to those with
high water activity*>*. Though freezing is a relative old preservative food technology, its logistic chain is
expensive, compared to other methods, but frozen food still has a wide market due to its convenience®.
Around 67 million tonnes of fish (equivalent live weight) were traded worldwide in 2018. Over 90% of it
was processed, and the highest share was frozen’.

A study made at the Metropolitan Region of Sao Paulo®, at Sdo Paulo State/Brazil has indicated that
refrigerated fresh fish is still the favorite product, which makes more important studies to show if freezing can
affect fish quality, to demystify frozen products. Freezing is an important technology because some species in
nature are not available in all seasons and cannot be fished all over the year. Therefore, the knowledge of the
effects of freezing on nutritional quality of the different species can help to improve freezing technology or
choose the best species to be frozen in order to take advantage of nutritional characteristics of each species
and/or optimize freezing technology and complementary techniques to offer better products to the consumer
and also to be able to regulate the market by offering different species along the year.

Considering this context, the aim of this study was to verify the effects of freezing process on
nutritional value of different fish species, in order to provide economic and sustainable exploitation basis
and food safety.

A total of 17 different fish species were purchased at the Municipal Fish Market at Santos and at a
tishery industry in Guaruja city, both in Sao Paulo State, Brazil, as described in Table 1. Samples size was
approximately 5kg for entire fish and 2kg for samples purchased in piece or in fillet.

Table 1. Fish samples identification with common and scientific names, place of purchasing and presentation

Common English Name Scientific Name Place of Purchasing Presentation
Withemouth Croaker Micropogonias furnieri Mun.Market Entire/Fresh
Weakfish Cynoscion leiarchus Mun.Market Entire/Fresh
Brazilian Sardinella Sardinella brasiliensis Mun.Market Entire/Gutted
Mullet Mugil brasiliensis Mun.Market Entire/Fresh
Acoupa Weakfish Cynoscion acoupa Mun.Market Entire/Fresh
Brazilian Codling Urophycis brasiliensis Mun.Market Fillet
Shark N.D Mun.Market Pieces
Broadband Anchovy Anchoviella lepidentostole Mun.Market Entire/Headed
Gray Triggerfish Balistes capriscus Mun.Market Headed/skinned
Pangas Seabream Pterogymnus laniarius Mun.Market Fillet/Fresh
Dorado Salminus maxillosus Mun.Market Pieces
Atlantic Salmon Salmo salar Mun.Market Fillet/skinned
Patagonian Flounder Paralichthys patagonicus Mun.Market Entire/Fresh
Sand Drum Umbrina coroides Industry Entire/Fresh
Southern Kingcroaker Menticirrhus americanus Industry Entire/Fresh
Nile Tilapia Oreochromis niloticus Mun.Market Fillet
Argentine Hake Merluccius hubbsi Mun.Market Fillet

N.D. - Not determined because the sample did not have the required morphological features for species identification
Sample size = 5kg when Entire; 2kg When Fillet or Pieces
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As shown in Figure 1, flesh of each sample was homogenized using a cutter (Skymsen Mod.
CR-4L). Then one half of homogenized flesh sample was immediately analyzed (fresh sample), and the
other half was packed in polyethylene bag, sealed, and quick frozen at -80°C (Sanyo Inc.-VIP Series
ultra-freezer), to preserve its original nutritional characteristic (frozen sample). Two months later,
the frozen samples were transferred to a domestic freezer (Electrolux H500) and kept for 10 more
months under -18+2°C to simulate domestic storage conditions. After a total period of 12 months of
frozen storage, each frozen sample was analyzed using the same methodologies as the fresh samples
to evaluate the effects of freezing process on the nutritional value. 24h prior to analysis, samples were
kept in domestic refrigerator (2+2°C) for adequate thawing. All analysis were performed in triplicate,
using recognized or official methodologies in accordance with the Brazilian Supply, Livestock and
Agriculture Ministry, as described below.

17 Fish species samples Flesh homogenization

Fresh Sample 12 months frozen storage

4

Analysis in triplicate

—

Moisture Content Ash Content Protein Content Lipid Content

e Carbohydrate Content = NIFEXT fraction

e Caloric Value = Atwater Coefficients

Figure 1. Schematic procedure of the study of freezing process effects on nutritional value for 17 different fish species marketed
in Sao Paulo State, Brazil
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Moisture content determination was performed according to Brasil*®, based on oven drying (105°C)
to constant weight. Dried samples were carbonized and then incinerated in a mufle furnace (550°C) for the
quantification of ash (total mineral residue), until white ash was obtained*.

Lipid content was determined using dried samples and cold solvent extraction prior to quantification
by weight difference, according to Bligh and Dyer”. For protein analyses, dry samples were digested and
then steam destilled using micro Kjeldahl apparatus®. The carbohydrate index was determined using the
NIFEXT fraction and caloric value was calculated with the Atwater coefficient™.

Statistical analysis

Paired t-test was performed to determine statistically different values between fresh and frozen
samples of each fish species, with 95% of confidence.

Mean results (% wet weight) of moisture, ash, lipid, protein, carbohydrate content and caloric value
obtained from samples of fresh fish and after 12 months of freezing storage are shown in Tables 2 and 3.

Moisture Content

The results of moisture analysis have shown significant difference (p<0.05) between fresh and
frozen samples for 17.65% of analyzed species (Table 2), broadband anchovy (Anchoviella lepidentostole),
Atlantic salmon (Salmo salar) and Southern kingcroaker (Menticirrhus americanus). Considering only fresh
samples (Table 2), panga seabream (Pterogymnus laniarius) showed the highest moisture content (82.17%),
while the Atlantic salmon (S. salar) showed the lowest one (65.08%), and the former also showed the lowest
moisture (64.47%) after 12 months of freezing storage (-18°C).

Table 2. Results (% wet weight) of moisture, ash and lipid content analysis of 17 fish species fresh samples and after 12 months
under freezing storage condition (-18+2°C)

commnon Moisture (%) Ash (%) Lipid (%)

name FRESH FROZEN FRESH FROZEN FRESH FROZEN
Withemouth 80.51°+0.04 80.39+0.25 0.99°+0.02 1.13+0.01 0.31°+0.04 0.24'+ 0.05
Croaker

Weakfish 79.64"+0.36 79.80°+1.37 0.89°+0.02 0.88%+0.12 0.43%+0.02 0.50°+0.05
Brazlian 73.57%41.75 73.41°40.02 1.23%+0.02 1.25+0.05 4524057 41444011
Sardinella

Mullet 77.20°40.18 77.88°+0.02 1.12:+0.01 1.01°+0.02 0.80°+0.02 0.40°+0.18
Acoupa 80.05%£0.08 80.15%+0.16 0.88%£0.03 0.90°£0.01 1.55%£0.02 0.86+0.09
Weakfish

el 81.77°40.05 81.79°+0.06 1.01:+0.01 1.05%+0.02 0.60°+0.04 0.35°+0.09
Codling

Shark 77.00°£0.01 76.72°+0.33 1.12:+0.02 1.10°+0.02 0.77%£0.08 0.36"+0.06
Bizorxdlpeind 81.46+0.08 80.85°+0.10 0.94°+0.01 1.10°+0.01 3.49°+0.05 3.36+0.07
Anchovy

Continues on the next page
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Continuation
ST Moisture (%) Ash (%) Lipid (%)
name FRESH FROZEN FRESH FROZEN FRESH FROZEN
Gray , , ,
e 79.74'+0.11 79.44°+0.18 1.05+0.01 1.03*+0.01 0.26+0.02 0.34°+0.15
Triggerfish
REpEES 82.17°+0.21 81.62:+1.10 1.56'+0.03 1.43+0.03 4.56'+0.05 4.56'+0.10
Seabream
Dorado 76.46"+0.17 76.26"+0.39 1.10°+0.09 1.23%+0.02 0.94%+0.02 1.49'+0.07
Atlantic 3 "
65.08°+0.13 64.47°+0.32 1.08'+0.01 1.05°+0.01 14.37°+0.53 13.62:+0.21
Salmon
Patagonian 79.30°40.23 78.99°+0.49 0.97%40.02 1.05%+0.02 0.45%+0.03 0.41°40.17
Flounder
Sand Drum 77.46%1.39 76.90°+0.04 1.68'+0.43 1.75+0.13 0.79%+£0.20 0.86*+0.17
Southern 79.56*£0.02 79.220+0.09 1.28'+0.01 1.30+0.01 0.93%+0.10 0.78°+0.09
Kingcroaker
Nile Tilapia 79.82%40.12 79.65%£0.13 0.86*£0.08 0.79%£0.08 1.51:+0.01 2.28%0.06
Argentine Hake  81.69°+0.66 81.59%0.29 0.71°40.19 0.75%+0.04 1.13%+0.09 1.06'+0.14

Mean values *standard deviation (n=3)
Different letters in the same line mean significant difference between fresh and frozen samples (p<0.05)

Ash Content

Ash content varied from 0.71% in fresh Argentine hake (Merluccius hubbsi) to 1.68% in fresh sand
drum (Umbrina coroides), and after 12 months of freezing storage it varied from 0.75% to 1.75%, in the same
species, respectively (Table 2). Results also indicated that mullet (Mugil brasiliensis) and the Atlantic salmon
(S. salar) showed significant difference in ash content (p<0.05) in fresh and frozen samples (Table 2).

Lipid Content

Lipid content varied in fresh samples from 0.31% in Withemouth croaker (Micropogonias furnieri)
to 14.37% in the Atlantic salmon (S. salar), and in frozen samples, it varied from 0.24% to 13.62% in these
same species, respectively (Table 2). When lipid content in fresh and frozen samples were compared,
among all studied species, 29.40% showed significant difference (p<0.05), and included: Brazilian sardinella
(Sardinella brasiliensis), mullet (M. brasiliensis), acoupa weakfish (Cynoscion acoupa), Brazilian codling
(Urophycis brasiliensis) and shark, as can be seen in Table 2.

Protein Content

Table 3 shows the protein content for the 17 species analyzed as fresh and after 12 months of
freezing storage. Shark showed the highest protein content in both samples, 22.35% and 22.91%, for fresh
and frozen samples, respectively, and panga seabream (P. laniarius) was the unique species with low protein
content (~9.45%) as can be seen in Table 3. The freezing process has affected the protein content in 29.40%
of analyzed species (p<0.05): mullet (M. brasiliensis), gray triggerfish (Balistes capriscus), dorado (Salminus
maxillosus), Atlantic salmon (S. salar) and Patagonian flounder (Paralichthys patagonicus). The last one
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was the most affected species by the freezing process, since protein content in fresh sample was 19.05% and
after 12 months under frozen storage it was 17.59% (Table 3).

Carbohydrate Content

Table 3 shows that 88.24% of studied species had carbohydrate content varying from 0.15 to 2.57%
(wet weight). Statistical analysis showed difference (p<0.05) between fresh and frozen samples in 29.40% of
studied species: Brazilian sardinella (S. brasiliensis), mullet (M. brasiliensis), gray triggerfish (B. capriscus),
Patagonian flounder (P. patagonicus) and Nile tilapia (O. niloticus).

Table 3. Results (% wet weight) of protein content, carbohydrate and caloric value calculation of 17 fish species fresh samples
and after 12 months under freezing storage condition (-18+2°C)

Common Protein (%) Carbohydrate (%) Caloric Value (Kcal/100g)
name FRESH FROZEN FRESH FROZEN FRESH FROZEN
Withemouth 16.71+1.63 17.58°+0.02 2.19°+1.50 0.66+0.21 75.42° 74.48
Croaker
Weakfish 16.55*+1.50 16.40°+0.06 2.49°+0.78 2.42'+1.16 80.35 79.78
Brazilian 19.872+0.06 21.10°40.19 0.81°+0.06 0.10°+0.09 123.40° 122.06°
Sardinella
Mullet 20.02%40.27 19.16°+0.13 0.87°+0.20 1.05°+0.31 90.98 88.70
Acoupa 17.00°+0.07 17.54°+0.20 0.53%+0.04 0.55'+0.22 84.01° 80.14°
Weakfish
Bierlien 16.61+0.08 16.50+0.07 0.02°+0.10 0.31°+0.21 71.87* 70.41°
Codling
Shark 22.35'+0.36 22.91:+0.01 - - 96.33 94.88"
Eroadband 14.18°+0.28 14.90°+0.16 - - 88.13° 89.84°
Anchovy
Gray , b b .

o 18.54%+0.44 17.255+0.04 0.41°+0.03 1.94+0.20 78.12° 80.62°
Triggerfish
s 9.449+0.67 9.45+0.18 2.27+0.46 2.94%0.17 87.32 89.10°
Seabream
Dorado 20.84%+0.22 19.24+0.88 0.66'+0.34 1.77+0.66 94.47° 97.50°
Atlantic " N

18.47°+0.82 17.04+1.48 1.012+0.09 3.830+0.45 207.24° 206.63

Salmon
Patagonian 19.05+0.19 17.59°+0.05 0.23%+0.06 1.96°+0.38 81.15° 81.04°
Flounder
Sand Drum 19.84°+3.12 19.82°+1.05 0.23°+0.12 0.67%+0,08 87.36* 89.25
Southern ] , ) ) ;

: 18.38*+0.00 18.17°+0.89 R 0.53+0.06 81.89° 81.82
Kingcroaker
Nile Tilapia 17.07+0.14 17.84+0.11 0.74°+0.28 b 84.55 89.68
Argentine Hake  16.22°+0.63 16.25+0.27 0.26+0.14 0.35'+0.04 76.04° 76.74°

Mean values + standard deviation (n=3)
Different letters in the same line mean significant difference between fresh and frozen samples (p<0.05)
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Caloric Value

Results of caloric value ranged in fresh samples from 71.87 to 207.24 kcal/100g in Brazilian codling
(U. brasiliensis) and Atlantic salmon (S. salar), respectively, and in the samples kept 12 months under
freezing storage, from 70.41 to 206.63 kcal/100g in these same species, respectively (Table 3). Statistical
analysis showed difference (p<0.05) in caloric value results between fresh and frozen samples for 29.40% of
studied species: Brazilian sardinella (S. brasiliensis), mullet (M. brasiliensis), acoupa weakfish (C. acoupa),
Brazilian codling (U. brasiliensis) and shark, as can be seen in Table 3.

Freezing is considered a successful and one of the most used technology to preserve natural quality
of foodstuffs for long periods of time*"**. In the case of fish, if correctly applied, it lowers the rate of spoilage,
extends shelf-life to several months, while not excessively affecting the physical properties and quality*-*.
Although, considerable drip loss, colour, texture and sensory changes can occur in meat and vegetable
products after thawing®?***, leading to alterations in nutritional value. It is highlighted by these authors
that this technology is still being studied and there are great advances specially related to anti-freezing
proteins, that in near future will be an important tool for controlling the formation of ice cristals and may
represent an ally for preservation of original quality of many foodstuffs. The best way for thawing fish and
fish products for processing without loss of quality****° has also been studied in order to manufacture
higher quality products.

In Brazil, the “Regulamento de Inspecio Industrial de Produtos de Origem Animal (RIISPOA)”
stablishes the official regulation for industrial and sanitary inspection of animal products since 1952. In
its 2017 revised edition®, the article 335 defines “frozen fish” as “that one submitted to process of quick
freezing, in a way that the product quickly exceeds the temperature of maximum crystallization” According
to paragraph 1° of this article, the “process of quick frozen can be considered finished only when the
product reaches -18°C™?".

Fish is important from both the economic and health points of view, and its importance for a healthy
diet is undeniable in many countries>**. Freezing is considered an important fish preservation technology,
and alteration in protein content with time of frozen storage has already been reported®*, but data must
be generated in order to demonstrate the extension of alteration and what must be done to guarantee high
quality products, especially with Brazilian species, due to lack of nutritional data of raw material and effects
of freezing processes on it. Nowadays, when the world must face the Covid-19 pandemic, it is particularly
important to debate freezing technology, because it is an important tool to prevent contamination.

Moisture content is one of the most important determinations used in food analysis and is based on
the physicochemical property of the water to volatilize at high temperature (>100°C). All studied species
showed moisture varying from 65 to 90%, in agreement to Hart and Fisher®, in both samples, fresh or after
12 months of frozen storage, respectively, as shown in Table 2. Fish moisture content is related to its stability,
quality and nutritional composition®, and it is strongly related to protein and carbohydrate®. Results showed
that moisture content was slightly altered by the freezing process in 17.65% of studied species, which could
reflect in texture loss and general quality alteration of product after thawing and/or processing.

Ash content reflects the total mineral content of a fish, and it varies depending on the amount and
quality of the fish nutrition and the amount of movement it makes', generally total mineral residue in fish
ranges from 1 to 2%°* and also indicates the richness of species in mineral elements like calcium, zinc, iron,
and phosphorus, among others>**. It is obtained after heating sample until complete combustion of organic
matter is reached®. In the present study, 11.77% of the studied species have shown difference (p<0.05) between
fresh and frozen samples, that could be reflected in lack of nutritional value for the final consumer.

Statistically significant difference (p<0.05) was found for results of moisture content in broadband
anchovy (Anchoviella lepidentostole), Atlantic salmon (Salmo salar) and Southern kingcroaker (Menticirrhus
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americanus). For ash content, results of fresh and frozen samples were different (p<0.05) in mullet (Mugil
brasiliensis) and the Atlantic salmon (8. salar).

Lipid from fish is important due to the presence of polyunsaturated fatty acids (PUFA’), especially
those of long chain omega-3 series, known for their health benefits*. Besides PUFAS, there are others
nutrients, like vitamin D, selenium, zinc, magnesium and potassium, associated with protective effects for
cardiovascular diseases that can also be present®. Results shown in Table 2 have indicated that all studied
species presented lipid content <5%, and were considered lean, according to Stansby”. Only the Atlantic
salmon was classified as moderately fat”” and showed lipid content of 14.37% and 13.62%, in fresh and
frozen samples, respectively. Significative difference (p<0.05) in lipid content was observed in 29.40% of
the studied species: Brazilian sardinella, mullet, acoupa weakfish, Brazilian codling, and shark, when fresh
and frozen samples were compared. A considerable loss of nutritional value to the consumer that seeks
for healthy lipid in any fish species was observed, especially considering that for acoupa weakfish it was
observed a loss of about 55.48% in lipid content, from 1.55% in fresh sample to 0.86% for sample kept
storage 12 months under freezing condition (Table 2). In mullet, Brazilian codling and shark about 50%
of loss in lipid content was observed, when results of fresh and frozen sample were compared (Table 2).
Brazilian sardinella also showed loss (p<0.05) in lipid content, from 4.52% in fresh sample to 4.14% in
sample kept under freezing condition, but it was slight, considering the previous results (Table 2).

Protein is the main constituent of edible part of fish and has high biological value, which means that
human organism takes high profit when consumes it*. Fish accounted for 17% of the animal protein and 7%
of all protein consumption in the world® and is an important source of high-quality animal protein®*¥, with
digestibility coefficient of 90-98%, higher than bovine and other meats, due to the amount of myofibrillar
fraction®. According to Stansby”’, fish may be classified as high protein content when varies from 15 to 20%
of lipid, moderate protein content from 10 to 15% and low protein content when is below 10%.

The results (Table 3) indicated that majority of species (88.24%) were considered with high protein
content, independent if fresh or frozen, and shark was the one with the highest protein content with 22.35%.
Broadband anchovy (A. lepidentostole) was classified with moderate protein content with 14.18 and 14.90%
of protein in the fresh and frozen sample, respectively, Panga seabream (P. laniarius) was the unique species
with low protein content (~9.45%), as can be seen in Table 3. Protein content showed difference (p<0.05) for
29.40% of studied species when fresh and frozen samples were compared (mullet, gray triggerfish, dorado,
Atlantic salmon and Patagonian flounder). Our results indicated loss of approximately 7.7% in protein
content between fresh and frozen samples of dorado (18.47% to 17.04%), Atlantic salmon (18.47% to 17.04%)
and Patagonian flounder (19.05% to 17.59%). Gray triggerfish showed a difference of 6.96% between fresh
(18.54%) and frozen samples (17.25%), and mullet showed 4.3%, the smallest loss in protein content between
fresh (20.02%) and frozen samples (19.16%). Similar results were observed by Abemourand®, when studied
the effect of freezing on four fish species after 30 and 60 days of storage.

The same amount of samples (29.40%) showed difference (p<0.05) in lipid and protein content
between fresh and frozen samples, but for different species. Results showed that although freezing is an
important fish conservation technology, because lowering temperature reduces the speed of degradative
processes, its utilization demands high quality fish to obtain satisfactory results, and deficient use can lead
to protein denaturation and lipid oxidation®, especially in fat species, because will cause rancification odour
and flavour®*7. Our results can corroborate these affirmations, since it has shown that these two were the
most affected parameters after freezing storage under experimental condition.

Complementary techniques as glazing, is also of great importance in order to preserve the quality
of products>***. Glazing and the use of cryoprotective substances can grant greater stability and avoid
protein denaturation, lipid oxidation and dehydration, main causes of nutritional value loss****. As
observed by Oetterer et al*®, biochemical interactions can occur between proteins and fatty acids in fish
muscles, during prolonged frozen storage, thus proteins can react with products of lipid oxidation and the
amino acids with formaldehydes.
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The results have shown significant difference (p<0.05) in all analyzed parameters, but with different
incidences depending on species. It must be emphasized that fish may present important contents of
micronutrients and it is variable depending on the species*’, which were not investigated here, but must be
studied because storage condition can affect them either™.

Carbohydrate content and caloric value were different (p<0.05) in 29.40% of species for fresh and
frozen analyzed samples. The species with difference in caloric value were the same of those in lipid content
because calculation is highly influenced by it.

Our study detected nutritional alterations in all studied species and in all studied parameters after
frozen storage, thus it must be considered when the technology is applied in order to guarantee that frozen
tish or processed product do not loose nutritional value, especially because lipid and protein content are the
most important nutritional features of interest to fish consumers.

Mullet (M. brasiliensis) and Atlantic salmon (S. salar) were the most affected species by the frozen
storage, with 5 and 4 affected parameters, respectively, out of a total of 6. Results showed that lipid and
protein contents were the most impaired parameters after 12 months of frozen storage and highlighted the
importance to study nutritional value of raw material and the type of storage and conservation technology
used in order to avoid of nutritional value loss in frozen products.
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Elaboracion de un material de referencia para cadmio y arsénico
en productos hidrobioldgicos, para propodsito de ser utilizado
en un programa de intercomparacion de laboratorios
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! Laboratorio Designado de Metrologia - RNM, Seccién Metrologia de Ambientes y Alimentos, Subdepartamento de Metrologia
y Desarrollo Tecnolégico, Departamento de Salud Ambiental, Instituto de Salud Publica de Chile (ISP), Santiago, Chile.

? Departamento de Tecnologias Nucleares, Seccion de Metrologia Quimica, Comisién Chilena de Energia Nuclear (CCHEN),
Santiago, Chile.

Reference materials (RM) are tools used in the comparability and traceability of measurements. They are widely
used by laboratories for method validation and quality control of assay. Chile must evaluate the performance of
laboratories that analyzing metals in fishery products, despite RM have high prices and are scarce. For that reason,
a RM in a hydrobiological product was developed. Reference values for arsenic and cadmium elements for a
fishmeal were assigned. The measurement methods for characterization of the material were Inductively Coupled
Plasma Mass Spectrometry, Atomic Absorption Spectrometry and Neutron Activation Analysis. Reference values
with their expanded uncertainty (U) were established for arsenic 2.64 + 0.42 mg/kg (U; k = 2) and for cadmium
0.86 + 0.16 mg/kg (U; k = 2). Homogeneity and stability of the RM allowed its use in a proficiency test for eleven
food control laboratories. Results for median were 2.114 mg/kg for arsenic, and 0.863 mg/kg for cadmium. The
performance values of the participants were evaluated with a z score obtaining 60% satisfaction for arsenic and
73% for cadmium. The material demonstrated to be suitable for use in interlaboratory proficiency assay.

Keywords. Laboratory Proficiency Test, Reference Material, Arsenic, Cadmium, Fish Flour.

Materiales de referencia (MR) son herramientas utilizadas en la comparabilidad y trazabilidad entre mediciones.
Laboratorios los utilizan ampliamente en validaciéon de métodos y control de calidad. Chile debe evaluar
el desempeno de los laboratorios que analizan metales en productos pesqueros, a pesar de los altos precios
y escasez del MR. Por esa razon, se desarrolld un MR en producto hidrobiolégico. Se asignaron valores de
referencia para arsénico y cadmio en harina de pescado. Los métodos de medicién para la caracterizacion del
material fueron Espectrometria de Masas de Plasma Acoplado Inductivamente, Espectrometria de Absorcion
Atomica y Andlisis de Activacion de Neutrones. Se establecieron valores de referencia con su incertidumbre (U)
para arsénico 2.64 + 0.42 mg/kg (U; k = 2) y para cadmio 0.86 + 0.16 mg/kg (U; k = 2). La homogeneidad y
estabilidad del MR permitieron su uso en una prueba de aptitud para once laboratorios de control de alimentos.
Las medianas fueron 2,114 mg/kg para arsénico y 0,863 mg/kg para cadmio. Se evaluaron los rendimientos de
los participantes con un estadistico de puntaje z satisfactorio del 60% para el arsénico y 73% para el cadmio. El
material demostro ser adecuado para uso en ensayo de aptitud de intercomparacion.

Palabras clave. Ensayos de Aptitud de Laboratorios, Material de Referencia, Arsénico, Cadmio, Harina de Pescado.
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The Instituto de Salud Publica de Chile (“ISP”, Public Health Institute of Chile) has the mission of
developing certified reference materials and reference materials in food chemistry, to provide metrological
traceability to measurement laboratories.

Reference materials (RM) are crucial for laboratory quality assurance. They are widely used for the
internal quality control of analytical tests, in the validation of methodologies and as test items in proficiency
tests'. Proficiency testing is a type of systems audit or external assessment, a check on the entire laboratory
testing system. The term “check testing” is sometimes used for this activity. Proficiency test may also be used
to assign values to reference materials or to determine their suitability for use. Proficiency test samples may,
in many cases, also be considered reference materials®. Certified reference materials (CRM) and reference
materials, in addition to being homogeneous and stable, have the advantage of having more exact values, lower
uncertainties and metrological traceability, providing greater reliability and comparability of measurements.
CRM and RM production is in accordance with ISO 17034°, and requires very exact and precise methods.

The ISP conducts proficiency test as part of an external evaluation program of quality (PEEC, by
its Spanish acronym) mainly aimed to public or private food audit and control laboratories authorized by
the Chilean State to this goal. The objective of this program is to assess the performance of the national
laboratories in relation to the analysis made, according to the quality assurance system ISO/IEC 17025%
Proficiency tests program focus on the control of food components, additives, and contaminants that are
consumed by the population and are of national interest due to its impact in both economic and public
health system.

According to figures put out by the Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO)
in 2004, Chile was the sixth producer country in the world, with a production in fishery and aquaculture
industry of 4% of the worldwide volume’ that year. Nevertheless, National Food Consumption Surveys
(ENCA, by its Spanish acronym) in 2016 revealed that the fish consumption is scarce as no more than the
15% of the Chilean population reports its consumption, with a clear socioeconomic gradient®.

The Health Sector has emphasized in the promotion of fish consumption, especially in children,
youngsters, and older adults to bear obesity problems in the population. This way, it is expected that fish
integrated in the daily diet would be a healthy contribution for the consumer, and not a source of risk to
develop diseases. For that reason, monitoring, control, and audit processes are used to assure the safety of
these nourishments from sea to fork.

Sanitary Food Regulation (RSA) of the Ministry of Health of Chile (“MINSAL’, Ministerio de Salud)
establishes in its Title IV, section I that the presence of arsenic in fresh, refrigerated, frozen and preserved
fish” must not exceed the maximum limit of 1 mg/kg, cadmium is not mentioned for these products. At an
international level, the Codex Alimentarius have recommended for cadmium a maximum limit (ML) in food
in a range that goes from 0.05 mg/kg (vegetables) to 2 mg/kg (marine bivalve molluscs). In the same way, for
arsenic the recommended MLs range from 0.1 to 0.5 mg/kg in food, with no ML values for matrixes of marine
origin®. In this context, both public and private laboratories must conduct their laboratory tests in a way to
guarantee quality and comparability of their results, so decisions based on these outcomes are appropriate.

The Servicio Nacional de Pesca (“SERNAPESCA”, National Fisheries Service) and the MINSAL raise
the necessity of incorporate in the PEEC a proficiency test round in order to determine the presence of metals
in foodstuff coming from fishery industry. Facing this need, the ISP, through the Designated Metrology
Laboratory, together with the Chemical Metrology Section of the Comision Chilena de Energia Nuclear
(“CCHEN?”, Chilean Nuclear Energy Commission) developed a traceable reference material for elements in
hydrobiological product (fish meal). There are several methods for the determination of elements in food,
so to characterize the reference material, three techniques were selected with the capacity to measure traces
of these substances (Cd and As): Neutron Activation Analysis (NAA), Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry (ICP-MS) and Graphite Furnace Atomic Absorption Spectroscopy (GFAAS). These methods
are sensitive and accurate enough to characterize a reference material.
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As a result of the increase in both national and international quality standards compared to exports
and imports at the food industry level, new needs have been generated to comply with adequate quality
and to comply with these, a demand has also been generated in the quality assurance of the laboratories.
The demand for new CRM and RM traceable to the International Systems of Units (SI) has been growing
in all areas, especially in the food industry, due to the variability of measurands and food matrices, access
to these materials is hampered by the lack of supply and/or their high cost. The laboratories in charge of
food control must demonstrate that the methods used are duly validated for the analytes and food matrices
required. Food matrices are generally complex, so it is essential to use RM/CRM as a support to be able to
demonstrate with accuracy and reliability the results obtained by these methods. The major limiting factor
for the general use of RMs in food analysis laboratories is their restricted availability considering the huge
range of possible analyte/concentration level/matrix combinations of the real samples to be analyzed’.

RMs can be used to a great extent for internal quality control purposes in a food testing laboratory
in control charts, in method validation and in ring tests, among others. However, in many cases they
are not available in the market or are expensive due to production costs, and also because in most cases
they must be imported. For these reasons, not all the needs for quality assurance tools for food control
laboratories are covered in accordance with the requirements of ISO/IEC 17025. Metrological traceability
and quality assurance in food production play an important role for food trade. Hence the importance that
national metrology institutes (NMIs) or designated metrology institutes (DIs) can produce RMs and CRMs,
according to the main analytical needs of their countries, ensuring the accessibility of national laboratories
to these, and in this way to respond to the requirements of public and private food control laboratories, thus
supporting a more reliable food trade.

The production of reference materials is a complex process, where producers must comply with the
requirements of ISO/IEC 17025, ISO 17034 and ISO Guide 35, so that the RM/CRM produced satisty the
requirements of metrological traceability and uncertainty for the intended purpose. Scientific work aimed
at the production of new RMs will contribute to reduce existing gaps in the market, allowing better access
to RMs for national public and private laboratories.

Expanding the production of new RMs in food matrices, focused to certain analytical needs derived from
“Food Surveillance Programs”, such as nutrients, pollutants, residues and toxins, allows directing efforts towards
developing RM:s for assay processes critical associated with food control, generating tools helping to improve the
quality and safety of food, for the benefit of consumer protection and the confidence of the food trade.

The aim of this scientific work is to present the elaboration of a traceable reference material to SI
for determining As and Cd in fishmeal, destined to be used in a proficiency test to support the quality
assurance of food analysis laboratories, in charge of the control and surveillance of the production of the
fishing industry in Chile.

Candidate Reference Material Preparation

The ISP used fish meal as a matrix for the elaboration of the reference material, because its
composition characteristics (66% protein, 12% total fat, and moisture less than 10%) and its dry powder
state facilitate its handling and preservation. Fish meal belonging to a sample of 4 kg from the same set was
processed through drying, sieving and homogenizing. Subsequently, it was divided, packed and labeled in
amber glass bottles of 35 g each, which were exposed to a minimum dose of gamma irradiation of 25 kGy
for their sterilization in the CCHEN. 93 units of candidate reference material bottles were obtained.

The produced units were stored in a desiccator to room temperature between 20 and 27°C.

The elaboration and assessment processes of the reference material were in accordance with the
quality standards ISO 17034, ISO Guide 35" and ISO/IEC 17025%.
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Reference Materials and testing methods

Testing methods used for the assessment of the reference material were validated by relevant
authorities in order to be used for this purpose. The ISP was in the charge of the Analysis of food elements by
ICP-MS for microwave digestion''. The ISP is a National Designated Metrology Laboratory of the National
Metrology Network of Chile (RNM, its acronym in Spanish: Red Nacional de Metrologia), complying with
the normative requirements of ISO/IEC 17025 and ISO 17034.

The CCHEN was responsible for the execution of the tests following the NAA'>", ICP-MS', and
GFAAS". The CCHEN is a reference laboratory for nuclear techniques in Chile, under an ISO/IEC 17025
quality management system and is recognized by the International Atomic Energy Agency (IAEA) as a
laboratory of high performance level for its good participation in the proficiency testing that this agency
organizes annually.

The processing of the samples of the candidate reference material consisted of taking a portion of
0.2 to 0.5 g of dry sample in a microwave glass, adding 1 mL of water, 8 mL of high purity nitric acid
(HNO; 65% v/v) and 2 mL of high purity hydrogen peroxide (H,O, 30% v/v), letting it stand closed at room
temperature under a hood for at least 12 hours and then placed in the microwave digester in a gradient
program from 250 to 500 watts for 35 minutes. The digestion solution was transferred to a 25 mL volumetric
flask with reagent grade water, for analysis by the defined method.

The SI traceable NIST (National Institute of Standards and Technology) reference materials that
were used as calibration standards for the above mentioned methods were:

e Cadmium (Cd) Standard Solution SRM® 3108 Lot No. 130116.

o Arsenic (As) Standard Solution SRM® 3103a Lot No. 100818.

For tests quality control purposes, the Fish protein certified reference material for trace metals
DORM-4 of NCR-CNRC (National Research Council Canada) traceable to SI, containing arsenic in 6.80 +
0.64 mg/kg (U; k = 2) and cadmium in 0.306 + 0.015 mg/kg (U; k = 2) was used in parallel to samples. The
analytical results reported by the ISP and CCHEN were accepted, when the recovery rate of the material
was between 80-110%.

Humidity was determined by the coulometric Karl Fischer method""” using a certified standard
oven 1%, Apure®, Merck®. Traceability to the SI of mass and volume measurements is to the National Mass
Metrology Laboratory of Chile (CESMEC S.A.).

Homogeneity and stability study

A stratified random sample was taken from the set produced from the candidate reference material,
obtaining a total of 25 bottles for the material characterization and assessment. Homogeneity and stability
studies were statistically conducted in accordance with the ISO Guide 35" guidelines.

The ISP was responsible for conducting the homogeneity and stability studies. The number of
samples required for the purposes of the homogeneity study was established based on 10% of the batch size,
that is, the total number of units (bottles) produced by the batch (N,,,; = 93 units), this due to the fact that
the batch size was less than 100 units'’. Finally, the material homogeneity study involved the analysis of 9
duplicate samples (bottles) of arsenic and cadmium elements with the ICP-MS method under repeatability
conditions, which was previously validated for this purpose. For analysis of variance (ANOVA) of the
duplicated data, the acceptability criteria were established as F-value must be less than F-table, with a 95%
percent of confidence interval'. The study of the homogeneity of the material was carried out between and
within the bottles, with their respective uncertainties.

The material stability study was established with the same method used in homogeneity study. The
temperature for homogeneity and stability study was established between 20 to 25°C. For the evaluation of
stability, a classical stability study was carried out in a short-term period of 10 days and 70 days, a long-term
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period of 150 days, 200 days, and 250 days. For this, 6 bottles were analyzed in duplicate, 3 in the short-term
study and 3 in the long-term stability study in intermediate conditions of measurement by ICP-MS Method.

Reference material characterization

Three analytical methodologies were used for the material characterization, since there is no
primary method such as isotopic plasma mass dilution (IDMS). The ISP conducted the analysis of 9 bottles
in duplicate and repeatability conditions with ICP-MS Method.

The CCHEN analyzed in duplicate and repeatability conditions 5 bottles by GFAAS for cadmium,
9 bottles NAA for arsenic and 10 bottles by ICP-MS for both elements, the treatment of the samples was
carried out by microwave digestion. The methods were previously validated by ISP and CCHEN for their
intended purpose.

The allocation of the value of the reference material was made in accordance with the ISO Guide 35
and the associated uncertainty was determined according to the GUM*.

The reference assigned value was obtained from the average of results found for the three methods
in each case, which was calculated as the Equation 1:

w Z:lea'
X==2 )

where: X = average of the results reported by the ISP and CCHEN methods; x; = average of the result
reported by each method; n = number of methods.

Expanded uncertainty of the assigned value was determined as the combined uncertainty
of characterization, homogeneity, and stability applying an coverage factor for a 95% of confidence
interval'®*®, k = 2, that is, it was calculated as the Equations 2-6:

_ _ f
U=kx u, = 2 X v ucharz + l'll'Pr.c:nm2 + ustabz [:2)

where: u,,, = standard uncertainty associated with material characterization; u,,,, = standard uncertainty
associated with homogeneity; u,,, = standard uncertainty associated with stability; k = coverage factor;
k = 2: corresponds to a level of confidence of approximately 95%.

— |2 2 2
Uchar = J ey Y Uan T (B

where: u, ;) = standard uncertainty of the measurement of bottles (n = 10) by the ISP; u, 4 = standard
uncertainty of the measurement of bottles (n = 10) by the CCHEN method 1; u, ;) = standard uncertainty
of the measurement of bottles (n = 10) by the CCHEN method 2;

Upom = ufwb [:4)

where: u,, = standard uncertainty between-bottles, obtained from ANOVA. When ANOVA mean square
between-bottles is less to Mean Square within-bottles, that is, MSB < MSW and the Equation 5 is used:

MSW 2 5
= x
Hob Ny H Vs (%)
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where: n, = duplicates (n = 2); v = degrees of freedom of MSW, number bottles in homogeneity test
minus 1.

Ustap = Sp1y) Xt (6)

where: s;,) = standard deviation of slope of lineal regression of stability study; ¢ = time interval the RM is
considered stable, i.e., 250 days.

Proficiency test

Once its homogeneity and stability had been verified, it was determined that the material was
suitable for the purposes of the proficiency test.

Reference material was sent to eleven national laboratories for its analysis in a proficiency test
round as per the ISO/IEC 17043*'. Reported data by the participants were requested on a dry basis for both
analytes and were assessed according to ISO 13528, using the z-score statistics** using Equation 7:

(x—X)
A

(7)

where: z = z score; X = assigned value for proficiency test (mg/kg); x = result of the participant (mg/kg); G =
standard deviation for proficiency assessment (mg/kg).

Standard deviation for proficiency test round () was established as the Horwitz standard deviation,
determined as the Equation 8*:

CVp, % = RSD,, % = 2(1-05logC) (8)

where: C is the concentration of analyte expressed as dimension less mass fraction (g/g); CV; or RSDy is
a coefficient of variation of reproducibility, it is the average ratio of the standard deviation to the mean of
assigned value for proficiency test mean (% average) (Equation 9).

RSDy
00 &

The standard deviation estimated from the Horwitz Equation for proficiency test is calculated with
the Equation 10:

=0, =K xCVy (10)
where: G = standard deviation for proficiency assessment (mg/kg).

For the purposes of this procedure, the z-score values, considering the assigned value obtained from
the reference value of the material produced.

For purposes of the suitability of the reference material, it was established that the standard

uncertainty of the RM (assigned value) developed for proficiency testing purposes will be less than the
target standard deviation (Horwitz) of the proficiency testing round, i.e (Equation 11):

upy <0 (1))
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where: u p,, = standard uncertainty of the reference material (k = 1); & = standard deviation for proficiency
assessment (mg/kg).

The mean values of cadmium and arsenic were calculated from the results of the participating
laboratories with the Equation 12:

E?:]_I!'

n

X= (12)

where: X = average of the reported results by laboratories (mg/kg); x; = reported result by the laboratory
(mg/kg); n = number of laboratories.

Regarding the number of participants, the median was calculated as follows:

o if nis odd, the median (Me) is determined as the Equation 13:

Me = Xnt1 (13)
2

o if n is even, the median (Me) is determined as the Equation 14:

Me = (xn + l'£+1) (14)
2 2

where: Me = median of the results reported by laboratories; x = value of the results in the position #

or (n+1): 5 = number of laboratories. 2
2

The standard deviation of the median (MADe) was established as the Equation 15:
MADe = 1,483 x [Me(xi — Me)] (15)
where: Me = median of the results reported by laboratories; xi = results of laboratories.

The Grubbs* statistical test was used to identify outliers. Data were not excluded for the assessment,
because they do not affect the assignment of the value for the performance evaluation, the assigned value
was the reference value of the material.

Humidity

The results obtained by the humidity measuring method delivered a 5.4% of water content in fish
meal in the three samples analyzed in duplicated (n = 6) (CV = 2.87%). Results of elements measurement
were reported in a dry basis.

Homogeneity of the candidate reference material

The homogeneity of the reference material was assessed in relation to between and within-bottles
homogeneity. The results obtained from the nine samples in duplicate they are presented in Table 1.
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Table 1. Results of the homogeneity study of arsenic and cadmium in fishmeal

Arsenic Cadmium
# Bottle
I(a) II (b) I (a) II (b)
2.69 2.64 0.868 0.841
5 2.53 2.49 0.823 0.864
21 2.54 2.64 0.796 0.923
37 2.72 2.83 0.864 0.853
49 2.66 2.98 0.864 0.930
57 2.59 2.68 0.872 0.850
63 2.88 2.57 0.828 0.839
78 2.61 2.63 0.912 0.871
84 2.74 2.53 0.854 0.824
Average Homogeneity, Xuomogeneiy> Mmg/kg 2.664 0.860
Homogeneity Standard Uncertainty, Upom, mg/kg 0.035 0.019
Minimum Value, Min, mg/kg 2.494 0.796
Maximum Value, Max, mg/kg 2.985 0.930
Variance within-bottle, %, 0.015 71 0.001 46
Variance between-bottle, S, 0.00125 0.018
Paired Samples, m 9 9
Calculated F value, F, 1.16 0.65
F critical value, F. 3.23 3.23
Fors < Fiple Yes Yes
p-value (a0 = 0.005) 0.412 0.724
Is homogeneous? Yes Yes
Value C 0.379 0.611
Cochran’s test Value C critical, C_c 0.638 0.638
C < Cyitic No outliers No outliers

The outliers’ assessment was conducted with Cochran test, concluding that there was not presence of
outliers, because the C values obtained of 0.379 for arsenic and 0.611 for cadmium were lower than the critical C
of 0.638 for a 95% of confidence for the nine pair data (). RM homogeneity value and the standard uncertainty
(tpons k = 1) of each metal were: arsenic 2.664 + 0.035 mg/kg and for cadmium 0.860 + 0.019 mg/kg.

Stability of the candidate reference material

For the stability study under controlled temperature conditions and in intervals of established time,
the material demonstrated to be stable in a period of 250 days for both measurands. The stability standard
uncertainty (u,,) obtained from the measuring was + 0.14 mg/kg for arsenic and + 0.056 mg/kg for cadmium.

In a linear regression for a 95% of confidence, a p-value higher than o = 0.05 indicates there is no
significant difference in the regression, meaning that, the material was stable, obtaining a p-value 0.384 for
arsenic and a p-value 0.732 for cadmium. The absolute value of the slope |b,| for arsenic is 0.000 5 and for
cadmium 0.000 08. The values of the Student’s t value for 95% confidence interval for 4 degrees of freedom
was 2.78, the t value multiplied by the standard deviation of the slope of regression were 0.001 5 for arsenic
and 0.000 62 for cadmium (Table 2). The stability values were established for arsenic 2.58 + 0.14 mg/kg
(Ugas k = 1) and for cadmium 0.832 + 0.056 mg/kg (i, k = 1).
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Table 2. Results of stability study for arsenic and cadmium in fishmeal

Test Arsenic Cadmium
Average, X, mg/kg 2.58 0.832
Slope, b, -0.000 5 -0.000 08
Intercept, b, 2.641 0.842
Sample size (i.e., number of observations), n 6 6
Degrees of freedom for this test, df = n-2 4 4
Stability uncertainty, Ugapiy 0.14 0.056
p-value 0.384 0.732
b 0.000 5 0.000 08
t-Student critical, tyos 2 2.78 2.78
Standard deviation of slope, s (b,) 0.000 545 0.000 224
toos, n=2.8 (b1) 0.001 5 0.000 62
|bi|<toss, n=2 - (b)) Yes Yes

Is stable? Yes Yes

Characterization of the candidate reference material

The characterization of the candidate reference material from the laboratories allowed the value
assignment of the reference material. It was established based on the mean of the results obtained in the
three reference methods used for ISP and CCHEN (Figure 1). The uncertainty of characterization was
obtained according to GUM", combining the standard uncertainty obtained from the measurements made
with the 3 methods with which the elements were analyzed. From this data, the obtained values of 2.64 +
0.16 mg/kg (¢, k = 1) for arsenic and 0.862 + 0.052 mg/Kg (144, k = 1) for cadmium.
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Figure 1. Comparison of results for different methods in the study of characterization of arsenic and cadmium — RM fishmeal
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Material reference value

The combined uncertainty associated to the reference value was obtained through the combined
uncertainty of the characterization, homogeneity and stability (Table 3). Reference values were
established for arsenic 2.64 + 0.42 mg/kg (U; k = 2) and for cadmium 0.86 + 0.16 mg/kg (U; k = 2). The
standard uncertainty (uz,, k = 1) of the RM reference material was + 0.21 mg/kg for arsenic and * 0.079
mg/kg for cadmium.

Table 3. Value assignment for the reference material - RM Fishmeal

Arsenic (As) Cadmium (Cd)

Test mg/kg mg/kg

c Ug-1) C U= 1)
Characterization 2.64 0.16 0.862 0.052
Homogeneity 2.664 0.035 0.860 0.019
Stability 2.58 0.14 0.832 0.056
Certified value ¢ V=2 ¢ U=

2.64 0.42 0.86 0.16

C: concentration (mg/kg), u: standard uncertainty (mg/kg), U: expanded uncertainty (mg/kg).

Proficiency test

In the proficiency test, the results reported by the laboratories (n = 10) for arsenic were: Lab#1
2.771 mg/kg, Lab#2 1.742 mg/kg, Lab#3 2.087 mg/kg, Lab#4 1.610 mg/kg, Lab#5 2.140 mg/kg, Lab#6
3.350 mg/kg, Lb#7 2.730 mg/kg, Lab#8 2.400 mg/kg, Lab#9 1.023 mg/kg and Lab#10 1.742 mg/kg. For
cadmium the results (n = 11) were: Lab#1 0.866 mg/kg, Lab#2 0.911 mg/kg, Lab#3 0.827 mg/kg, Lab#4
0.800 mg/kg, Lab#5 0.870 mg/kg, Lab#6 0.453 mg/kg, Lab#7 0.560 mg/kg, Lab#8 0.885 mg/kg, Lab#9
0.860 mg/kg, Lab#10 1.406 mg/kg and Lab#11 0.863 mg/kg. The laboratories reported the use of the
hydride generation method of atomic absorption spectrometry for the determination of arsenic and the
flame atomic absorption spectrophotometric method for the analysis of cadmium.

In the case of arsenic, the average from the participants was 2.160 mg/kg with a median of
2.114 mg/kg with a minimum reported value of 1.023 mg/kg and a maximum of 3.350 mg/kg. On the
other hand, for cadmium the average was 0.846 mg/kg and the median 0.863 mg/kg, with a minimum
reported value of 0.453 mg/kg and a maximum of 1.406 mg/kg. The robust standard deviations
(MADe) were 0.649 mg/kg for arsenic and 0.053 mg/kg for cadmium. After applying the Grubbs test
to both cases, it was identified that there were three outliers for cadmium (Lab#6, Lab#7 and Lab#10)
and that there were no outliers for arsenic. The outliers were not excluded from the performance
evaluation, since they did not affect the objective standard deviation that was established through the
Horwitz statistical model.

The standard deviation of the Horwitz for proficiency test was 0.365 mg/kg for arsenic and 0.141
mg/kg for cadmium based on the reference value. The performance obtained by the laboratory by z-score,
it is observed that most laboratories have a satisfactory evaluation for both elements (6 laboratories
satisfactory for arsenic and 8 for cadmium), only an unsatisfactory result was obtained for cadmium
(Lab#10) and one for arsenic (Lab#9) (Figure 2).
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Figure 2. Performance z-score for cadmium and arsenic

The results obtained in the evaluation study of the reference material according to the ISO
Guide 35 demonstrated its homogeneity, due to the ANOVA analysis, which revealed that the observed
F was less than the critical F of the table for a 95% confidence interval®, that is, o = 0.05, with a p-value
of 0.412 for arsenic and 0.723 for cadmium (Table 1).The results when applying Cochran’s test in the
evaluation of both elements, it is observed that the calculated value is smaller than the critical value C
(C..it = 0.638): arsenic C = 0.379 and cadmium C = 0.611. Therefore, we maintain the null hypothesis
of homogeneity of variance®.

No outliers were detected in the study, based on this and the results of the variances and mean
values, the RM proved to be sufficiently homogeneous for the intended purpose, to be used in proficiency
testing. The RM homogeneity value for arsenic was 2.664 + 0.035 mg/kg (u4,,; k = 1) and for cadmium it
was 0.860 * 0.019 mg/kg (uy,,,; k = 1).

The results of the stability study showed that in the regression obtained (Table 2), the absolute value
of the slope |b,| for both measurands is less than a standard deviation value of the linear regression slope
for the value of the factor t with 95% of confidence, for degrees of freedom n-2, i.e. |by|< [fg05. =2 . s (b))],
indicating that no instability was observed in the samples. The RM stability study demonstrated a shelf life
of 250 days, 8 months.

In the characterization study, as seen, the greatest contribution to the overall pooled uncertainty
came from the method characterization uncertainty for arsenic, while the contribution from the stability
uncertainty was more significant for cadmium. For both arsenic and cadmium, the characterization results
obtained by both laboratories (CCHEN and ISP) and their uncertainty are comparable to each other, as can
be seen in Figure 1.

The obtained statistical results and evaluations prove that the reference material for elements
in fish meal, resultant of the ISP and the CCHEN collaboration, is homogeneous, stable and traceable
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to the SI, allowing the definition of reference values for arsenic 2.64 + 0.42 mg/kg (U; k = 2), and for
cadmium 0.86 + 0.16 mg/kg (U; k = 2). The standard uncertainty of the reference material (k = 1) met
the defined criteria to be used for the proficiency test (ugy < ). The reference value for cadmium
is below the regulated ML in marine bivalve molluscs (2 mg/kg), in the case of arsenic the reference
value is above the range of MLs in food in Chile (0.1 to 0.5 mg/kg). Therefore, the reference material
would satisfy the analytical requirements of the laboratories in terms of its concentration level, food
matrix and metrology traceability. The results obtained demonstrated the suitability of the material to
be used in a proficiency test.

The ISP organized a proficiency testing round in which 11 food testing laboratories participated, but
only 10 reported values for arsenic. The median of the participating laboratories of 2.144 mg/kg and mean
of 2.160 mg/kg for arsenic, are below the reference value of arsenic of 2.64 + 0.42 mg/kg (U; k = 2), in the
case of cadmium the value of the median of the participants 0.843 mg/kg and the mean of 0.846 mg/kg that
are within the reference value for cadmium [0.86 * 0.16 mg/kg (U; k = 2)]. The Horwitz standard deviation
obtained for the proficiency test () was 0.141 mg/kg for cadmium and 0.365 mg/kg for arsenic. No outliers
were detected in the participants’ results when applying the Grubbs test in arsenic, however; in cadmium 3
outliers were detected.

The performance evaluation z-score is based on statistics from a normal distribution meaning
that about 95% of the data points will be within plus or minus two target standard deviations (+ 20). If a
participant’s z-score is outside | z-score | > 2 there is a 1 in 20 chance that the result is in fact that your result is
in fact an acceptable result from the end of the distribution. If a participant’s z-score is outside | z-score | > 3,
the probability that your result is actually acceptable is only 1 in 300%.

The performance of the laboratories in the analysis of arsenic was 60% satisfactory (|z-score|< 2),
30% questionable and 10% unsatisfactory (|z-score| > 3). In the case of cadmium, 73% of the laboratories
had a satisfactory evaluation however, 18% obtained a questionable score and 9% unsatisfactory. It
is observed that for cadmium and for arsenic, only one laboratory has an unsatisfactory result. The
proficiency test allowed evaluating the analytical performance of the fisher product control laboratories,
and in this way, the laboratories were able to detect needs for improvement in their internal laboratory
quality assurance system. The proficiency test organized with this RM provided the authorities with
an independent and reliable tool to assess the competence of the national laboratories in charge of the
control of fishery products.

The produced fish meal reference material met the requirements established in the ISO 17034
standard, allowing its subsequent certification. Also, the material demonstrated its adequacy by meeting
the requirements established in the ISO/IEC 17043 standard, to be used in proficiency tests.

The results of the performance assessment revealed that only 60% of the laboratories obtained
satisfactory results for arsenic and 73% for cadmium, which reveals that control processes in laboratories
that conduct these determinations must be improved, as well as the need of the use of reference material and
certified reference material in their validation processes. Intercomparison test allowed these laboratories to
identify failings in their performance. According to ISO/IEC 17025 requirements standard, they should set
corrective actions to improve their process.

Intercomparison tests are tools that allow to state and accreditation organizations to evaluate the
performance of the authorized or accredited laboratories and this way request the necessary improvements
so that their results are reliable and comparable for decision making.

The reference material RM Fishmeal Lot #12013 with reference values for arsenic 2.64 + 0.42 mg/kg
(U; k = 2), and for cadmium 0.86 + 0.16 mg/kg (U; k = 2) allows to deliver a homogeneous, stable, and
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traceable to SI reference material to laboratories, in order to be nationally used for proficiency testing and
the validation of testing methods.
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elements: contributions to quality control and food safety
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A microscopia alimentar atua no controle da qualidade e identidade dos alimentos utilizando recursos
microscopicos para a identificagio de elementos histologicos vegetais e de matérias estranhas. O objetivo do
estudo foi apresentar as principais contribui¢es da andlise microscdpica de isolamento e identificacio de
elementos histologicos vegetais na vigildncia dos alimentos analisados no Instituto Adolfo Lutz Central (IAL), de
2016 a2020. Os dados das analises realizadas no periodo do estudo foram tabulados para categorizagio e avaliagio
dos resultados. Foram analisadas 4.189 amostras de alimentos e dgua, sendo 1.096 para pesquisa e identificacao de
elementos histolégicos vegetais, com maior demanda para as analises de controle. As categorias de alimentos mais
analisadas foram as misturas para o preparo de alimentos e alimentos prontos para consumo; café, cevada, cha,
erva-mate e produtos soltveis; e os suplementos alimentares. Dentre as amostras analisadas, 5% ndo estavam de
acordo com a rotulagem, principalmente devido a adigdo de ingrediente, com destaque para os agticares e produtos
para adogar; as especiarias, temperos, molhos; e os suplementos alimentares. Por meio da andlise microscopica
foram verificadas adulteragdes em diversas categorias de produtos, demonstrando a sua contribuicéo as acdes de
vigilancia na prevencao de fraudes e na seguranga dos alimentos.

Palavras-chave. Microscopia, Vigilancia, Seguranca dos Alimentos, Qualidade dos Alimentos, Fraude.

Food microscopy acts to control the quality and identity of foods using microscopic resources to identify
vegetable histological elements and foreign matter. The aim of the study was to present the main contributions
from microscopic analysis on isolation and identification of vegetable histological elements in the surveillance of
foods analyzed at the Instituto Adolfo Lutz Central (IAL) from 2016 to 2020. Data from the analysis performed
during the studied period were tabulated for categorization and further evaluation. Altogether, 4.189 food and
water samples were analyzed and 1.096 samples underwent research and identification of vegetable histological
elements, with greater demand for the control analysis. The most analyzed food categories were mixtures for food
preparation and ready-to-eat foods; coffee, barley, tea, yerba mate and soluble products; and food supplements.
Among the analyzed samples, 5% were not in accordance with the labeling, mainly due to the addition of an
ingredient, especially sugars and sweetening products; spices, seasonings, sauces; and food supplements. Through
microscopic analysis, adulterations were found in several categories of products, demonstrating its relevance to
surveillance actions in fraud prevention and food safety.
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A microscopia alimentar é uma drea do conhecimento que contribui com o controle da qualidade e
da identidade dos produtos alimenticios, além de auxiliar na elucidagao de surtos epidémicos de doencas de
transmissao alimentar e hidrica. A identidade dos produtos alimenticios é verificada por meio da pesquisa
e identificacao dos elementos histologicos vegetais, e a qualidade sanitaria é analisada pela pesquisa de
matérias estranhas. No contexto da saude publica torna-se uma ferramenta importante para as acoes de
vigilancia e controle sanitario dos alimentos, visando a protegao da populagio'>.

A pesquisa e identificagdo microscépica de elementos histoldgicos vegetais em alimentos é uma
analise qualitativa, que possibilita a confirmagdo dos ingredientes do produto, em comparag¢ao com as
informacoes declaradas pelo fabricante. Este procedimento permite evidenciar adulteragdes ou fraudes,
por adi¢ao ou substitui¢ao de ingredientes, capazes de promover prejuizos financeiros e até mesmo danos
a saude do consumidor'?. Estudos de analise microscopica em diferentes matrizes alimentares como
pimenta-do-reino moida’, chocolate?, condimentos®, doce de amendoim e de aboébora®, circuma e noz-
moscada’, paprica®, agucar de coco’, café'’, entre outros, tém demonstrado a aplicagdo dessa metodologia
na deteccdo de fraudes.

Baseada em estudos sobre a morfologia dos tecidos vegetais caracteristicos dos alimentos'"** ou por
comparagao com padroes, a identificacdo microscdpica dos elementos histologicos vegetais é uma atividade
que exige um longo periodo de treinamento e experiéncia do analista. Para a execu¢do dessa analise é
necessario um tratamento prévio dos produtos alimenticios, com técnicas que incluem principalmente
diluicdo em 4gua, desengorduramento ou hidrdlise alcalina, a fim de possibilitar o isolamento dos
elementos histologicos para a identificagdo'*. Com a globalizag¢ao, novos produtos surgem a cada dia,
advindos das diversas regides do mundo, tornando o processo de identificagdo de elementos histologicos
vegetais um tanto desafiador, tendo em vista a escassez de estudos atuais sobre a identidade vegetal de
diversos alimentos e a dificuldade na aquisi¢cdo de padroes para comparagio.

No Brasil, a referéncia para a avaliagdo da conformidade dos alimentos quanto a sua identidade é,
principalmente, a Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC), da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) n° 259 de 20 de setembro de 2002", que regulamenta a rotulagem de alimentos embalados e
determina que esta deva apresentar, obrigatoriamente, entre outras informagdes, a denominagao de venda
do alimento e/ou a lista de ingredientes. Os alimentos com um unico ingrediente devem apresentar a
denominacao de venda de acordo com o seu Regulamento Técnico Especifico, e os produtos mistos devem
conter no rdtulo uma lista de ingredientes, em ordem decrescente da respectiva propor¢ao. As defini¢des
de alimentos estabelecidas nos Regulamentos Técnicos Especificos também sao utilizadas como referéncia
para a avaliacdo da identidade dos produtos.

Adicionalmente, o Cddigo de Defesa do Consumidor, Lei n° 8078, de 11 de setembro de 1990'¢, que
estabelece normas de protecao e defesa do consumidor, de ordem publica e interesse social, é aplicado em
diversos parametros das analises de alimentos, pois determina, em seu Artigo 31, que a oferta e apresentagdo
de produtos ou servigos devem assegurar informacoes corretas, claras e precisas sobre suas caracteristicas,
qualidade, quantidade, composicao, entre outros dados, bem como sobre os riscos que apresentam a satude
e seguranc¢a dos consumidores.

Como Laboratério Central de Saude Publica (LACEN), referéncia no estado de Sao Paulo,
o Instituto Adolfo Lutz (IAL) atua na avaliagdo da qualidade e seguranga dos produtos e servigos
disponibilizados a popula¢ao, com prioridade ao atendimento as demandas do Sistema de Vigilancia.
De acordo com a motivagdo da analise e, visando atender a legislacdo sanitaria, o IAL, realiza trés
modalidades de andlise em alimentos e agua: Fiscal, Controle e Orientagdo'. A analise Fiscal ¢é
realizada em amostras colhidas exclusivamente pelas unidades de Vigilancia Sanitaria, para verificar
a sua conformidade com a legislagdo. A anilise de Controle, também efetuada em amostras colhidas
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pela Vigilancia Sanitdria, visa comprovar a sua conformidade com o respectivo padrao de identidade
e qualidade, apds o registro no Ministério da Saude para os alimentos com registro obrigatério; apos
comunicagdo de inicio da fabrica¢ao de alimentos dispensados de registro; ou na liberagao de lotes de
alimentos importados. A modalidade de Orienta¢do nao esta prevista na legislacdo sanitaria, porém ¢
utilizada em situagdes especiais como investigagdo de surto, programas de monitoramento, além das
demandas de outros 6rgaos publicos, pessoas fisicas ou juridicas'”'®.

Este trabalho objetivou apresentar as principais contribui¢des da analise microscopica de
isolamento e identificacdo de elementos histolégicos vegetais na vigilancia dos alimentos analisados
no Instituto Adolfo Lutz Central, no periodo de 2016 a 2020, com vistas no controle de qualidade e
seguran¢a dos mesmos.

Foi realizada uma compilagao dos resultados de analises de Pesquisa e identificacdo de elementos
histolégicos vegetais no Sistema de Gerenciamento de Amostras Laboratoriais Harpya®, realizados no
Nucleo de Morfologia e Microscopia do Centro de Alimentos do Instituto Adolfo Lutz, Laboratério Central
de Sao Paulo, entre outubro de 2016 a dezembro de 2020. Os dados das anélises foram tabulados em planilhas
no programa Microsoft Excel® 2010 para quantificacdo e categorizagdo das amostras, agrupamento dos
dados por tipo de analise e conclusdo dos laudos analiticos.

As amostras analisadas para este ensaio foram preparadas segundo os métodos de andlise
microscdpica de alimentos descritos por Rodrigues et al*¥, de acordo com a composigdo de cada produto e
os nao contemplados por estes métodos foram preparados por similaridade com a matriz principal, definida
conforme o primeiro item relacionado na lista de ingredientes. A identificagao dos elementos histoldgicos
vegetais foi realizada em microscopio dptico de campo claro, conforme referéncias de identificagdo disponiveis
na literatura cientifica''* e com auxilio de padrdes para comparagdo, em aumentos de 10X a 40X.

De outubro de 2016 a dezembro de 2020 foram realizadas no Instituto Adolfo Lutz Central,
4.189 analises microscdpicas de alimentos e agua, sendo que 1.096 amostras incluiram o ensaio de
“Pesquisa e identificagao de elementos histologicos”, correspondendo a 26% do total de analises
microscépicas realizadas.

A frequéncia de analises de Pesquisa e identificacdo de elementos histoldgicos, de acordo com a
modalidade de andlise, esta apresentada na Tabela 1 e indica que a maior demanda do periodo derivou de
analises na modalidade Controle.

Tabela 1. Frequéncia de realizagdo do ensaio de pesquisa e identificagdo de elementos histoldgicos, de 2016 a 2020, no IAL/SP, de
acordo com a modalidade de analise

Modalidades de analise n %
Controle 716 65
Fiscal 214 20
Orientagao 166 15
Total 1.096 100

Das 1.096 amostras analisadas, 95% (1.043) obtiveram resultados satisfatorios para este ensaio,
enquanto 5% (53) foram insatisfatorias. Dentre as amostras insatisfatdrias, 21 eram analises de Controle,
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16 analise Fiscal e 16 analise de Orienta¢ao. Os produtos analisados foram distribuidos em 20 categorias de
alimentos (Tabela 2), de acordo com o disposto na RDC ANVISA n° 240/2018".

Tabela 2. Categorizagdo e conformidade das amostras analisadas para Pesquisa e identificacdo de elementos histologicos, no
periodo de 2016 a 2020, no IAL/SP

Categoria Amostras

Satisfatorias Insatisfatdrias Total
Actcares e produtos para adogar 4 10 14
Aditivos alimentares 3 0 3
Adocantes dietéticos 4 0 4
Alimentos para dietas com restricio de nutrientes 5 0 5
Balas, bombons e gomas de mascar 34 1 35
Café, cevada, cha, erva mate e produtos soltveis 201 4 205
Chocolate e produtos de cacau 86 1 87
Coadjuvantes de tecnologia 4 0 4
Especiarias, temperos e molhos 76 12 88
Gelados comestiveis e preparados para gelados 52 0 52
comestiveis
Mistura para o preparo de alimentos e alimentos 241 6 247
prontos para o consumo
Oleos e gorduras vegetais e creme vegetal 26 0 26
Produtos de cereais, amidos, farinhas e farelos 72 3 75
Produtos proteicos de origem vegetal 6 1 7
Produtos vegetais (exceto palmito), produtos de frutas e 27 2 29
cogumelos comestiveis
Vegetais em conserva (palmito) 3 0 3
Sal 14 0 14
Suplementos alimentares 125 11 136
Alimentos com alegaces de propriedade funcional ou 57 2 59
de saude
Férmulas para nutricdo enteral 3 0 3

As categorias de produtos que se destacaram pelo quantitativo de amostras analisadas foram:
mistura para o preparo de alimentos e alimentos prontos para o consumo (23%); café, cevada, cha, erva-
mate e produtos soluveis (19%); e os suplementos alimentares (12%). As categorias de agucares e produtos
para adogar, especiarias, temperos e molhos e suplementos alimentares destacaram-se por apresentar maior
numero de amostras insatisfatorias.

Entre as 53 amostras insatisfatorias em relagdo as informagdes declaradas no roétulo, ocorreu adigao
de ingrediente em 50 e, em 3, o componente declarado nao foi detectado. A Figura 1 apresenta os principais
ingredientes adicionados aos produtos, sendo o amido de milho o mais ocorrente, seguido de elementos
histolégicos de vegetal nao identificado, termo utilizado quando o elemento histolégico detectado nédo
¢ proprio do produto analisado e ndo apresentou caracteristicas que permitissem seu reconhecimento e
identificacdo microscédpica.
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Figura 1. Principais ingredientes ndo declarados adicionados a produtos alimenticios analisados no Instituto Adolfo Lutz
entre 2016 e 2020

Na categoria de agticares e produtos para adogar (n = 14), as amostras consideradas insatisfatorias
representaram 71% das amostras analisadas. Nesta categoria, enquadraram-se 8 amostras de mel, todas
insatisfatorias, 2 por apresentarem elementos hisatoldgicos de Saccharum officinarum (cana-de-agucar),
amido de Zea mays (milho) e elementos histologicos de vegetais nao identificados e 6 por conterem amido
de Zea mays (milho) e ndo apresentarem graos de pdlen. Das amostras analisadas de agticar de coco, 2
foram insatisfatorias por apresentarem elementos histologicos de Saccharum officinarum (cana-de-agucar).

Na categoria de especiarias, temperos e molhos (n = 88), 14% foram insatisfatorias, sendo a maioria
amostras de paprica (9/12). Os principais ingredientes adicionados nesses produtos foram o amido de Zea
mays (milho) e urucum (Bixa orellana).

Dos suplementos alimentares analisados (n = 136), 8% tiveram resultados insatisfatorios devido a adi¢ao
de amido, principalmente de Zea mays (milho) e de Manihot sp. (mandioca). A adi¢ao conjunta de Triticum sp.
(trigo), Zea mays (milho), Glycine sp. (soja) e substancia amilifera alterada foi observada em 3 amostras.

Além dos produtos acima citados, outras amostras insatisfatorias destacaram-se pela adi¢do de
ingrediente nao declarado, como: farinha de mandioca contendo arroz triturado; macarrao instantaneo
com pimenta-do-reino e fécula de batata; molho de tomate com orégano; p6 para o preparo de gelatina
com amido de mandioca; molho barbecue, achocolatado em pé e creme de avela com amido de milho;
condimento preparado contendo soja; e café torrado e moido com cascas e paus. A Figura 2 apresenta
detalhes microscopicos de ingredientes adicionados as amostras.

Figura 2. Detalhe microscdpico dos elementos histoldgicos detectados em amostras insatisfatorias por adi¢do de ingrediente ndo
declarado no rétulo: (A) amidos de milho e (B) fragmentos da camada pali¢adica do urucum em paprica; (C) amidos de milho
(corados com lugol) e (D) células parenquimaticas de reserva da cana-de-agticar em mel; (E) células parenquimdticas de reserva
da cana-de-agucar em agucar de coco e (F) amido de arroz em farinha de mandioca
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Entre os produtos alimenticios insatisfatdrios por nao apresentarem ingredientes declarados na lista
estdo: suplemento alimentar de amora sem a presenca de elementos histoldgicos caracteristicos da fruta;
bombom de chocolate com recheio de morango sem a presenca de elementos histologicos de morango; e
suplemento alimentar de café verde com vitaminas e cromo, sem elementos histologicos de café.

Dentre as analises microscopicas de alimentos realizadas no Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo, a
expressiva demanda voltada a pesquisa e identificacdo de elementos histologicos indica que este ensaio
tem consideravel relevancia nas andlises oficiais, contribuindo para as agdes de vigilancia dos alimentos,
principalmente nos aspectos de fraudes. A maior frequéncia encontrada para as andlises na modalidade
Controle (Tabela 1), em relagao as analises Fiscal e de Orientagdo, evidencia uma pratica regular,
com o objetivo de assegurar a qualidade dos produtos comercializados no estado tdo logo se inicie a
comercializagdo do produto. Trata-se de um tipo de analise efetuada quando da comercializagdo, com a
obrigatoriedade de comunicagdo a autoridade sanitaria, que serve para comprovar a sua conformidade
com o respectivo padrdo de identidade e qualidade, aprovadas no ato do registro®**’. Determinadas
analises Fiscal e de Orientagdo originaram-se de denuncias do consumidor as Vigildncias Sanitarias,
Secretaria de Seguranga Publica ou ao Poder Judiciario, devido a suspeita de fraude. Embora tenham
sido detectadas adulteragées em alguns desses alimentos, os percentuais de amostras insatisfatdrias
foram pouco variaveis em relacdo as diferentes modalidades de analise, indicando que esses fatores nao
apresentam associacao entre si.

Os resultados das analises microscopicas para pesquisa e identificacao de elementos histoldgicos
demonstraram que, na maioria dos produtos, as condigdes foram consideradas satisfatorias em relagdo a
legislagdo pertinente, por nao terem sido detectadas divergéncias entre o resultado analitico e as informagoes
declaradas na lista de ingredientes do rétulo. Destacaram-se as categorias: mistura para o preparo de
alimentos e alimentos prontos para o consumo; e café, cevada, chd, erva-mate e produtos soluveis; que
apresentaram os maiores percentuais de categorias de produtos analisados, 19 e 23%, respectivamente, e
baixo percentual de amostras insatisfatérias (2% para ambas). No entanto, foram detectadas adulteragoes
em alguns alimentos, sendo a adigdo de componente ndo declarado na lista de ingredientes a causa mais
frequente de resultados insatisfatérios, indicando inconformidade em relagdo a legislacao de rotulagem®,
aos regulamentos Técnicos especificos e ao Codigo de Defesa do Consumidor'é, neste caso, por falta de
clareza e precisao nas informagdes quanto a composi¢do do produto.

A presenca de ingredientes ndo declarados no rétulo pode ocorrer até mesmo sem o conhecimento
do fabricante do produto, devido a associagdo com outros ingredientes como aditivos alimentares (aromas,
corantes, espessantes) e coadjuvantes de tecnologia de fabricagdo que podem conter amidos como veiculos,
ou através de contaminagdes cruzadas, decorrentes de falhas nas Boas Praticas de Fabricagdo. Por outro
lado, a adigdo de ingredientes nao declarados ou a substitui¢ao por outro de menor valor e qualidade pode
ser intencional, com a finalidade de adultera¢do do alimento para ganho econémico**. Um levantamento
sobre fraudes com motivagdes econdmicas realizado no Brasil por Tibola et al*® entre 2007 e 2017, indicou
como principais alimentos sujeitos as adulteragdes, o leite, produtos lacteos, 6leos vegetais, peixes e frutos
do mar, principalmente por substitui¢do, destacando também a ocorréncia de fraudes em café e chas por
adicdo de ingredientes estranhos ao produto.

A maioria das adulteragoes e fraudes em alimentos foram detectadas por meio da identificacao dos
seus constituintes quimicos®, poucos foram identificados por analise microscépica, como os destacados
nesse estudo. As causas para a escassez de estudos de microscopia nessa area podem estar associadas a
aspectos tecnoldgicos dos alimentos, como filtragao, extragdo ou aquecimento extremo, que podem
alterar os elementos histolégicos e comprometer a identificagdo microscopica. Outra questdo relevante
¢ que, embora seja uma técnica acessivel e de baixo custo em comparagdo a métodos mais sofisticados,
hd uma caréncia de profissionais com pratica em técnicas microscopicas voltadas ao reconhecimento dos
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tecidos vegetais, imprescindivel para um diagnéstico adequado. A fim de verificar a eficacia da analise
microscopica na detec¢do e identificagdio de amidos em amostras de biscoitos, Santos et al*” realizaram
uma compara¢do com métodos imunoenzimatico e molecular, e demonstrou uma boa concordancia e
sensibilidade do método na detecg¢do do amido de trigo, além da identificagdo de amidos ndo declarados na
lista de ingredientes em todos os produtos analisados.

A literatura cientifica demostra que diferentes matrizes alimentares foram objeto de estudos sobre
avaliagdo microscopica de sua identidade, resultando na detecgdo de ingredientes nao declarados por
contaminacgao incidental ou fraude intencional, como: amido de milho e soja em chocolate em pé e em
tablete?; farinha de trigo em agtcar; cascas e paus de café e soja em amostras de café'’; farinha de trigo em
doces de amendoim; batata-doce em doces de abobora®; entre outras adulteragoes.

As fraudes e adulteragdes podem representar uma ameaga a seguranga dos alimentos, pois alteram
o desempenho nutricional dos produtos® e além disso, determinadas adulteracées podem promover
danos a satide do consumidor. As amostras de agticar de coco do presente estudo, da categoria de
agucares e produtos para adogar, contendo elementos histolégicos de cana-de-agucar, sdo um exemplo
de adultera¢do com possibilidade de promocao de danos a saide, pois se trata de um produto natural,
extraido da seiva de inflorescéncias de palmeiras, com alega¢des nutricionais de apresentar menor
indice glicémico em relagdo ao agucar de cana*®*, e por esse motivo vem sendo indicado para pessoas
diabéticas. Pauli-Yamada et al’ detectaram nesse produto, além da cana-de-agucar, amidos compativeis
com os de trigo, o que pode ser considerada uma adulteragdo ainda mais importante, uma vez que
o trigo ¢ um cereal que contém gluten em sua composicdo, e essa proteina é prejudicial a saude de
pessoas com doenga celiaca. Como agravante, diversas amostras do estudo apresentaram a informacao
de auséncia de gluten em seu rétulo. Da mesma forma, Wrage et al* relataram a detecgdo de amidos
caracteristicos do trigo em amostras de agticar de coco e confirmaram a presenca de gluten por meio de
ensaio imunoenzimatico.

O mel é outro produto alimenticio utilizado para adogar, de importante valor nutritivo, destacado
neste estudo devido as amostras insatisfatorias por auséncia de graos de pdlen e adi¢do de cana-de-
agucar e de amido de milho. Segundo a Instru¢do Normativa n° 11 de 20/10/2000%, é produzido pelas
abelhas meliferas a partir do néctar das flores, das secre¢des procedentes de partes vivas das plantas
ou de excre¢oes de insetos sugadores de plantas, que ficam sobre partes vivas de plantas que as abelhas
recolhem, transformam, combinam com substancias especificas proprias, armazenam e deixam
madurar nos favos da colméia®. Segundo esta norma, o mel deve, necessariamente, apresentar graos
de polen, sendo estes o padrao microscopico utilizado para o ensaio de Pesquisa e Identificagdo de
elementos histologicos de mel. A auséncia de graos de polen e a presenca de elementos histologicos de
vegetais sao indicativas de fraude no mel, porém a presenca de graos de pdlen nao exclui a possibilidade
de fraude por adigdo de outro ingrediente concomitantemente. E comum a ocorréncia de adulteragdes
e fraudes em mel por adicao de outras fontes de carboidratos como xarope de agucar, substancias
com elevado teor de sacarose, glicose comercial, entre outras, detectadas principalmente por métodos
quimicos® ™, para fins de dilui¢do do produto, ou até mesmo substitui¢do total. Segundo revisao
realizada por Moore et al**, o mel esta entre os 5 produtos mais adulterados no mundo, ocupando o 3°
lugar no ranking.

Na categoria das especiarias, temperos e molhos sobressairam-se como produtos adulterados
diversas amostras de paprica contendo amido de milho e urucum, em vez de conterem exclusivamente
paprica (pimentao-vermelho moido), sugerindo uma fraude intencional, ja que paprica é um produto
de maior valor econdmico em relagdo ao colorifico, que é a combinagido de amido de milho e urucum.
Outros autores, em estudos nacionais, detectaram fraudes em condimentos ou especiarias por identificagao
microscopica, e indicaram o amido de milho como o principal ingrediente adicionado, semelhante aos
resultados do presente estudo: Pauli-Yamada et al® evidenciaram fraude em 30% das papricas analisadas
principalmente por adigdo de amido de milho, além de urucum, pimenta-do-reino e circuma; Rodrigues
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et al’” detectaram a adi¢do de amido de milho em curcuma, urucum e noz-moscada; Zamboni et al®
identificaram amido de milho em canela, cominho, cravo e erva-doce, além de outros ingredientes e
pedunculos ou partes da planta de origem, com maior porcentagem de fraudes aos condimentos moidos;
e Silveira et al’, verificaram a presenca de amidos ou farinha de milho, trigo, mandioca, pedtinculos de
pimenta-do-reino e areia em amostras de pimenta-do-reino moida.

Os suplementos alimentares siao produtos apresentados em formas farmacéuticas, destinados
a suplementar a alimentacdo de individuos sauddveis com nutrientes, substidncias bioativas, enzimas
ou probidticos, isolados ou combinados®. Embora tenham apresentado um percentual de amostras
insatisfatorias inferior a 10%, as principais adulteragdes detectadas nesses produtos se referem a adi¢ao de
amidos, principalmente de milho ou de mandioca, ndo declarados na lista de ingredientes da rotulagem.
Corroborando com esses resultados, Silva et al** analisaram 58 amostras de suplementos vitaminicos e
minerais e 76 amostras de alimentos para atletas e detectaram a presenca de amido de milho em 5 e 3%
delas, respectivamente. Entre os alimentos para atletas, 1% apresentou amido de mandioca e em 1% nao
foi encontrada a presenga de ingrediente declarado no rétulo (soja). Segundo o anexo I da IN n° 76/2020%,
atualmente os amidos de milho resistentes, que se comportam como fibra por serem mais estaveis frente as
enzimas digestivas®, compdem a lista de constituintes autorizados para uso em suplementos alimentares,
desde que declarados na rotulagem. A auséncia dessa declaragdo torna o produto insatisfatério e pode
caracterizar fraude por adi¢ao de ingrediente de menor valor econémico.

O crescente consumo de suplementos para fins nutricionais torna necessaria a fiscalizacdo para
verificagdo de sua conformidade quanto as informagoes declaradas no rétulo, tanto em relagao a lista
de ingredientes quanto a sua composi¢do nutricional, uma vez que a adigdo ou auséncia de ingredientes
pode comprometer os niveis de nutrientes esperados. Ha estudos indicando a falta de compatibilidade de
diversos suplementos com as informagdes descritas no rétulo, como demonstrado por Genovese et al*, em
estudo sobre suplementos alimentares a base de soja, que verificaram contetidos totais de isoflavonas em
desacordo com o apresentado nos rétulos/embalagens em todos os produtos analisados, e Crivelin et al*,
que analisaram diversas marcas de suplementos e verificaram que a maior parte continha as quantidades de
nutrientes descritas no rétulo, porém algumas amostras apresentaram divergéncias nas concentragdes dos
nutrientes em rela¢do aos limites de variagao permitidos.

Além das principais categorias de produtos adulterados supracitadas, destacaram-se também outros
produtos aos quais os consumidores evidenciaram alteragdes significativas ou suspeitaram de fraudes e
efetivaram denuncias as autoridades sanitarias. Foi o caso de um suplemento alimentar a base de amora,
em que o consumidor alegou nio ter obtido os beneficios esperados do produto e a analise microscopica
confirmou a auséncia de elementos histologicos da fruta e a presenga em grande quantidade de amido
de milho. O mesmo ocorreu com amostras de farinha de mandioca, onde consumidores perceberam
alteragdes de aparéncia, textura e sabor, e a analise microscdpica confirmou a fraude com a detecgdo de
elementos histoldgicos de arroz. Neste caso os resultados auxiliaram a Vigilancia na investigacao de fraude
intencional, realizada por meio da adigdo de arroz cru e deteriorado, destinado ao descarte, sendo utilizado
para aumentar o volume do produto.

Os resultados do presente estudo evidenciam a contribuicao da pesquisa e identificagdo microscopica
de elementos histologicos vegetais na detec¢ao de adulteragoes e fraudes em diversos alimentos, por meio
de uma metodologia acessivel e eficiente, com o potencial de ser ainda mais explorada, inclusive em
associacdo com outros métodos.

A analise microscdpica para pesquisa e identificagao de elementos histoldgicos vegetais contribuiu
para a deteccdo de adulteragdes em diversas categorias de produtos, destacando-se os agticares e produtos
para adogar; especiarias, temperos e molhos; e suplementos alimentares, principalmente por adicao de
ingrediente nao declarado no rétulo.
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As adulteragoes apontadas ressaltam a importancia da atuagdo dos Laboratdrios de Saude Publica
na preven¢ao de fraudes em alimentos, de forma a assegurar a sua autenticidade e qualidade, zelando pela
saude e seguranca dos consumidores.

Os autores declaram nao existir conflitos de interesse.
Naio declarado.
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Veracidade da rotulagem quanto a presenc¢a de amido baseado
em um teste laboratorial em iogurtes nacionais comercializados
no sul de Santa Catarina

Veracity of labeling as the presence of starch based on a
laboratory test in national yogurts commercialized in southern
Santa Catarina

Ricardo FERREIRA NETO™ (2}, Andriele Aparecida da Silva VIEIRA'

! Laboratorio de Bromatologia, Grupo de Pesquisa de Inovacdo Alimentar, Pesquisa e Tecnologia, Universidade do Sul de
Santa Catarina, Tubarao, SC, Brasil.

Com o crescimento didrio do niimero de consumidores em nivel mundial, a industria alimenticia se caracteriza
como um ramo em ascensdo continua. Como consequéncia, a sociedade procura obter informagdes nutricionais
dos produtos consumidos por meio dos rétulos. O iogurte, objeto do presente estudo, é tido pela sociedade de
consumo como um alimento rico em nutrientes, que promove beneficios ao organismo e, por isso, apresenta-
se como vantajoso a saude. No entanto, torna-se fundamental analisar a veracidade nos rétulos desses produtos
quanto a presenga de amido. Tal analise pode ser efetivada por meio de um exame laboratorial chamado de teste
de iodo, também conhecido como teste Lugol. Com isso, o presente estudo objetivou analisar a veracidade da
rotulagem quanto a presenca de amido, baseando a pesquisa em um teste laboratorial em iogurtes nacionais
comercializados no sul de Santa Catarina. Sendo assim, os resultados das 28 amostras deste estudo demonstraram
alguma inconformidade. Observou-se que 85,7% apresentavam amido declarado como espessante na rotulagem,
porém o teste foi positivado para 89,3% dos iogurtes. Diante disso, sdo de suma importincia as andlises na
veracidade das rotulagens, visto que, corriqueiramente, o consumidor é lesado ao que diz respeito as informagdes
contidas nos rétulos de produtos alimenticios.

Palavras-chave. Rotulos de Alimentos, Amido, Método Qualitativo, Alimentos e Bebidas Fermentados.

With the daily growth of the number of consumers worldwide, the food industry is characterized as a branch in
continuous growth. As a result, society seeks to obtain nutritional information on the products consumed through
the labels. Yogurt, the object of this study, is considered by the consumer society as a food rich in nutrients, which
promotes benefits to the body and, therefore, presents itself as advantageous to health. Such an analysis can be
carried out through a laboratory test called iodine test, also known as Lugol test. Whithin this context, the present
study aims to analyze the veracity of the labeling regarding the presence of starch by testing national yogurts
commercialized in the south of Santa Catarina. Thus, the results of this study showed that samples were not in
conformity. It was observed that 85.7% had starch declared as a thickener on the label, but the test was positive for
89.3% of yogurts. Therefore, it is of utmost importance to analyze the veracity of the labeling, once routinely, the
consumer is harmed when it comes to the information contained in the labels of food products.

Keywords. Food Labeling, Starch, Qualitative Method, Fermented Foods and Beverages.

*Autor de correspondéncia/Corresponding author: ricardoferreiranutricionista@gmail.com
Recebido/Receivid: 21.10.2020 - Aceito/Accepted: 25.01.2021

Rev Inst Adolfo Lutz. 2021;80:1-7,e37286 1/7


https://orcid.org/0000-0002-9693-1701
https://orcid.org/0000-0001-6607-5353

Ferreira Neto R, Vieira AAS. Veracidade da rotulagem quanto a presenga de amido baseado em um teste laboratorial em iogurtes nacionais
comercializados no sul de Santa Catarina. Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo. 2021;80:1-7,e37286.

O iogurte ¢ um alimento conhecido hd milénios e seu consumo ¢ crescente no mundo todo,
devido aos seus inumeros beneficios como auxiliar na absor¢ao, digestao e na restaura¢ao da microbiota
intestinal, além de apresentar elevados valores de proteinas, lipidios, vitaminas, ferro, calcio, fésforo e
outros minerais’.

Acredita-se que os iogurtes tenham sido incorporados a dieta humana com a domesticagdo de
animais produtores de leite por volta de 10.000 a 5.000 aC. Mesmo sem sua origem comprovada, uma das
provaveis teorias, é que no mediterraneo, onde povos nomades atravessavam o deserto em seus camelos
e transportavam o leite em bolsas confeccionadas com pele de cabra, estas em contato com o corpo do
camelo, ofereciam condigdes favoraveis para a proliferacdo de bactérias, que por sua vez transformavam o
leite em iogurte através da sua fermentagao®

A fabricagdo de iogurtes no Brasil cresceu nas ultimas décadas, porém se comparado a outros paises
o consumo ainda ¢é baixo, aproximadamente 3,0 kg/ano por pessoa’. De acordo com a POF - Pesquisa
de Or¢amentos Familiares, no Brasil 99% dos adultos ndo atingem a quantidade minima de ingestao
recomendada de calcio®.

O iogurte ¢ uma rica fonte de diversos nutrientes e esta relacionado com uma imagem de produto
saudavel e nutritivo, além de ser uma forma indireta de consumir o leite, facilitando o consumidor a atingir
a ingestdo recomendada de seus compostos, como o calcio*. Destacam-se também outros beneficios, como
proporcionar melhor digestibilidade do que o leite comum, devido a fermentacao da lactose presente, o
mesmo ¢ facilmente digerivel, por sua concentragao original de lactose apresentar-se hidrolisada, sendo
assim pessoas com deficiéncia dessa enzima podem na sua maioria, consumir o produto’.

Para produgdo do iogurte, pode ser usado leite desnatado, integral, parcialmente desnatado, com
o intuito de se adequar necessidades dos consumidores, aspectos econdmicos e suas restri¢goes. A partir
da fermentagdo do leite, dada por meio da introdugdo de bactérias especificas, tem-se a obten¢ao do
iogurte®.

Para obtengdo do iogurte, é necessario acrescentar ao leite as bactérias Streptococcus salivarius
subsp. Themophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus®, que produzem acido lactico, causando a
reducio do pH, induzindo a desnaturagao das proteinas do leite, deixando a textura espessa e o sabor acido,
caracteristico do alimento®.

Um dos ingredientes usados na fabricagao do iogurte para melhorar a consisténcia e viscosidade sao
os espessantes, como o amido, que apesar de agregar valor nutritivo, sdo usados para alterar as propriedades
fisicas dos alimentos, aumentando quantidade sélida do produto, que além de ser barato, pode corrigir
erros ou entdo possibilitar fraudes na fabricagao’.

De acordo com a Instru¢ao Normativa n° 46 do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA), salvo algumas excegdes, a legislacao traz que o amido pode estar presente no iogurte em uma
concentragao até 1% (m/m) do produto final, desde que esteja explicito na rotulagem, logo, valor acima
estao relacionados ao encobrimento de falhas, melhoramento da viscosidade e das propriedades sensoriais.
Sendo assim, torna-se essencial o desenvolvimento de técnicas sensiveis para deteccdo de adulteragoes em
produtos lacteos e maior fiscalizagdo dos mesmos®.

As empresas utilizam-se da adicao de amido para obter consisténcia, espessura e viscosidade
para que tenham uma melhor aceitagao. Considerando a importancia do controle de qualidade, da
ética do mercado e a veracidade entre as informacdes repassadas aos consumidores, o presente estudo
teve como objetivo verificar de acordo com a legislagdo, a veracidade entre as informagdes prestadas
nos rotulos de iogurte, realizando o teste qualitativo de Lugol nas amostras de iogurtes adquiridas
para elabora¢io deste trabalho.
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O presente trabalho trata-se de uma pesquisa de cunho experimental com a finalidade de identificar
a presenca de amido em iogurtes comercializados no sul de Santa Catarina. O procedimento experimental
foi realizado no Laboratério de Bioquimica, que integra o complexo de Laboratoérios Didaticos de Saude da
Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL), Tubarao.

Para realizacdo desse estudo, foram adquiridas diferentes marcas de iogurtes em embalagens
integras e lacradas, sendo improvavel a contaminagdo externa, estas foram enumeradas aleatoriamente,
com a finalidade de preservar o anonimato das marcas testadas, a fim de manter o sigilo, bem como todas
as informagoes referentes aos produtos.

Para a avaliagdo da presenca de amido no iogurte, foram adquiridas sete marcas de iogurtes, de
quatro sabores: morango, coco, ameixa e salada de frutas. Foram avaliadas 28 amostras de iogurtes,
testados em triplicata. Estes foram adquiridos em Imbituba-SC, nos principais supermercados da
regido. Apos a selegdo, as amostras foram transportadas em caixas isotérmicas até o laboratdrio, onde
foram analisadas.

Teste de iodo / Lugol

O teste com o iodo e iodeto de potassio, foi realizado a primeira vez em 1829 pelo pesquisador
francés ].G.A Lugol, e partir da data o teste ficou conhecido como teste qualitativo de Lugol, ou solu¢ao/
reagente de Lugol’.

O iodo reage com a molécula de amido, e esta reacdo resulta numa coloragdo azul, resultado da
intera¢do do reagente com a cadeia de amilose, esta por sua vez apresenta sua estrutura helicoidal, e por meio
do aquecimento ocorre a abertura da molécula, permitindo a adsor¢ao do iodo com o desenvolvimento da
coloragao caracteristica apos o resfriamento®”.

Identifica¢do de amido - Teste de Lugol

A determinagao do amido se deu apos aquecimento da amostra e a adicdo de solugdo iodo
(solugao de Lugol) na mesma. A presenga do espessante foi verificada por meio do desenvolvimento da
coloragdo azulada.

A técnica laboratorial qualitativa foi realizada seguindo a metodologia: 10 mL de cada amostra
foram medidos em proveta, posteriormente foram transferidos para um béquer e aquecidos até ebuli¢ao
em chapa aquecedora, apds o resfriamento foram adicionadas duas gotas de solugdo de Lugol. Na presenca
de amido, a amostra apresentou coloragdo azul, na auséncia a coloragdo marrom. Todas as analises foram
realizadas em triplicata.

Analise do rotulo e preco comercial

Ap0s realizar o teste de Lugol em triplicata nos iogurtes, foram comparadas as informagdes presentes
nos rétulos com os resultados obtidos no teste para presenca de amido. Além da presenca do amido, as
amostras foram classificadas de acordo com o teor de gordura, em integral, desnatado e semidesnatado.

A analise do preco foi realizada apds aquisi¢ao de amostras de diferentes tamanhos, desde 150 mL
a 1000 mL, a média de prego foi calculado por litro. Ja a verificagdo do rétulo foi orientada segundo a
Instru¢ao Normativa n° 46, de 23 de outubro de 2007, do MAPAS®.

Anadlise estatistica

Os resultados da andlise do teste qualitativo de Lugol, bem como da verificagdo da rotulagem,
foram apresentados e analisados de forma descritiva, por meio de tabelas confeccionadas com base nas
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analises realizadas no software SPSS versao 21°, sendo adotado como nivel para significdncia estatistica
um valor de p<0,05.

A partir das analises nos rdtulos e teste feitos no decorrer do estudo, pode-se identificar divergéncias
no que diz respeito a presenca de amido de forma veridica em rétulos de iogurtes.

Verificou-se que a maioria dos iogurtes era integral, e 85,7% apresentavam amido declarado
como espessante na rotulagem, porém, o teste foi positivado para 89,3% dos iogurtes evidenciando
inconformidade entre as informagoes apresentadas.

Segundo as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz', é indispensavel verificar a presenca de
amido em produtos alimenticios, o qual pode ser determinado facilmente por meio do teste qualitativo de
Lugol/Iodo. No que tange a apresentagao e veracidade de rétulos, ¢ fundamental estabelecer um parametro
de analise, como se pode observar na Tabela 1, em que a relagdo entre amido declarado e determinacdo do
espessante via teste apresentou relevancia estatistica, onde se percebeu que uma das amostras ndo estava em
concordancia com as informagdes apresentadas pelo fabricante por meio do rétulo.

Tabela 1. Relagdo entre rotulagem e teste de Lugol

Teste Lugol
Variavel Positivo Negativo Valor p
Rotulagem 0,001°
Amido declarado 24 -
Amido nio declarado 1 3

®Valor obtido apds aplicagdo do teste Exato de Fisher

Na Tabela 2, foram classificadas e separadas as amostras que apresentaram amido declarado na
rotulagem, bem como resultado positivo no teste de Lugol, destas 18 (64,3%) eram classificadas como
integral, 1 (3,6%) desnatada e 9 (32,1%) semi desnatada. Ao avaliar a relagdo entre a classificagdo do iogurte,
segundo teor de gordura, com a presen¢a de amido, ndo se encontrou relevancia estatistica. Observou-
se que a amostra de iogurte que positivou para amido no teste e ndo constava amido em seu rétulo era
semidesnatado.

Tabela 2. Resultado do teste de Lugol correlacionado com o teor de gordura nos iogurtes avaliados

Lugol (+) Lugol (-)
Amido Amido Amido Amido
Variavel Declarado Nao Declarado Declarado Nao Declarado Valor p
Classificagao 0,291*%
Integral 15 - - 3
Semidesnatado 8 1 - -
Desnatado 1 - - -
Total 24 1 - 3

*Valor obtido ap6s aplicagdo do teste Razdo de Verossimilhanga
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Assim como exposto no decorrer desse estudo, foi verificado que 96,4% dos 28 iogurtes analisados
estavam de acordo com a legislagio quando comparado a presenga ou auséncia de amido no rétulo e o
resultado do teste qualitativo de Lugol/lodo. Uma amostra em discordancia com a legislagdio mostra a
importancia da veracidade nas informacoes de produtos do setor alimenticio''. A busca pelo conhecimento
nutricional e os beneficios alimentares sdo, atualmente, um fator presente na sociedade''.

Dessa forma, o rotulo se caracteriza como o primeiro contato do individuo com o produto de
consumo. Assim, ha uma relagao entre compras, vendas e busca por informagoes que devem ser repassadas
de forma acessivel e veridica''.

Afirma-se, segundo as analises realizadas no presente estudo, que é necessario um equilibrio entre
os padroes de qualidade e veracidade na rotulagem dos produtos. A regulamentagdo a nivel nacional
dos produtos de origem animal é uma responsabilidade compartilhada entre a Unido e o Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento. A legisla¢ao visa resguardar o mercado de consumo, e isso abrange o
mercado de iogurtes, objeto do presente estudo. Tal organizagdo regula, além disso, rotulagens e veracidade
do contetido nutricional desse tipo de produto.

Partindo do pressuposto de que a rotulagem nutricional pode ser efetiva no processo de
escolha mais adequado dos alimentos embalados industrializados, mas que, entretanto, nem sempre
o consumidor estd apto a ler e interpretar as informag¢des nutricionais, os dados apresentados na
rotulagem, quando apropriados, orientam com maior precisao a escolha de determinados produtos
pelos consumidores'.

De acordo com Coutinho e Recine'?, 43% dos consumidores brasileiros, no ato da compra dos
alimentos, buscam nas embalagens informagdes sobre os beneficios para a saude. Muitos entrevistados
afirmaram acreditar na capacidade de prevengido e controle que a alimenta¢ao pode exercer sobre doencas
como o cincer, a hipertensao arterial, a obesidade e as doencas do coragdo®.

Outro estudo, realizado com frequentadores de supermercados, concluiu que 61% dos entrevistados
liam os rotulos dos produtos que compravam, porém, a autora ressaltou que tal conduta referia-se,
particularmente, a aqueles individuos com problemas de satide ou de classe social mais elevada'. Dentre
os produtos utilizados por consumidores acometidos por patologias diversas, o consumo de iogurte esta
associado aos beneficios que o mesmo traz ao organismo tais como: facilitar a a¢do das proteinas e enzimas
digestivas, facilitar a absorgao de calcio, fosforo e ferro, além de ser uma forma indireta de se ingerir o leite,
sendo assim considerado um alimento saudavel*.

Ao analisar a veracidade entre rotulagem e presen¢a de amido em amostras de iogurte, Valladao®,
encontrou resultados diferentes dos apresentados neste estudo, a autora ao realizar o teste qualitativo de
Lugol, verificou que 15 das 48 amostras do produto, apresentavam irregularidade por ndo declarar amido
nos ingredientes do rotulo. Verificou-se também que 12 amostras analisadas, as quais declaravam presenca
de amido no rétulo, negativaram no teste, ou seja, 27 amostras estavam em desacordo quando comparado
o rétulo e o teste.

A autora supracitada verificou ainda que das 48 amostras dos iogurtes analisados 23% eram
classificadas como integral, 69% semidesnatado e 3% desnatado e uma amostra nao declarou no rétulo.
Diferentemente a esta pesquisa que apresentou 64% integral, 32% semidesnatado e 3% desnatado®.

Para Lobanco et al*?, a industria alimenticia utiliza-se do amido além de sua fun¢ido como espessante
para encobrir falhas no processamento, aumentar volume, peso, esconder caracteristicas fisicas, como no
caso da fraude no leite, onde o amido ¢é utilizado com finalidade de mascarar a adi¢do de agua no leite,
corrigindo sua densidade original. Ao acrescentar agua ao leite a industria tem maior lucro, diminuindo
preco na producéao de laticinios como o iogurte. Contundo, a variavel pre¢o nao foi associada a presencga/
auséncia de amido, nas amostras analisadas no presente estudo.
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Diante do exposto, pode-se concluir que o teste de Lugol para verificar a presenca de amido em
iogurtes, é um teste qualitativo simples e eficaz. Sendo assim, os resultados das 28 amostras coletadas
demonstraram inconformidade em uma amostra, quando analisada as informagoes presentes no rétulo e o
resultado do teste, logo, as demais 27 amostras analisadas estavam de acordo coma legislacao.

A partir disso reforca-se a importincia das andlises em alimentos, que além de permitir o
conhecimento das propriedades dos produtos, também nos permite detectar adulteracao e evitar fraudes
nestes, garantindo assim prote¢do ao consumidor.

Os autores declaram nao existir conflitos de interesse.
Naio declarado.

Naio declarado.
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O estudo teve como objetivo modificar, otimizar e avaliar através de estudo comparativo um método para a
extracdo de sujidades leves em amostras de curcuma (Curcuma longa L.) e paprica (Capsicum annuum L.).
Foram analisadas dez amostras de circuma e vinte de paprica. As etapas de pré-tratamento dos métodos da
AOAC, 975.49 (16.14.05) para crcuma e 977.25b (16.14.22) para pdaprica, foram modificadas, com adi¢do do
extrator Soxhlet. A avaliagdo do desempenho analitico foi realizada pela comparagdo entre os resultados das
recuperagdes dos métodos. A recuperagdo média para curcuma utilizando o método AOAC foi 91,9% para
fragmentos de insetos e 97,0% para pelos de roedor, enquanto que para o método modificado foi de 89,6% e
97,4%, respectivamente. Para paprica, usando método original a recuperagio foi de 93,1% para os fragmentos
de insetos e 96,5% para pelos de roedor, e para o método modificado, 92,2% e 93,1%, respectivamente. A
analise estatistica mostrou que nao houve diferenca significante entre os métodos. Apesar do maior tempo de
analise, o0 método modificado apresenta vantagens tais como: permitir realizagdo de analises simultaneas, baixa
complexidade, economia de 57% de solvente e desempenho satisfatério, sendo uma alternativa para pesquisa de
sujidades leves nas especiarias estudadas.

Palavras-chave. Especiarias, Contamina¢do de Alimentos, Quimica Verde, Microscopia, Estudo de Validagéo,
Metodologia.

The study aimed to modify, optimize and evaluate through a comparative study a method for extraction of light
filth from turmeric (Curcuma longa L.) and paprika (Capsicumn annuum L.) samples. Ten samples of turmeric
and twenty samples of paprika were analyzed. The pretreatment steps of the AOAC methods, 975.49 (16.14.05)
for turmeric and 977.25b (16.14.22) for paprika, were modified by adding the Soxhlet extractor. The evaluation
of the analytical performance was carried out by comparing the results of the method recoveries. The average
recovery for turmeric using the AOAC method was 91.9% for insect fragments and 97.0% for rodent hair. While
using modified method, it was 89.6% and 97.4%, respectively. For paprika, using the original method, the average
recovery was 93.1% for fragments and 96.5% for hair; and after the modifications, the average was, 92.2% and
93.1%, respectively. Statistical analysis showed that there was no significant difference between the methods.
Despite the longer analysis time, the modified method has advantages such as: allowing simultaneous analysis, low
complexity, 57% solvent economy and satisfactory performance; proving to be an alternative for light filth research
in the studied spices.

Keywords. Spices, Food Contamination, Green Chemistry, Microscopy, Validation Study, Methodology.
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Algumas especiarias apresentam atividades nutracéuticas, por exemplo, a circuma possui atividade
anti-inflamatoria e anticoagulante’, enquanto a paprica ¢é rica em dcido ascérbico, e carotenoides®. Porém,
estas especiarias, podem conter matérias estranhas, dentre elas sujidades leves como fragmentos de
insetos, insetos inteiros, acaros, pelos de roedor e barbulas de aves. Uma forma de verificar a qualidade
destas especiarias quanto as sujidades, é através da microscopia alimentar, que pesquisa matérias estranhas,
macroscopicas e/ou microscopicas>’. Os métodos oficiais da AOAC’ e recomendados pela RDC ANVISA
n° 14/2014° para determinac¢do de sujidades leves em curcuma (Curcuma longa L.) e paprica (Capsicum
annuum L.), utilizam volume elevado de solvente organico, utilizando para a realiza¢ao da etapa de lavagem
(ou pré-tratamento) das especiarias, cerca de 1.200 mL de isopropanol, (3 etapas de fervura e suc¢ao)
gerando elevada quantidade de residuo quimico.

A etapa de pré-tratamento é importante para o método, pois as sujidades leves apresentam carater
lipofilico e a retirada de gorduras da amostra propicia uma melhor extragdo das matérias estranhas,
diminuindo interferentes e perdas’.

A Quimica Verde foi idealizada e definida em 1998 por Anastas e Warner®: “A invengao, design e
aplicagdo de produtos quimicos e processos para reduzir ou eliminar o uso e geragdo de substancias
perigosas”. Possui 12 principios, contendo orientagdes para o desenvolvimento de novos produtos e/ou
processos quimicos empregando a sustentabilidade. Preza pela busca por meios de reduzir riscos, com
intuito de diminuir o impacto de possiveis acidentes’ a0 meio ambiente.

Levando em conta a Quimica Verde, a quantidade de isopropanol utilizada para a pesquisa de
matérias estranhas deve ser diminuida. Existem outras técnicas para a extragdo de gordura como a extragao
por Soxhlet, desenvolvida em 1879 por Franz von Soxhlet com o intuito de determinar gorduras em leite.
E empregada em extragdes do tipo sélido-liquido e ocorre continuamente'®. A extracio por Soxhlet é uma
técnica simples para extragdes de compostos volateis, por exemplo, compostos fendlicos''. Como é um
sistema de refluxo, que reutiliza o solvente, é econdmico, ndo consumindo muito solvente e nem gerando
residuo quimico em grande volume.

Existem poucos trabalhos na drea da microscopia de alimentos relacionados a validagao
de metodologia, sendo que o primeiro desenvolvido no Brasil foi realizado por Dimov et al'* no
qual estudaram a modificacao introduzida ao método de extragao de sujidades leves em farinha de
trigo integral publicado nos métodos analiticos da AOAC®. O presente trabalho teve como objetivo
modificar, otimizar e avaliar através de estudo comparativo um método para analise de sujidades
leves em amostras de curcuma e paprica levando em consideragdo, principalmente, a geragdo de
residuos quimicos.

Material

As amostras foram adquiridas em estabelecimentos comerciais ou coletadas por agentes da
Vigilancia Sanitdria, sendo 10 amostras de curcuma (Curcuma longa L.) e 20 de paprica (Capsicum
annuum L.).

Os fragmentos de insetos foram obtidos a partir de asas de baratas Periplaneta americana cedidas
pelo Instituto Bioldgico de Sao Paulo/SP. Os pelos de Mus musculus foram cedidos pelo Biotério Geral da
Universidade de Sao Paulo, campus de Ribeirdao Preto/SP.

A extragdo de gordura foi realizada utilizando um baldo de fundo chato, um extrator Soxhlet, um
condensador de refluxo do tipo bola e chapa de aquecimento.

Para a pesquisa de sujidades empregou-se o microscdpio estereoscopico Leica S9 D, com zoom de
9:1 e ampliagdo de 6.1x - 55x (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha).
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Métodos
Método padrao da AOAC

As amostras foram analisadas de acordo com os métodos da AOAC® 975.49 (16.14.05) para curcuma
e 977.25b (16.14.22) para paprica.

Preparacao dos padrdes para contaminagao das amostras

Os padroes de fragmentos de insetos e pelos de roedor foram obtidos de maneira analoga ao descrito
por Brickey et al”’. Os fragmentos de insetos foram cortados com auxilio de bisturi e papel milimetrado,
com tamanho aproximado de 0,25 x 0,25 mm e para os pelos de roedor, comprimento aproximado de 2
mm, Figura 1B (a) e (b). A Figura 1 apresenta o esquema do procedimento otimizado neste estudo.

s
Tubo

b Amostra contaminada papel de filiro
(25 g paprica ou 10 g curcuma)

=0
\

papel de filtro | .
+
4
Fragmentos asa barata
(b) Lt

BEEh /

Fragmentos pelo roedor

E C
Acompanhar a mudanga D
de coloracio Clipe
Aquecer
s
I durante
| 3-4h
Amostra
== contaminada
F Calco
G
b. Isolamento

975.49 (16.14.05) circuma
977.25b (16.14.22) paprica

Figura 1. Procedimento do pré-tratamento modificado da AOAC® para anélise de sujidades leves em paprica e circuma. A)
Moldagem do tubo; B) Pesagem da amostra contaminada com (a) fragmentos de asas de barata e (b) fragmentos de pelos de
roedor no tubo de papel; C) Posicionamento da amostra no Soxhlet; D) Aquecimento do sistema; E) Mudanga de coloragao da
amostra de paprica; F) Amostra preparada para préxima fase; G) Sistemas de extra¢do funcionando simultaneamente
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A identificagao dos pelos foi feita de acordo com Teerink', por meio do reconhecimento do padrao
medular caracteristico de Mus musculus.

Método para extragao de sujidades leves modificado e otimizado a partir do método oficial da AOAC’

O método de determinagao de sujidades leves por flutuagdo padrao da AOAC® é composto de duas
etapas: um pré-tratamento, nas quais as impurezas sao desengorduradas e o isolamento e identifica¢ao
das sujidades realizado no microscdpio estereoscopio. Foi realizado modificagao somente na parte de pré-
tratamento. A etapa de isolamento ndo sofreu alteragdes, sendo realizado de acordo com as respectivas
metodologias oficiais da AOAC?, para a ciircuma e para a paprica. A etapa modificada, pré-tratamento da
amostra, foi realizada utilizando um sistema para a extragdo de gordura (Figura 1).

Foram testadas varias formas para a colocagdo da amostra no extrator de Soxhlet, como por
exemplo, diferentes formas de dobrar o papel de filtro e posi¢des do papel de filtro no Soxhlet, de forma que
o solvente ficasse em contato com toda a amostra e a extra¢ao da gordura e impurezas lipossoltveis fossem
bem-sucedidas.

Procedimento do método modificado

A moldagem (Figura 1A) do papel de filtro (didmetro 33 cm), que foi utilizado para
desengordurar a amostra, foi feita usando uma seringa de 60 mL de 13 cm de comprimento e 3 cm
de didmetro. O papel foi dobrado como mostra a Figura 1A, depois foi moldado do lado de fora da
seringa, ficando com o formato cilindrico, com papel duplo. Para poder pesar a amostra, este papel
duplo foi aberto formando um tubo, depois o tubo de papel foi cortado para ficar no tamanho ideal
para encaixar corretamente no extrator Soxhlet (aproximadamente, 10 cm), e foi colocado um clipe
para manter o formato do tubo (Figura 1C).

As amostras foram pesadas (Figura 1B) de acordo com o respectivo método: 25 g de paprica
e 10 g de circuma no papel de filtro moldado em formato de tubo. A amostra foi contaminada com os
fragmentos de asas de barata cortados em quadrados e fragmentos de pelos de roedor, de acordo com a
Tabela (procedimento item Contaminagdo das amostras). Depois o tubo foi posicionado (Figura 1C),
cuidadosamente, no interior do extrator Soxhlet, evitando a obstru¢ao da passagem do liquido do extrator
para o balao de fundo chato.

Tabela. Distribui¢do dos niveis de contamina¢do para a comparagido dos métodos e resultado da recuperagdo da andlise de
sujidades leves em curcuma e paprica

Recuperagao paprica Recuperagao circuma
Contaminagao
Fragmentos de insetos Pelos de roedor Fragmentos de insetos Pelos de roedor

FI* PR*  AOAC’ Modificado AOAC’ Modificado AOAC’ Modificado AOAC’ Modificado
30 10 93,3 90 100 80 100 100 100 100
15 5 93,3 93,3 100 100 93,3 93,3 100 100
15 10 86,7 93,3 100 90 86,7 86,7 80 100
5 15 80 100 93,3 100 100 100 100 86,7
30 5 100 93,3 100 60 90 90 100 100
5 10 100 80 100 100 80 80 100 90
0 15 0 0 93,3 100 0 0 93,3 100
5 5 100 100 100 100 80 60 100 100

Continua na proxima pdagina
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Continuagdo

Recuperagio paprica Recuperagao circuma
Contaminacao
Fragmentos de insetos Pelos de roedor Fragmentos de insetos Pelos de roedor
FI* PR*  AOAC®* Modificado AOAC® Modificado AOAC°’ Modificado AOAC® Modificado

15 15 - - - - 100 100 100 100
30 0 - - - - 96,7 96,7 0 0
5 15 100 80 100 93,3 - - - =
0 5 0 0 100 100 - - - -
30 15 93,3 90 93,3 100 - - - =
15 10 66,7 80 100 80 - - - -
5 0 100 100 0 0 - = = -
5 15 100 100 86,7 93,3 - - - -
30 5 100 96,7 100 100 - = - -
30 15 100 90 93,3 100 - - - -
15 5 86,7 93,3 100 100 - - - -
15 0 86,7 93,3 0 0 - - - -
30 15 96,7 86,7 86,7 80 - - - -
15 10 93,3 100 90 100 - - - -
Média 96 93 94 97 92 90 97 97

DP 5,7 6,9 5,8 6,8 8,2 13,1 6,8 52

Ccv 6,0 7,4 6,1 7,0 8,9 14,6 7,0 53

*FI = Fragmentos de insetos
**PR = Pelo de roedor

Utilizou-se um calgo (tampa de vidro de baldo 1,5 x 3,8 cm) no fundo do extrator de modo que
o tubo conico de papel com a amostra ficou suspenso como mostra a Figura 1C e o solvente conseguiu
atravessar a amostra antes de ficar parada no tubo; foi adicionado isopropanol no extrator Soxhlet até o
liquido encher o reservatério no nivel do tubo lateral que leva o solvente ao baldo de fundo chato. Depois
de escorrido o liquido, foi repetido o procedimento mais uma vez e deixado o extrator com mais metade
do isopropanol (150 — 170 mL). O balao de fundo chato foi embrulhado com papel aluminio para ajudar a
manter o aquecimento do isopropanol.

Ao iniciar o aquecimento (Figura 1D), aguardou-se o isopropanol ferver, até inicio da condensagao
do solvente no condensador e seu gotejamento na amostra que estava no extrator. O extrator foi preenchido
gradualmente com o solvente recém-evaporado proveniente do baldo de fundo chato, até que o liquido
chegasse ao nivel de transbordamento e retornasse ao baldo através do tubo lateral. Por isso o contetido do
papel de filtro foi mantido abaixo do nivel do sifdo lateral, evitando perdas do s6lido. Mais uma vez deu-se
inicio a esta etapa, evaporando o solvente, com os ciclos se repetindo para desengoduramento da amostra,
sempre com o solvente puro proveniente da evaporagao e condensagao.

Este ciclo permaneceu de 3 a 4 horas. Foi acompanhado a mudancga de cor no solvente do Soxhlet,
a circuma iniciando em um amarelo claro e turvo, finalizando a extragdo com amarelo claro e limpido;
a paprica iniciando com um alaranjado turvo, finalizando com amarelo claro (Figura 1E). Foi retirado a
amostra do Soxhlet e procedido o isolamento de acordo com os métodos oficiais da AOAC?, para a circuma
e para a paprica.
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Estudo comparativo

Para avaliar o desempenho analitico do método, foi realizado o teste de recuperagdo: as amostras
foram contaminadas com fragmentos de insetos e pelos de roedor, sendo cada amostra analisada pelo método
da AOAC® e pelo método modificado. Os resultados foram comparados utilizando estudos estatisticos.

Contaminagdo das amostras

Os niveis de contaminagdo utilizados para fragmentos de insetos foram 5, 15 e 30 e para pelos de
roedor 5, 10 e 15. A divisdo de niveis e amostras para a circuma foi de 3 amostras por nivel de contaminagao
e 1 amostra como branco, utilizando 10 gramas de amostra (Tabela) e para a paprica, 6 amostras para cada
nivel de contaminagdo e 2 amostras utilizadas como branco, utilizando 25 gramas de amostra (Tabela). A
contaminacao foi realizada da mesma maneira descrita por Glaze e Bryce'. Apds a preparagdo dos padroes,
a contaminagdo foi feita a partir da contagem das sujidades em uma ponta de espatula contendo gotas
de agua, ou seja, os fragmentos de insetos e pelos de roedor selecionados foram colocados em uma gota
de agua, que posteriormente foi adicionada na amostra. Este procedimento foi realizado para auxiliar na
transferéncia das matérias estranhas e evitar a perda dos fragmentos, devido a agdo do vento ou por queda
dos mesmos, e por serem diminutos ficaria dificil visualizar se a contaminagao foi realizada corretamente.
Foi realizado o teste cego, o analista que realizou a contagem de sujidades nao tinha conhecimento sobre os
niveis de contaminacgao.

Tratamento estatistico

A comparagao entre os métodos padrao da AOAC® e o método modificado foi realizado utilizando
os resultados das recuperagdes obtidas nos dois métodos. Foi utilizado o Excel para o calculo das médias das
recuperagoes, desvio padrao, coeficiente de variagao e teste ¢ pareado, bi-caudal, com nivel de significancia,
a=0,05.

Levando em consideragao os principios da Quimica Verde, a utilizagdo de um grande volume de
solvente gerando residuo quimico é uma preocupagdo que deve ser levada em consideragdo na escolha
de um método de analise. A técnica para determina¢ao de sujidades da AOAC® para a circuma e para a
paprica utiliza um grande volume de isopropanol gasto durante a prepara¢ao da amostra, gerando, além de
um alto custo, residuo quimico em grande quantidade.

O objetivo do pré-tratamento no método da AOAC® é a remogdo de gorduras e impurezas
lipossoluveis. A extragdo utilizando extrator de Soxhlet pode ser empregada quando um composto sélido
apresenta baixa solubilidade em determinado solvente, mas as impurezas sdo soluveis. Portanto, a técnica
de extragao por Soxhlet é propicia para aplicagdo na determinagdo de sujidades de ctircuma e paprica, pois
estas especiarias apresentam baixa solubilidade no isopropanol, enquanto as gorduras ou outras impurezas
lipossoluveis contidas na fase sélida diluem facilmente no solvente. Além do mais, o extrator Soxhlet
economiza solvente, pois o processo de desengorduramento ¢é realizado através do refluxo do solvente
extrator, o liquido condensado passa varias vezes puro pela amostra, extraindo as gorduras e impurezas
lipossoluveis, que sdo coletadas no baldo de fundo chato (Figura 1).

Foi adicionado quantidade de isopropanol no balao de fundo chato de modo que, mesmo com as
perdas por evaporagao, o sistema de refluxo tivesse solvente suficiente para funcionar até o final da extragao.
Juntou-se ao balao de fundo chato, pérolas de vidro para evitar a ebuli¢do turbulenta.

O método analitico da AOAC® é constituido por trés lavagens, a quente, de 400 mL cada,
contabilizados 10 minutos apds o inicio da fervura do solvente. Deste modo, a lavagem via extrator Soxhlet
foi finalizada comparando as cores finais apos as trés lavagens do método oficial AOAC®. O tempo da
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extracgdo utilizando o extrator de Soxhlet foi de 3 a 4 horas, devido a diferenga entre as cores das amostras
(Figura 1E). A curcuma apresentou pouca variagao de coloragdo, iniciando em um amarelo claro e turvo,
finalizando a extragdo com amarelo claro e limpido. No caso da paprica, a alteragdo de cor foi nitida como
se pode verificar na Figura 1E cujo processo iniciou-se com um alaranjado turvo, finalizando com amarelo
claro, apos cada etapa de lavagem da paprica pelo método padrao AOAC.

Foram avaliadas 10 amostras de ciircuma e 20 de paprica em ambos os métodos, a Tabela mostra os
resultados da avaliagdo do desempenho dos métodos da AOAC"® padrio e o modificado.

Na andlise de ciircuma, como podemos ver na Tabela, as médias de recuperagdo dos fragmentos
de insetos e pelos de roedor foram semelhantes para os métodos, da AOAC® e o método modificado. O
teste t pareado, bicaudal foi escolhido para avaliar a comparagdo dos resultados, pois, foi realizado analise
em aliquota de uma mesma amostra usando métodos diferentes. O limite utilizado foi valor de p>0,05,
ou seja, se p for maior que 0,05 nao hd diferenca significativa entre os métodos. No caso dos fragmentos
de insetos, o valor de p encontrado foi de 0,34, e para pelos de roedor o valor de p encontrado foi de
0,91, portanto nao houve diferenga estatisticamente significante entre os resultados dos dois métodos para
analise microscopica em circuma.

Para a paprica, Tabela, tanto as médias de recuperagdo como os coeficientes de variacao dos
fragmentos de insetos e pelo de roedor foram semelhantes para ambos os métodos. Para fragmentos de
insetos o valor de p encontrado foi de 0,71, e para pelos de roedor o valor de p foi de 0,28, portanto, neste
caso também, ndo houve diferenga estatisticamente significante entre os resultados dos dois métodos para
pesquisa de sujidades.

Uma desvantagem do método modificado foi o tempo longo para realizagao do pré-tratamento,
sendo necessario 3 a 4 horas de refluxo, enquanto que a metodologia original da AOAC" leva entre 50 a 60
minutos. Porém, o pré-tratamento modificado permite o acoplamento em sistema, ou seja, realizar mais de
uma extracao com extrator Soxhlet ao mesmo tempo, interligando os sistemas de refluxo. Deste modo, ao
invés de utilizar o tempo de extra¢ao somente para uma amostra, mais amostras poderiam ser realizadas no
intervalo de tempo, Figura 1G. Outra vantagem ¢ que durante o pré-tratamento nao ¢ necessario o analista
manipular a amostra, pois o extrator de Soxhlet, depois de controlada a temperatura, extrai a gordura sem
necessidade de manipulagdo e exposicao do analista ao solvente. No método original da AOAC” o analista
precisa manipular a amostra durante o pré-tratamento: adicionando o isopropanol, esperando o tempo de
aquecimento e retirando o solvente no final do aquecimento.

A vantagem do método modificado foi com relagdo a redugdo do volume de solvente utilizado,
aproximadamente 85-87,5% do volume original do pré-tratamento e 56-58% do volume total de isopropanol
utilizado no método. Consequentemente, um menor gasto com aquisi¢ao de solvente e uma menor geragao
de residuo quimico. Tal redu¢io respeita o primeiro dos doze principios da Quimica Verde, conhecido
como “Preven¢ao’, no qual recomenda evitar a geragao de residuos ao invés de tratamentos e limpezas
posteriores ap6s sua formagao’.

Apesar do fator tempo, a técnica modificada ndo demonstrou complexidade para execugdo e
mostrou-se como um método satisfatério para pesquisa de sujidades leves nas especiarias estudadas,
principalmente devido aos resultados comparados com os da técnica padrao ndo serem estatisticamente
significantes.

Os valores obtidos nas analises estatisticas demonstraram que os métodos modificados para analise
de sujidades em ctircuma e paprica nao apresentaram diferencas significativas quando comparados com os
resultados dos métodos padroes, indicando que a modifica¢ao feita na etapa de pré-tratamento nao alterou
o desempenho do método.

Portanto, a substituicdo da lavagem a quente para o extrator Soxhlet, possibilita a diminui¢do de
custos e de geragao de residuos sem que haja prejuizo na performance do método analitico. Apesar de
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requerer maior periodo de execugao, é possivel o acoplamento de sistemas com a perspectiva de realizar as
lavagens em amostras de ciircuma e paprica simultaneamente, ndo havendo necessidade de manipulagéo
da amostra na fase de pré-tratamento.
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V.. Estudo da contaminag¢ido gor bifenilas policloradas
- ¢ parametros de qualidade do

mel organico e do mel
convencional do Rio Grande do Sul

Study of contamination by polychlorinated biphenyls and quality
parameters of organic honey and conventional honey from Rio
Grande do Sul

Dos Santos M. Estudo da contaminacéo por bifenilas policloradas e parametros de qualidade do mel organico e do
mel convencional do Rio Grande do Sul. Santa Maria, RS. 2021. [Tese de Doutorado - Area de Ciéncia e Tecnologia
dos Alimentos, Centro de Ciéncias Rurais. Universidade Federal de Santa Maria - UFSM]. Orientador: Jjoni Hilda
Costabeber.

O mel passa uma imagem de ser naturalmente saudavel e livre de contaminantes. A grande valorizagdo deste
produto, principalmente no mercado externo, exige a aplicacdo de rigorosos padroes de qualidade e seguranga
do mel, assim como o investimento em sistema de produgdo organico. As bifenilas policloradas, do inglés
Polychlorinated biphenyls (PCBs), sio compostos organoclorados sintéticos téxicos que apesar de terem sua
fabricacdo e comercializacao proibidas ha varios anos, devido ao seu descarte inapropriado, contaminaram o meio
ambiente e ainda sdo detectadas. No presente trabalho foram analisados os padrdes de identidade e qualidade
e a contaminagdo por PCBs em 90 méis de diferentes origens florais (monoflorais e multiflorais) de sistemas de
producao organico e convencional provenientes do Rio Grande do Sul. Foi investigada a ocorréncia de 11 congéneres
de bifenilas policloradas: PCBs 28, 52, 77, 81, 101, 118, 126, 138, 153, 169 e 180. A extra¢io foi realizada pelo
método QUEChERS modificado (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) seguido de cromatografia gasosa
com detector de captura de microelétrons com limites de detecgdo de 5 ng g''e 10 ng g™'. Os resultados mostraram a
presenca de 4 congéneres em 15 amostras de mel provenientes de 9 municipios, confirmando a contamina¢do ambiental
no Sul do Brasil. Os niveis maximos de concentragdo detectados foram 635 ng g' para PCB 28, 194 ng g™ para PCB 101,
65ng g para PCB 77 e 50 ng g para PCB 81. Embora essa contaminagao no mel represente um baixo risco, trata-
se de um poluente organico persistente, classificado como comprovadamente carcinogénico para seres humanos
e animais. Entre as amostras contaminadas, ndo foram identificadas diferencas significativas quanto ao sistema
de produgéo e origem floral. Ao analisar os resultados dos padroes de identidade e qualidade individualmente, a
grande maioria dos méis estava dentro dos limites definidos pela legislacdo nacional e internacional, o que permite
afirmar que o mel produzido no Rio Grande do Sul tem boa qualidade, fato que evidencia a adogdo de boas préticas
apicolas pelos produtores do estado. Através da analise dos componentes principais foi possivel explicar grande
parte da variabilidade entre os pardmetros umidade, cinzas, condutividade elétrica, pH, acidez livre, acidez total,
acucares redutores, sacarose aparente, atividade diastasica e HMF dos méis conforme o sistema de producio e
a origem floral. A analise por agrupamento hierarquico, classificando em grupos usando distancias euclidianas,
exibiu a diferencia¢do desses 10 pardmetros de qualidade das amostras.

Palavras-chave. Poluentes Orgénicos, PCBs, Alimentos Orgéanicos, Contaminacdo Ambiental, Seguranca e
Qualidade dos Alimentos, Padrao de Identidade e Qualidade do Mel.

Tese disponivel na Biblioteca do Centro de Ciéncias Rurais da
Universidade Federal de Santa Maria - UFSM. https://www.ufsm.br/
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