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APRESENTACAO

Nas ultimas décadas, 0 nosso pais tem passado por intensas mudancgas sociais,
econdmicas e politicas, resultando em um novo padrdo demografico, epidemioldgico
e nutricional da populacdo. Estas transformacdes determinaram um novo perfil
nutricional da populagéo brasileira, marcado pela reducéo dos casos de desnutricao
e a permanéncia das caréncias nutricionais, como deficiéncias de ferro e vitamina A,
associados ao crescente aumento do sobrepeso e obesidade e as doengas associadas
a este novo perfil, as doencgas crbnicas néo transmissiveis.

Estas mudancas também repercutiram na mudangca de padrdes de producao
e consumo de alimentos, fortalecendo a tematica Seguranca Alimentar e Nutricional
(SAN), que em sua definicdo inclui a dimensdo nutricional, a disponibilidade e a
seguranca dos alimentos:

Seguranca Alimentar e Nutricional (SAN) é a realizacdo do direito de todos ao
acesso regular e permanente a alimentos de qualidade, em quantidade suficiente,
sem comprometer 0 acesso a outras necessidades essenciais, tendo como base
praticas alimentares promotoras de salde, que respeitem a diversidade cultural e
que sejam social, econdmica e ambientalmente sustentaveis. (CONSEA, 2004)

Sendo assim, a SAN esta relacionada a fome, a desnutricdo, a obesidade, ao
sobrepeso, as doencas ligadas a alimentacéo e a qualidade dos alimentos, ao modelo
de producao e consumo de alimentos.

Tendo em vista a importancia deste tema e necessidade de reflexdes sobre o
mesmo, este livro apresenta quatorze artigos relacionados aos diferentes vieses desta
tematica. Os artigos sao resultado de pesquisas realizadas nos mais diversos setores
e instituicbes, com uma riqueza metodoldgica e de resultados.

Aos pesquisadores, aos editores e aos leitores, a quem se dedica este trabalho,
agradeco imensamente a oportunidade de organiza-lo.

Vanessa Tizott Knaut Scremin
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CAPITULO 1

ANALISE NUTRICIONAL DO

CARDAPIO DE PRATOS EXECUTIVOS SEGUNDO
O PROGRAMA DE ALIMENTACAO DO TRABALHADOR
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RESUMO: Este estudo objetivou avaliar a
composicao nutricional de pratos executivos
comercializados em um restaurante self
service na cidade de Macei6/AL, e verificar
sua adequacdo aos parametros nutricionais
recomendados pelo Programa de Alimentacao
do Trabalhador (PAT). Foram elaboradas fichas
técnicas e realizadas as analises da composicao
nutricional por meio do per capita dos cardapios
do almogo de seis pratos executivos, estes
foram identificados com numeros naturais

Topicos em Nutricdo e Tecnologia de Alimentos

(PAT)

1, 2, 3, 4, 5, e 6. Apenas o prato executivo
namero 6 apresentou conformidades para
macronutrientes, NDPcal%, so6dio e fibras.
100% dos pratos executivos ndo apresenta uma
porcao de fruta como sobremesa. Concluiu-se
gue a composicao nutricional de todos os pratos
executivos ndo se encontra em conformidade
com os parametros do PAT. O cardapio deve
ser reformulado para que sejam realizadas
modificagdes nutricionais, prevenindo assim o
aparecimento de problemas de saude para os
comensais, pois a maioria sao trabalhadores,
que frequentam o restaurante, utilizando o prato
executivo, por serem mais econémicos, como
refeicdo do almoco.

PALAVRAS-CHAVE:
cardapio. Servicos de alimentacdo. Nutrientes.

Planejamento de

ABSTRACT: This study aimed to evaluate
the nutritional composition of food executives
traded in a self-service restaurant in the city of
Maceid/AL, and check your fitness to nutritional
the worker

parameters recommended by

(feeding program PAT). Fact sheets were
prepared and carried out the analysis of the
nutritional composition through the per capita of
lunch menus of six executives, these dishes were
identified with natural numbers 1, 2, 3, 4, 5, and
6. Only the plate number 6 Executive presented
compliance for macronutrients, NDPcal%,

sodium and fiber. 100% of executives does not
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present a portion of fruit as dessert. It was concluded that the nutritional composition
of every dish executives is not in accordance with the parameters of the PAT. The
menu should be reworked to be carried out nutritional modifications, thus preventing
the onset of health problems for Diners, since most are workers who frequent the
restaurant, using the dish, Executive more economical, as lunch meal.

KEYWORDS: Menu planning. Food service. Nutrients.

11 INTRODUCAO

Atualmente o Brasil passa por diversas mudancas, dentre as mais significativas
estdo as da economia, com isso, as unidades de alimentagdo e nutricao (UANSs)
buscam garantir seu espaco em um mercado cada vez mais competitivo, passando a
disputar lugar ndo somente por meio de seus produtos, como também pela qualidade
de seus servicos (SOUZA; MARSI, 2015).

A modificacédo nos habitos alimentares da populag¢ao no Brasil tem como principal
motivo a realizacao das refei¢cdes fora das residéncias, principalmente devido a falta de
tempo. Diante desses novos habitos, o consumo de refeicées através da elaboracao
dos Pratos Feitos, Pratos Comerciais ou Pratos Executivos cresceu consideravelmente,
visto que estes séo considerados uma refeicdo basica, tradicional e pouco onerosa
(LEAL, 2006).

OPratoExecutivoéelaboradocomumaentrada, pratoprincipaleacompanhamentos.
Devido ao aumento no consumo deste pela populagao, principalmente trabalhadores
de baixa renda, os restaurantes comecaram a comercializar com algumas modificacoes
em relacdo as preparacoes, porém utilizando o porcionamento em um Unico prato
(FREIXA; CHAVES, 2008). Em servicos de alimentacgao, € imprescindivel fornecer uma
alimentacao adequada, visto que, a mesma é essencial para a saude do trabalhador,
pois promove o0 bom desempenho de suas fungdes, aumentando assim a produtividade
e reduzindo os riscos de acidentes de trabalho (MATTOS, 2008).

O Programa de Alimentacao do Trabalhador (PAT) foi instituido pela Lei 6.321,
de 14/4/1976, com o objetivo de melhorar as condi¢cdes nutricionais dos trabalhadores,
principalmente os de baixa renda que ganham até 5 salarios minimos por més. O
cardapio deste programa é equilibrado qualitativamente e quantitativamente em
nutrientes e o almoco e jantar devem possuir de 600-800 kcal, o desjejum e lanches
devem conter 300-400 kcal e o percentual proteico-calérico (NDPCal) devera ser, no
minimo 6% e maximo 10% (BRASIL, 2006).

Portanto o objetivo do presente estudo foi avaliar a composicao nutricional dos
pratos executivos comercializados em um restaurante tipo self service localizado em
um Shopping Center na cidade de Macei6/AL e comparar aos parametros estabelecidos
pelo Programa de Alimentacéo do Trabalhador (PAT).

Topicos em Nutricdo e Tecnologia de Alimentos Capitulo 1




2| METODOLOGIA

Trata-se de um estudo transversal. Apds autorizacao do local, realizou-se a coleta
de dados no segundo semestre de 2017. No estabelecimento participante da pesquisa
€ comercializado diariamente seis pratos executivos. De cada prato executivo foram
elaboradas as fichas técnicas. Foram calculados o valor cal6rico total, macronutrientes,
gorduras saturadas, fibras, teor de so6dio e o NDPcal%, com o auxilio da tabela de
composicéo quimica Sonia Tucunduva (PHILIPPI, 2012). Para anélise dos cardapios,
foram utilizados os parametros exigidos pelo PAT, na Portaria Interministerial n® 66/06
(BRASIL, 2006). Os dados coletados foram tabulados e apresentados com o auxilio do
software Microsoft Office Excel®, verséo 2010.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicao do cardapio dos pratos executivos analisados € apresentada na
Tabela 1. Estes apresentas uma entrada (salada crua com dois hortifratis), um prato
principal (uma opg¢ao de carne ou frango ou peixe ou embutidos) e acompanhamentos
(arroz, feijao ou farofa) caracterizando, portanto, como um cardapio popular, porém
por ser este tipo de cardapio ndo deveriam apresentar guarni¢cdes, 0 que nao ocorre
nos pratos executivos 2 e 5, pois a batata frita acompanha o prato principal, saindo,
portanto, da configuracdo de um cardapio popular (REGGIOLLI, 2010).

Recomenda-se que além dos pratos executivos 2 e 5 seja incluido nos outros,
alguma guarnicao, para nao desconfigurar o tipo de cardapio, visto que a padronizacao
€ importante pois facilita a equivaléncia dos nutrientes, porém vale salientar, que a
utilizagcdo da batata inglesa que ja esta inserida como guarnicéo, facilita a utilizacao
deste ingrediente nos outros pratos executivos caso no dia ndo saia a batata frita.
Quando existe acumulo de ingrediente, pode ocorrer desperdicio pelo excesso de
dias de armazenamento, sendo essa inser¢cao, um fator principal para obtencéo de um
cardapio inteligente (TADEU, 2017).

Cardapio Pratos executivo
1 2 3 4 5 6
Entrada Alface To- Alface Alface To- Alface To- Alface Alface
mate Tomate mate mate Tomate Tomate
Prato Principal Linguica Panqueca Bisteca Filé de Pei- Filé de Panque-
de porco de carne suina xe Empa- Frango cade
assada moida Frita nado Frito frango
Guarnicao - Batata - - Batata Batata
Frita Frita Frita
Acompanhamento | Arroz branco Arroz Arroz branco | Arroz bran- Arroz Arroz
Feijao Fa- branco Feijao Fa- co branco branco
rofa rofa Feijao Feijao
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Por meio dos dados contidos na Tabela 2 é possivel observar que os pratos
executivos 1, 3 e 5 estdo com valores aumentados em relagcdo ao valor energético
total (600 a 800 Kcal e adicional de 400 Kcal justificaveis) para grandes refeicoes,
portanto em desacordo com o PAT, A elevada ingestdo energética, acima das
necessidades individuais, passou a ser motivo de preocupacéo por se tratar de uma
das principais causas do aumento da prevaléncia do sobrepeso, da obesidade e das
doencas cronicas nao transmissiveis (DCNT) associadas, tais como diabetes mellitus,
hipertensdo arterial e doencas cardiovasculares (CASTRO; ANJOS; LOURENCO,
2004). A oferta de energia considerada acima dos padrdes para uma Unica refeicao
também foi encontrada em estudo realizado em servigos de alimentacao de industrias
petroquimicas participantes do PAT localizados no estado da Bahia (COSTA, 2000).

Com relacédo a oferta de carboidratos, cinco dos seis pratos executivos (1, 2, 3,
4 e 5) estao ofertando valores abaixo dos 60%, onde apenas o prato executivo 6 esta
de acordo com o padrdo. E importante salientar que os pratos executivos 2 e 4 se
aproximaram do percentual preconizado pelo PAT, provavelmente porque apresenta
a guarnicao de batata frita e a preparacao de peixe empanado, onde se utiliza a
farinha de trigo, neste ultimo, como ingrediente. No estudo de Vanin et al. (2007), a
distribuicéo percentual de carboidratos esteve acima do recomendado, sendo ofertada
aos comensais uma média de 63,3%.

Na oferta de proteinas, verificou-se que a mesma estava acima do valor
preconizado pelo PAT em quatro dos seis pratos executivos (2, 3, 4 e 5). O prato
executivo 1 obteve o menor percentual (13,6%), mas, é justificavel pois este apresenta
a linguica toscana como prato principal e esta, apresenta outros ingredientes nao
proteicos (gordura suina e agua) na sua composicao além da carne de porco, possuindo,
portanto, uma quantidade menor de proteina. Refeicdes de carater hiperproteico
também foram observadas por Amorim, Junqueira e Jokl (2005), que analisaram o
cardapio do almoc¢o servido em uma empresa participante do PAT, na cidade de Santa

Luzia-MG.
Composicao Parametros Pratos executivos
PAT
1 2 3 4 5 6

Energia (kcal) 600-1200 | 1815 861 1765 1.066 1215 781
Carboidratos (%) 60 37,9 54,6 39 56,22 38 60
% Proteinas 15 13,6 16,3 19,4 17,83 19 15
% Gordura total 25 48,5 28,1 41,6 25,93 43 20
% Gordura satu- <10 18 7,9 23 16,53 16,57 2,9
rada

NDPcal% 6-10 8,7 8,0 12,8 12,23 11,23 10
Fibras (g) 7-10 19,2 5,7 19,2 13,62 15,52 5,6
Saédio (mg) 720-960 2673 406 173 114,4 22,87 331

TABELA 2. Resultados encontrados para valor energético, percentual de macronutrientes,
gorduras totais e saturadas, teor de fibras e sddio e o NDPcal% da composi¢do do cardapio dos

pratos executivos. Maceio, AL, 2018.

Fonte: dados da pesquisa
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O excesso no consumo de proteinas esta relacionado a sobrecarga da funcéo
renal e ao desenvolvimento de doencas cronicas, por meio da ingestdo de gordura
saturada e de colesterol presentes nos alimentos de origem animal. Portanto, a fim
de evitar possiveis problemas na salde, seu consumo deveria ser restringido as
quantidades recomendadas, suficientes para assegurar o suprimento das necessidades
de proteinas diarias de cada individuo (OLIVEIRA; ALVES, 2008).

O PAT também preconiza valores para o NDPCal% - Net Dietary Protein Calories
(%), que devera ser de no minimo 6% e no maximo 10%. O NDPCal% estima
a quantidade de  proteinas liquidas da refeicéo, ou seja, as que serdo realmente
utilizadas pelo organismo. Em relacao ao NDPcal% é possivel observar que 50% dos
pratos executivos ndo estao de acordo com as recomendacdes do PAT, no entanto
esses valores altos podem ser justificados porque os pratos executivos 3, 4 e 5
possuem além do prato principal proteico com valores per captas de 150g, ainda tem
o feijao em sua composicado, que segundo o PAT apresenta 0,6 de proteina vegetal.
Ja os pratos 1, 2 e 6 possuem per capta de 120g, e dois deles (2 e 6) nédo tem o feijao.
No estudo conduzido por Rocha, Paiva e Lipi (2008), foram analisados os cardapios
de trés empresas na regiao do grande ABC no estado de Sao Paulo, e encontraram
percentual médio de 14,9% para o NdpCal%.

Com relacéo a oferta de gorduras totais, 83,3% (n=5) dos pratos executivos
apresentarao valores inadequados, bem acima do preconizado pelo PAT, porem os
pratos executivos 1 e 3 que eram compostos de carne suina e 0 5 que apresentou
a fritura como modo de cocg¢édo no prato principal e na guarnicdo, apresentaram 0s
maiores valores. Esses resultados sdo preocupantes, pois 0 consumo excessivo de
gorduras pode favorecer o surgimento de complicacbes, como dislipidemia e doencas
cardiovasculares. A quantidade de gorduras saturadas que também esteve acima do
valor de 10% preconizado pelo PAT (SOUSA; SILVA; FERNANDES, 2009).

Visto a mudanca no padréo alimentar da populacéo brasileira, os estudos
epidemiologicos tém fornecido evidéncias sobre a importancia da dieta como fator
chave para prevencao ou surgimento de doencgas cardiovasculares. Varios alimentos
e nutrientes tém sido relacionados a ocorréncia de doencas crénicas em diferentes
populagdes, onde o consumo excessivo de colesterol e gorduras saturadas ganham
destaca entre os nutrientes implicados na génese das doengas cardiovasculares
(AMORIM; JUNQUEIRA; JOKL, 2005).

Com relacao a oferta de fibras alimentares, observou-se que esta foi superior
ao estabelecido pelo programa de alimentacao do trabalhador. Vanin et al. (2007)
constataram que 0s usuarios consumiam apenas 26% dos valores de fibras alimentares
recomendados pelo PAT.

Umaingestao de fibras alimentares, em niveis moderados ou adequados, mostra-
se eficaz na diminuicdo dos triglicerideos, do colesterol e das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), assim como nos niveis de glicose p6s-prandial, além de favorecer a
saciedade (PASQUALOTTO, 2009).
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O sodio esteve adequado em cinco dos seis pratos executivos, porém, no prato 1
o valor foi excessivamente alto, mais que o dobro acima das recomendagdes do PAT. A
ingestao excessiva de so6dio vem sendo, ha muito tempo, considerada importante fator
no desenvolvimento e na intensidade da hipertensao arterial. Sarno, Brandoni e Jaime
(2008) encontraram prevaléncia de hipertensao arterial de aproximadamente 30% em
trabalhadores beneficiados pelo PAT na cidade de S&o Paulo.

O cardapio oferece uma porcédo de salada crua e ndo oferece fruta como
sobremesa, estando, portanto, em conformidade e ndo conformidade respectivamente
aos parametros do PAT que cita no inciso 10, que os cardapios deverao oferecer, pelo
menos, uma porcao de frutas e uma porcédo de legumes ou verduras, nas refeicoes
principais (almoco, jantar e ceia) (BRASIL, 2006). Frutas, legumes e verduras (FLV) séo
importantes componentes de uma alimentacéo equilibrada e saudavel e seu consumo
em quantidade adequada pode reduzir o risco de doengas cardiovasculares e alguns
tipos de cancer. Estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) indicam que
o consumo inadequado de frutas, legumes e verduras estdo entre os dez principais
fatores de risco para a carga total global de doenca em todo o mundo (JAIME et al.,
2009).

41 CONCLUSAO

Por meio do presente estudo, conclui-se que 83,3% (n=5) dos pratos
executivos analisados nessa Unidade de Alimentacdo e Nutricao encontram-se com
inconformidades em alguns ou em todos os parametros exigidos pelo Programa
de alimentacdo do Trabalhador, ja que os pratos sdo ofertados quase sempre para
consumidores advindo de seus trabalhos em horéario de almoco. E fundamental que
haja um reajuste nas por¢cdes ou até mesmo novas substituicées oferecidas nos pratos
executivos desse estabelecimento que deve ser baseada nos valores recomendados
pelo PAT, tendo em vista que esse programa busca fornecer aos trabalhadores uma
refeicdo mais nutritiva que traga beneficios e uma melhor qualidade de saude.
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RESUMO: A depressao é um problema de
saude publica, interferindo de modo intenso na
vida pessoal, profissional, social e econédmica de
seus portadores. Os antidepressivos interagem
com o cérebro e o corpo humano de maneiras
diferentes, devendo ser usado com cautela
por apresentar diversos efeitos colaterais e
interagdes com os alimentos. Partindo desse
pressuposto, objetiva-se analisar os principais
efeitos ocasionados pela interacdo de
antidepressivos com o0s nutrientes, bem como
suas consequéncias no organismo. Conforme
0 objetivo, esta pesquisa se caracteriza em
explicativa e bibliografica, ressaltando a
atuacéo dos profissionais de saude, inclusive do
nutricionista, durante o periodo de tratamento. A
partir dos estudos observou-se que a interacao
dos farmacos antidepressivos com os alimentos
apresenta uma importancia relevante, devido
haver riscos fatais a saude do paciente tratado
com esses farmacos, concluindo que a relacéo
entre antidepressivos e alguns nutrientes leva
a reducao do efeito do farmaco, interferindo no
estado nutricional do paciente.

PALAVRAS-CHAVE: Depressdao. Farmacos
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ABSTRACT: Depression is a public health
problem, interfering in an intense way in the
personal, professional, social and economic
life of its patients. Antidepressants interact with
the brain and human body in different ways
and should be used with caution because it
has several side effects and interactions with
food. Based on this assumption, the objective
is to analyze the main effects caused by the
interaction of antidepressants with nutrients, as
well astheirconsequencesinthe body. According
to the objective, this research is characterized
in explanatory and bibliographical, highlighting
the performance of the health professionals,
including the nutritionist, during the treatment
period. From the studies it was observed that
the interaction of antidepressant drugs with food
is of relevant importance, since there are fatal
risks to the health of the patients treated with
these drugs, concluding that the relationship
between antidepressants and some nutrients
leads to a reduction of the drug effect , triggering
even the nutritional status of the patient.
KEYWORDS:
drugs. Nutrients.

Depression.  Antidepressant
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11 INTRODUCAO

A depressao € um problema de saude publica, interferindo de modo decisivo
e intenso na vida pessoal, profissional, social € econdmica de seus portadores
(SILVA, 2003). Trata-se de uma doenca que qualquer pessoa pode sofrer, tendo como
consequéncia uma profunda tristeza, baixa autoestima, perda de interesse pela vida e
do seu entorno social (LOPEZ; MATHERS, 2006).

Gomez e Venturini (2009) ressaltam que os antidepressivos interagem com o
cérebro e corpo humano de maneiras diferentes, devendo ser usado com cautela por
apresentar diversos efeitos colaterais e interagdes com os alimentos.

Pesquisadores informam que a alimentacdo contribui para ajustar esse
desequilibrio interno. Uma dieta direcionada oferece ao organismo a oportunidade
de fabricar essas substancias, portanto os alimentos influenciam nos niveis dos
neurotransmissores, podendo eleva-los ou diminui-los. Existem fatores antinutricionais
envolvidos na depressao, como excesso de proteinas na dieta; inadequado consumo
de carboidratos, diminuicdo da quantidade de serotonina (MORENO; MORENO;
SOARES, 2003).

O alimento € indispenséavel para vida humana, sendo um fator essencial para
saude e tem como objetivo dar sustento ao corpo humano. Assim, como grande parte
dos medicamentos sdo administrados por via oral, que também é a via de ingestao
de alimentos, espera-se que possa haver interagdes entre os alimentos e substancias
quimicas provenientes de medicamentos. Adicionalmente, agravando esse quadro,
a interacdo farmaco-alimento raramente é conhecida e lembrada pelos profissionais
da saude durante a prescricédo e dispensacao de medicamentos (MOURA e REYES,
2004).

A via oral é a principal via de administracdo de medicamentos. Por este motivo
se torna passivel a essas interacées farmaco-nutriente e nutriente-farmaco. No trato
gastrointestinal ocorre a absorcdo do farmaco e do alimento, com possibilidade de
existir competicao e reducéo de absor¢ao dos farmacos, nutrientes ou ambos (MOURA;
REYES, 2004).

A interacdo de medicamento com alimento pode levar a alteracbes na
farmacocinética e na farmacodinamica, podendo diminuir ou ampliar os efeitos dos
farmacos, interferindo em fendbmenos como a absorc¢ao, distribuicéo e biotransformacao
e excrecdo dos mesmos. Esse fenbmeno também pode intervir na farmacocinética
dos farmacos implicando em efeitos adversos ou toxicidade ao paciente. Considera-
se também como interagcéo, quando um farmaco altera a utilizacdo de um nutriente
pelo organismo, mas como esse fenbmeno, na maioria dos casos, nao é clinicamente
relevante, 0 mesmo nao sera abordado (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Desta forma, objetiva-se com o referido trabalho analisar os principais efeitos
ocasionados pela interacao de antidepressivos com os nutrientes, bem como suas
consequéncias no organismo.
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2| METODOLOGIA

Conforme o obijetivo explicitado, esta pesquisa se caracteriza em explicativa e
bibliografica, através de estudos sobre a interagao dos antidepressivos na alimentacéo
do paciente com depressao, bem como a atuacao dos profissionais de saude, inclusive
do nutricionista, durante o periodo de tratamento.

A técnica utilizada remete-se a analise de periddicos indexados na base SciElo,
LILACS, MEDLINE e da Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Utilizou-se como
descritores: Depresséo; Farmacos antidepressivos e nutrientes.

Para serem incluidos neste estudo, preconiza-se artigos das bases citadas
anteriormente, manuais do Ministério da Saude e teses publicadas nos ultimos 15
anos.

Sao excluidos do trabalho reportagens de revistas, sites e jornais, além de
trabalhos que n&o correspondam ao intervalo de tempo preconizado.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos estudos observou-se que a interacdo dos farmacos antidepressivos
com os alimentos apresenta uma importancia relevante, devido haver riscos fatais
a saude do paciente tratado com esses farmacos, visto que séo classificados em 4
grupos: Antidepressivos Triciclicos, Inibidores Seletivos da Recaptagéo da Serotonina
(ISRS), Inibidores da Monoaminooxidase (IMAOs) e Antidepressivos Atipicos
(BARROS; BARROS, 2010).

A administracdo dos antidepressivos triciclicos (ADTs) deve ser feita longe de
refeicOes ricas em fibra, pois estas diminuem significativamente sua absorcao. Estudos
mostram que a fluoxetina reduz a absorcdo de alimentos que contém aminoacidos
neutros em até 30%. O Oleo de eucalipto apresenta dificuldade de raciocinio e
alteracées no sistema nervoso, onde esses sintomas poderdo ser intensificados
quando for administrada conjuntamente com medicamentos que atuam no sistema
nervoso central, como alguns antidepressivos (SILVA, 2006).

Porto (2011) salienta que a interagcdo mais importante esta relacionada entre
os IMAOs e alimentos contendo tiramina onde provoca aumento subito da pressao
arterial, e que estao presentes em varios tipos de alimentos como queijos maturados,
frutas, lacticinios, peixes conservados e bebidas alcodlicas.

Antidepressivos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRSs),
também estao relacionados a alteragdes de peso, como destaca Schweigert (2008):
a sertralina esta associada a uma discreta perda de peso no inicio do tratamento; a
fluoxetina parece ser mais potente na inibicao do apetite, com maior perda de peso no
inicio do tratamento; a paroxetina, ao contrario, foi associada a ganho de peso, o que
também foi relatado com o citalopram.
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Apesar de os antidepressivos mostrarem-se eficazes e seguros, deve-se ter
cautela quanto ao uso destes medicamentos, pois esses farmacos podem causar
efeitos colaterais em diversos sistemas orgéanicos. Alguns ADTs como amitriptilina,
podem causar sonoléncia e sedacao exagerada, e com frequéncia confusdao mental
motivada por doses excessivas. O uso dos ISRSs esta relacionado a disturbios
gastrointestinais, cefaleia, agitacéo, panico, insonia e disfuncbes sexuais, além de
sintomas extrapiramidais como distonia, ansiedade e tremores (FLECK, et al, 2009).

Além dos efeitos adversos a que usuarios de antidepressivos estao suscetiveis,
estes pacientes geralmente sdo polimedicados, ou seja, usam varios medicamentos
simultaneamente, estando mais sujeitos a intera¢cdes medicamentosas (MELGACO;
CARRERA; NASCIMENTO, 2011). A interacao medicamentosa € uma das variaveis
que afeta o resultado terapéutico e quanto maior 0 niumero de medicamentos que 0
paciente faz uso, maior a probabilidade de ocorréncia de interagbes. Estima-se que
para usuarios de 2 a 3 medicamentos o percentual seja de 3 a 5%, nos que utilizam de
10 ou mais medicamentos, eleva-se para 20% (BARROS; BARROS, 2010).

Antunes e Prete (2014) respaldam que a atuac¢ao dos diversos profissionais da
saude, inclusive do farmacéutico clinico e do nutricionista permite identificar possiveis
interacdes entre farmacos e nutrientes presentes na farmacoterapia e dieta dos
pacientes, realizando, em conjunto aos prescritores, as interven¢des necessarias por
intermédio do manejo adequado da prescricdo médica ou nutricional, visto que cada
tipo de paciente utiliza um grupo diferente de medicamentos e uma dieta variada,
resultando em muitas possibilidades de interacgoes.

41 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados constata-se a necessidade de analisar as principais
interacdes existentes entre os farmacos antidepressivos e os nutrientes, onde pode
observar inUmeros efeitos negativos, dentre eles, o aumento do risco de mortalidade,
sendo notavel aimportancia de um acompanhamento nutricional adequado. Constatou-
se também que a relagdo entre antidepressivos e alguns nutrientes leva a reducéo do
efeito do farmaco, desencadeando até no estado nutricional do paciente.
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RESUMO: O cancer de mama é a neoplasia
mais comum entre as mulheres, sendo a causa
mais frequente de morte associada ao cancer
em mulheres no mundo. Esta € uma doenca
complexa causada por um acumulo progressivo
de mutagdes genéticas multiplas, combinada a
outros fatores, sendo de extrema importancia
a melhoria nos protocolos de tratamento e
prevencao. A utilizagcdo de alimentos funcionais
e compostos quimiopreventivos, parece
contribuir muito neste processo, atuando
como mecanismo de agao antioxidante, anti-
inflamatoria, anti-hormonal e antiangiogénica.
A goiaba apresenta elevado potencial funcional
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relacionado a pigmentos que estdo envolvidos
em processos de prevencdo ao cancer por
possuirem atividade antioxidante. O objetivo do
trabalho foi a avaliagdo do efeito dos extratos
de cultivares de goiaba (Pedro Sato, Hitigio
e Tsumori) sobre a proliferacédo celular em
diferentes linhagens cancerigenas humanas
de mama em diferentes tempos de incubacao.
Na avaliagdo da acdo antioxidante in vitro, o
cultivar Pedro Sato (PS) apresentou a maior
atividade com a solugcédo extratora acetona
70%. Apés 48 horas de tratamento, todos os
extratos dos cultivares de goiaba promoveram
reducédo da viabilidade celular da linhagem
MDA-MB-235. Na linhagem MCF-7 apés 24
de tratamento, os cultivares PS e HI foram
0os extratos mais eficazes..Os dados deste
trabalho indicam um efeito-antiproliferativo dos
extratos dos cultivares de goiaba sobre células
de adenocarcinoma de mama.

PALAVRAS-CHAVE: Goiaba.
mama. Antioxidante. Compostos bioativos.

Cancer de

ABSTRACT: The breast cancer is the most
common neoplastic among women and the most
lethal for females, being the most frequent cause
of cancer related death in women worldwide. This
is a complex disease caused by a progressive
accumulation of multiple genetic mutations,
associate with other factors, it is extremely
important to improve treatment protocols and
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prevention. The use of functional foods and chemopreventive compounds, seems to
contribute a lot in this process, acting for antioxidant, anti-inflammatory, anti-angiogenic
and hormonal mechanism. The guava has a high potential functional related to pigments
are involved in processes of cancer prevention by having antioxidant activity.In this
sense, the objective is to obtain and evaluate the effect of guava extracts (Pedro Sato,
Hitigio e Tsumori) on proliferation cell in different human breast cancer lines at different
incubation times. The study ofin vitro antioxidante action demonstrate higher activitie
of Pedro Sato (PS) cultivar with the extraction solution of acetone 70%. After 48 hours
of treatment, all extracts from guava cultivars promoted reduction of MDA-MB-235 cell
viability. Data from this study indicate a antiproliferative effect of extracts of guava
cultivars on breast adenocarcinoma cells.

KEYWORDS: Guava. Breast cancer. Antioxidant. Bioactive compounds.

11 INTRODUCAO

A Goiaba é originaria da América Tropical, e difundiu-se para todas as regides
tropicais e subtropicais do mundo. E uma planta da familia Mirtaceas, do género
Psidium, sendo a PsidiumGuajava L. a espécie mais conhecida no Brasil (Manica
et al., 2000). Sua produgcéo em escala mundial no pais teve inicio na década de 70,
quando grandes areas tecnificadas foram implantadas,com producéo direcionada para
0 mercado nacional e internacional, na forma in natura, industrializada (doces e sucos)
e desidratada (Choudhury et al., 2001).

Gonzaga Neto etal., (1994) relatam que apesar de existir varios tipos de goiabeiras
com potencial para exploracdo econ6mica, a espécie PsidiumGuajava tem grande
interesse comercial. Existem plantios comerciais de goiabeiras em praticamente todas
as regides brasileiras, com destaque para os estados de Sao Paulo, Pernambuco e
Bahia.

No Rio de Janeiro, a cidade de Cachoeira de Macacu é o maior produtor de doce
do Goiaba de Mesa e o0 segundo maior do Brasil. A mesma regidao possui 3 tipos de
cultivares de Goiaba (Pedro Sato, Hitigio e Tsumori), cerca de seis mil toneladas de
goiaba sao plantadas anualmente em uma area de 200 hectares (IBQH, et al., 2011).

No Brasil, embora os trabalhos relacionados a selecéo de plantas de goiabeira
tenham sido realizados (Instituto Agronémico e Embrapa), as principais variedades
produtoras de frutos destinados ao consumo com fruta fresca, sugiram de trabalhos
desenvolvidos por produtores de origem japonesa, que, pela selecao realizada em
seus pomares, obtiveram plantas, cujo frutos apresentavam qualidades adequadas a
comercializagdo. Essa selecéo realizada pelos produtores propiciou o surgimento de
cultivares importantes como a Kumagai, Ogawa, Pedro Sato e Hitigio.

Dentre as frutas tropicais brasileiras, a goiaba ocupa lugar de destaque, néo sé
pelo seu aroma e sabor, como também pelo seu valor nutricional, o que coloca o Brasil
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na posicao de maior produtor de goiabas vermelhas. O consumo de goiaba in natura é
considerado pequeno no Brasil, entretanto, o fruto constitui-se em matéria-prima para
doces, geleias e sucos, com larga aceitacdo no mercado interno. A goiaba obtida como
co-produto da industrializagcao pode ser considerada uma boa fonte de compostos
naturais que tem atividade antioxidante significativa (Martinez et al., 2012).

Do ponto de vista nutricional, a goiaba € excelente fonte de vitaminas, minerais,
fibras, carotenoides e flavonoides. Sendo que a composicédo média para cada 100g de
poupa é: proteina(1g), calcio (15mg); ferro(1mg); vitaminaA (0,06mg); tiamina(0,05mg);
e fosforo(26mg), podendo variar de acordo com o cultivar, localizacdo geogréfica e
condicdes de cultivo. Segundo a tabela da USDA (2006), a goiaba contém quatro
vezes mais vitamina C (200-300mg) do que a laranja, que possui 50 mg de vitamina
C.100 g™, além de ser fonte de licopeno, com teor duas vezes maior do que o presente
no tomate.

Aliados aos avangos da ciéncia e ancorados na divulgacdo das propriedades
nutricionais dos alimentos e suas potenciais a¢des benéficas a saude humana,
prevenindo e tratando doencas, as frutas tropicais tém sido consideradas promotoras
da saude e pecas-chave na promocao da qualidade de vida (Sun et al., 2010).

Muitos estudos tém relatado as propriedades antioxidantes dos sucos de frutas e
polpas de frutas comestiveis (Mokbel & Hashinaga et al., 2006). No entanto, existem
poucas informacgdes disponiveis sobre o valor medicinal e nutricional dos frutos
subtropicais.

Desde 1930, estudos epidemioldgicos tém demonstrado a relagdo entre dieta e
risco de cancer, dentre eles o de mama (Hill et al.,1997). Diferentes autores afirmam
que o controle do peso corporal, a reducdo do consumo de gordura animal e alta
ingestdo de frutas, hortalicas e graos integrais protegem contra o cancer (Hill, et
al.,1997; Béliveau et al., 2007). Estudos confirmam a associa¢éo entre o0 consumo de
nutrientes e compostos bioativos presentes em frutas e hortalicas e a redugéo do risco
de desenvolvimento de diversos tipos de cancer (Mignone et al., 2009; Lewis et al.,
2009).

Pedro Sato Tsumori Hitigio

Figura 1. Cultivares de Goiaba Pedro Sato, Tsumori e Hitigio
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2| METODOLOGIA

2.1 Obtencao das amostras

Amostras de cultivares de goiaba, Pedro Sato(PS), Hitigio (HI) e Tsumori(TS)
foram obtidas junto ao Projeto Frutificar da Secretaria de Estado de Agricultura e
Pecuaria — SEAPEC que possui culturas de goiaba. A caracterizagao nutricional foi
composta das seguintes andlises: Acidez total titulavel, agucares redutores, agucares
totais, °Brix, densidade, Vitamina C e teor de fibras segundo metodologia oficial (Adolf
Lutz, 2005). Nas amostras foram avaliados ainda parametros fisicos de peso, dimensao
e coloracdo, em colorimetro Konica (Minolta CM-5) utilizando escala CIELAB (L*, a*,
b*).

2.2 Preparo dos Extratos

Os extratos de semente e polpa da goiaba foram preparados conforme metodologia
descrita por Rocha (2007) a partir de frutos obtidos de produtores locais da regiao de
Cachoeira de Macacu.

Em seguida, as amostras sofreram extracdo com sete solugbes extratoras:
metanol, metanol 50%, extracdo sequencial (metanol 50% e acetona 70%), acetona
70%, metanol acidificado, etanol e agua para as analises de compostos bioativos e
atividade antioxidante.

O extrato para os ensaios celulares foi obtido a partir de 50g de amostra (polpa de
goiaba), com a adicdo de 50 ml de acetona 70%, e avolumada em baléo volumétrico
de 100 ml com agua destilada. Apos esta etapa, houve a homogeneizacdo em vortex
por aproximadamente 2 minutos e posteriormente sofreu agitacdo por meio de banho
com agitacdo durante 60 minutos. A solucéo foi filtrada a vacuo com papel de filtro
quantitativo Whatman n°. 1 e colocada em um balédo para a etapa de retirada completa
do solvente em rotaevaporador (Marconi®) a 60° C por 2 horas. Apds o procedimento,
o material foi congelado a 0°C por 24 horas. Posteriormente, seguiu para o liofilizador,
no qual permaneceu por 72 horas. Em seguida, foi acondicionado em frasco ambar e
congelado a -20°C, para posteriores analises.

2.3 Determinacao de compostos fendlicos totais

A anélise de compostos fendlicos totais dos extratos foi realizada de acordo com
o método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, utilizando o &cido galico como
padréo. A determinacéo foi realizada usando aliquotas de 0,1 mL a 1 mL dos extratos
obtidos anteriormente, que foram transferidas para tubos de ensaio e adicionado 2,5 mL
do reagente FolinCiocalteau, diluido em agua 1:10. A mistura permaneceu em repouso
de 3 a 8 minutos. Em seguida foi adicionado 2 mL de carbonato de sodio 4% e os
tubos deixados em repouso por 2 horas, ao abrigo da luz. A absorbancia foi medida em
espectrofotometro (Turner TM®) a 760nm. Uma amostra em branco foi conduzida nas
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mesmas condicdes e os resultados dos compostos fendlicos totais foram expressos
em equivalente de acido géalico, com base em uma curva de calibragcéo de acido galico
com concentragoes variando de 5 a 20ug/ml.

2.4 Avaliacao da atividade sequestrante do radical DPPH

A medida da atividade sequestrante do radical DPPH foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Brand-Williams et al., (1995). O DPPH (1,1-difenil-2-
picrilidrazil) € um radical livre estavel que aceita um elétron ou um radical de hidrogénio
para tornar-se uma molécula diamagnética estavel e, desta forma, € reduzido na
presenca de um antioxidante. Para avaliagao da atividade antioxidante, os extratos de
goiaba foram adicionados para reagcao com o radical estdvel DPPH em uma solugéao
de metanol. Na forma de radical, o DPPH possui uma absorcéo caracteristica a 515
nm, a qual desaparece ap6s a reducao pelo hidrogénio arrancado de um composto
antioxidante. Areducéo do radical do DPPH foi medida através da leitura da absorbancia
a 515 nm em 100 min de reacéo.

2.5 Analise de atividade antioxidante total pela captura do radical ABTS-+

O método ABTS (acido 2,2’-azino-bis 3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico) foi
utilizado como descrito por Rufino et al., (2007), O radical ABTS++ é formado por uma
reacdo quimica com persulfato de potassio em uma relagcdo estequiométrica de 1:
0,5. Uma vez formado, o radical ABTS++ é diluido em etanol até obter uma medida
de absorvéncia de 0,70 (+ 0,02) a um comprimento de onda de 734 nm. Aliquotas
com trés diferentes volumes das amostras de goiaba extraidas foram utilizadas de
modo a restar um volume final de 3ml em cada leitura. As leituras foram realizadas
em triplicata. Uma curva padrdao com solugdes de Trolox e outra curva com acido
ascorbico foram produzidas.

2.6 Atividade antioxidante total pelo método de reducao do ferro — FRAP

(FerricReducingAntioxidant Power)

A atividade antioxidante determinada pelo método de FRAP de acordo com Rufino
(2006), esta se baseia na medida direta da habilidade dos antioxidantes (redutores)
da amostra em reduzirem, em meio acido (pH=3,6), o complexo Fe®*/tripiridiltriazina
(TPTZ), para formar Fe?*, de intensa cor azul e absor¢cdo maxima a 593nm. O reagente
FRAP foi preparado no momento da andlise, através da mistura de 20 ml de tampao
acetato (300 nM, pH 3,6), 2,0 ml de TPTZ (10mM TPTZ em 40 mM HCI) e 2,0 ml de
FeCl, (20mM) em solugédo aquosa. Para realizagéo do ensaio, foram adicionados 20
ML de amostra, 20uL do padrao (sulfato ferroso), e 20uL do branco (agua Mili-Q) +
180 pL do reagente FRAP que foi injetado automaticamente pelo leitor de microplacas
VICTOR multilabel contador (Perkin-Elmer, EUA) perfazendo um volume total de 200
ML em cada poco da microplaca. As medidas foram realizadas em triplicata. A curva de
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calibracao foi feita com sulfato ferroso (50-750pmol/L) e os resultados foram expressos
em pumolFe?*/L.

2.7 Cultura de células e protocolo de tratamento

As linhagens de carcinoma de mama (MDA-MB-235 e MCF-7 ) foram obtidas
a partir do Banco de células da Universidade Federal do Rio de Janeiro, foram
cultivadas em meio Dulbecco’s e meio RPMI suplementado com 10% soro fetal bovino
(SFB) e 2 g/L tampédo HEPES, pH 7,4, sob atmosfera de 5% de CO2. Para cada
experimento, todas as células foram plaqueadas, em 104 células/cm2 em placas de
6 e 96 pocos, para analises de ciclo celular e proliferacdo celular, respectivamente.
ApbGs 24 horas, 0 meio de cultura foi trocado e as células sofreram incubagcbes com
diferentes concentracdes de extratos de goiaba previamente liofilizados dissolvidos
em agua a 50°C ou em agua e acetona 70 (1:1). Células nao tratadas foram incluidas
em cada placa. As células foram entdo incubadas por 24 e 48 horas, com troca de
meio a cada 24 horas.

2.8 Ensaio de viabilidade celular pelo ensaio de MTT

A viabilidade celular foi determinada pelos ensaios de MTT (brometo de
3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazélio), foram plaqueadas 1.0 x 10* células/
poco em placas de 96 pocos que, 24 horas depois, foram incubadas com diferentes
concentracdes de extrato de cultiaves de goiaba, que variavam de 15 a 5000 mcg/
mL. ApOs 24 h e 48 h de incubacéo, foram adicionados 10 pyL de MTT (5g/L) em cada
poco. O meio foi, entdo, recolhido depois de 4 h de incubacéo e 100 pL/poco de
dimetilsulféxido (DMSO) foram adicionados, a fim de dissolver o produto gerado. Por
fim, a placa foi lida em leitor de microplacas (Bio-Rad 2550, USA) a 570nm. A taxa de
inibicado da proliferacao celular (CPIR) foi calculada com base na formula: CPIR = (1 —
valor médio do grupo experimental / valor médio do grupo controle) x 100%.

2.9 Analise Estatistica

Os dados apresentados serdo médias e (x) desvio padrao de dois experimentos
independentes feitos em triplicata. Os dados experimentais obtidos foram submetidos
a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas através do teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o programa GraphPadPrism 4.0 e
Statistical 6.0.

31 RESULTADOS

Natabela 1, encontram-se as analises de peso, dimensao, ° Brix, acidez e vitamina
C, das amostras dos trés cultivares de goiaba (Pedro Sato, Hitigio e Tsumori). As
analises revelaram valores médios de peso de 220,16+40,08g do cultivar Pedro Sato,
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158,16+15,43g do cultivar Hitigio e 297,52+79,06g do cultivar Tsumori. As dimensdes
obtidas foram de 8,34+0,51cm do cultivar Pedro Sato, 7,27+0,40cm do cultivar Hitigio
e 8,78+1,01cm do cultivar Tsumori.

Os cultivares Pedro Sato, Hitigio e Tsumori apresentaram os valores de grau
brix sem diferenca estatistica entre eles (p>0,05) com valores respectivos médios de
10,11, 9,47 e 11,08 g% éacido citrico. A acidez revelou valores de 0,36+0,01g/mol,
0,39+0,01g/mol e 0,47+0,03g/mol para os cultivares Pedro Sato, Hitigio, e Tsumori
respectivamente. Os valores observados de acido ascérbico entre os diferentes
cultivares nao apresentaram diferenca significativa (p>0,05), com valores médios
maximo e minimo de 81,81 e 79,35 mg acido ascérbico/100g, para o cultivares Pedro
Sato e Tsumori, respectivamente.

PS HI TS
Peso (g) 220,16+40,08° 158,16+15,43° 297,52+79,06°
Dimensao(cm) 8,34+0,512 7,27+0,40° 8,78+1,01°
Sdlidos Soltveis (°Brix) 10,110,022 9,47+0,01° 11,08+0,012
Acidez(g% acidio citrico) 0,36+0,012 0,39+0,012 0,47+0,03°
Acido Ascérbico (mg%) 81,812,042 79,35+3,302 80,36+1,872

Tabela 1: Valores de peso, dimenséao °Brix, acidez e vitamina C em goiaba cultivar Pedro
sato(PS), Hitigio(HI) e Tsumori(TS). Letras diferentes apresentam diferenca significativa teste
Tukey (p<0,05).

PS — Pedro Sato HI — Hitigio TS —Tsumori

Na tabela 2 encontram-se os resultados referente a analise colorimétrica dos
parametros L*, a* e b*. Com relacdo o perfil de cor da casca foi observado que os
maiores valores dos parametros L* (65,56) e b* (42,30) foram encontrado no cultivar
PS.

As amostras apresentaram os seguintes resultados: o cultivar Pedro Sato, na
analise da casca, apresentou valor médio de 65,56+1,72 (L*); para os valores de a* o
cultivar Hitigio apresentou o menor valor médio com -5,18+2,32 (a*)(P<0,05), indicando
a cor verde mais intensa e para a escala b* o cultivar Pedro Sato apresentou o valor
médio de 42,3+3,16 (b*) indicando a cor da casca mais clara e amarelada quando
comparada com os outros cultivares. Dentre as polpas analisadas o cultivar Pedro
Sato apresentou valor médio de 55,21+1,68 (L*), na escala a* o valor 32,25+1,17(a*)
indicando uma cor vermelha mais intensa em relagéo aos outros cultivares analisados.
Os cultivares ndo apresentaram diferenca significativa nos valores da escala b*(p>0,05).
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Coordenadas Casca Polpa

de cor
HI PS TS HI PS TS
L* 59,90+3,712*  65,56+1,722  55,49+10,06* | 58,53+1,722 5521+1,682 61,83+4,592
a* -5,18+2,322 -0,40+2,22 0,90+4,59° 30,99+1,242  32,25+1,172  22,45+1,97°
b* 39,59+3,082  42,30+3,16 28,59+9,12> | 21,810,518 21,69+2,022 21,01+1,16°

Tabela 2. Coordenadas de cor (L*a* b*) de amostras goiaba cultivar Pedro Sato(PS), Hitigio(HI)
e Tsumori(TS). Letras diferentes apresentam diferenca significativa teste Tukey (p<0,05).

PS — Pedro Sato HI — Hitigio TS —Tsumori

Na atividade antioxidante, observou-se a maior reducéo do radical DPPH na
amostra de goiaba com 77,73+0,84% e IC, de 292,42mg, utilizando a acetona 70%
como solugao extratora. A andlise de ABTS revelou elevado potencial antioxidante
em ambas as frutas, com valores médios de 3,77+0,20pumol de trolox/g nas amostras
de goiaba utilizando a solugédo extratora de acetona 70%. O resultado do teor total
de compostos fendlicos apresentou valores de 200,06+11,21, 153,37+16,75 mg acido
galico/100g nos cultivares de goiaba (Pedro Sato e Hitigio).

Para andlise da viabilidade celular, as células de carcinoma de mama (MDA-
MB-235 e MCF-7), foram incubadas com concentragcdes de 15-5000mg/ml de extratos
de diferentes cultivares de goiaba, e analisadas, durante intervalos de 24 e 48 horas
apos o inicio do tratamento.O ensaio de MTT foi utilizado para monitorar a viabilidade
celular. Na linhagem celular MDA-MB-235, foi possivel observar que os extratos de
goiaba modificaram o perfil de crescimento celular apos 24 e 48 horas de tratamento.
Apbs 24 horas, o cutlivar PS foi o que apresentou o maior percentual de reducao
(45%) na viabilidade celular, seguido do cutlivar HI. As células tratadas com o cultivar
TS nao apresentaram diferenga estatistica (p>0,05) no perfil de crescimento celular
quando comparadas as células nao tratadas (CT). Por outro lado, apés 48 horas de
tratamento, foi constatado que todos os extratos dos cultivares de goiaba promoveram
reducéo na viabilidade da linhagem MDA-MB235. O extrato do cultivar TS, a partir
da concentragao de 300mg/mL, obteve a maior capacidade de redugado com inibicéo
média de 70%. Os cultivares PS e HI ndo apresentaram diferenca estatistica nas
concentracdes utilizadas (15-5000mg/ml) com reducbes maximas de 57% e 44%,
respectivamente.

4 | DISCUSSAO

O efeito protetor exercido pela goiaba tem sido atribuido a presenca de compostos
antioxidantes, principalmente os carotendides, destacando o licopeno devido ao seu
maior poder antioxidante, e o beta-caroteno, como fonte de vitamina A (Barreiros et al.,
2006). Além disso, a goiaba é rica em acidos taninos, fendis, triterpenos, flavondides,
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os 6leos essenciais, as saponinas, as lectinas, vitaminas e fibras, a fruta contém
acucares, ferro, calcio, fosforo e vitaminas A, B e C, em concentragbes mais elevadas
do que a maioria dos outros frutas. A tabela 3 mostra os componentes nutricionais
encontrados na polpa da fruta.

Nutrientes (por 1009) Sato et al., Joseph & Priya,
2010 2011
Energia e Calorias (Kcal) 68 77 - 86

macronutrientes Proteina (g) 0,55 01-05

Lipideo (g) 0,95 0,43-0,7

Carboidrato (g) 14,32 9,1-17

Minerais Fibras totais (g) 5,4 0,9 - 1 (Crude fiber)

Célcio - Ca (mg) 18 17,8 - 30

Ferro - Fe (mg) 0,26 200 - 400 (I1.U.)

Potassio - K(mg) 417 -

Sadio - Na (mg) 2 -

Zinco - Zn (mg) 0,23 -

Selénio - Se (mcg) 0,6 -

Vitaminas

Vitamina C (mg) 228,3 -

Tiamina (mg) 0,067 0,03 - 0,04

Riboflavina (mg) 0,04 0,6 - 1,068

Niacina (mg) 1,084 40 (1.U.)

Vitamina B3 (1.U) - 35

Vitamina B6 (mg) 0,11 -

Folato (mcg) 49 -

Vitamina A (1.U.) 624 0,046 (mg)

Beta caronteno (mcg) 374

Vitamin E alpha-tocoferol (mg) 0,73 -

Vitamin K filoquinona (mcg) 2,6 -

Tabela 3. Componentes nutricionais encontrados em 100g de polpa de goiaba (P.Guajava)
Fonte: adaptado de Sato et al., 2010 e Joseph & Priya, 2011

As primeiras analises realizadas foram fisico-quimicas com a finalidade de
avaliar principalmente o grau de maturacdo das goiabas de diferentes cultivares.
Dentre os critérios mais importantes do processamento minimo de frutas, o estadio
de maturagdo no momento da colheita & um fator determinante para o sucesso do
processamento. De acordo com Cavalini et al., (2006), os indices de maturacéo
permitem expressar a fase do desenvolvimento do fruto, remetendo cada estadio a
uma qualidade sensorial. Devido as operacgdes envolvidas no processamento minimo,
os frutos sofrem modificagbes em suas estruturas. Por isso, para obtencdo de um
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produto final de 6tima qualidade, é essencial que os frutos sejam colhidos em estadio
de maturacao adequado.

No presente estudo, a acidez variou entre 0,36 e 047 g% &acido citrico. Em um
estudo de Gouveia et al., (2004), os valores de pH variaram de 3,9 a 3,917, estando
acima dos valores aqui observados. Em contrapartida, um estudo mais antigo (ITAL et
al.,1978) no qual o autor caracterizou goiabas vermelhas em trés estadios diferentes
de maturacéo achou valores de 0,39; 0,38 e 0,30, estes proéximos aos encontrados em
nossas analises. Os valores de °Brix dos diferentes cultivares foram proximos a 10%
(10,11 para Pedro Sato, 9,57 para Hitigio e 11,08 para Tsumori). Maia et al.,(1998),
que avaliou quatro variedades de goiaba encontrou valores que ficavam entre 11,00 e
12,10%, diferentemente do encontrado por Gouveia et al., novamente, onde os valores
do °Brix ndo foram superiores a 5,8%. O peso do fruto variou de 158,16g a 297,529,
estando dentro da faixa dos valores de peso de goiaba encontrado por Gouveia et al.,
(2004) os quais foram de 148,2 a 172,3 g.

A atividade antioxidante dos extratos foi analisada por trés diferentes métodos
(DPPH, FRAP e ABTS). Para os trés métodos utilizados, foram observados uma elevada
atividade antioxidante nos trés cultivares (Pedro Sato, Hitigio e Tsumori), destacando-
se o cultivar Pedro Sato, em todas analises com a maior atividade antioxidante, sendo
o melhor extrato. As diferencas observadas em relacdo a atividade antioxidante dos
compostos e os diferentes métodos utilizados podem ser atribuidas a estrutura quimica
de cada composto, além das caracteristicas/especificidades de cada método (Davalos
et. al., 2004).

Aaplicacao de pigmentos naturais e a sua correlagédo com a atividade antioxidante
em alimentos é de interesse tanto para a industria como para os consumidores. Estudos
recentes relacionam a ingestao de frutas e vegetais com propriedades antioxidantes e
a diminuicéo do risco e desenvolvimento de algumas doengas cronico-degenerativas
(Schiavon et al., 2015).

Na avaliacdo do efeito anti-tumoral dos extratos dos cultivares de goiaba foram
utilizadas duas linhagens derivadas de carcinoma de mama. A linhagem celular
epitelial MCF-7 apresenta receptores de estrogeno e progesterona e baixo potencial
metastatico. Esta linhagem tem morfologia fusiforme e sdo consideradas luminais.
Além disso, séo células com baixo grau de invasdo em matrigel. A linhagem celular
epitelial MDA-MB-235 néo expressa receptores hormonais, além de apresentar alto
potencial metastatico e alta tumorogenicidade. Esta linhagem tem morfologia estrelada
e é considerada célula epitelial mesenquimal (Lacroix et al., 2004).

De acordo com resultados obtidos pelo ensaio de MTT, na linhagem MCF-7
tratada com os extratos de goiaba, foi observada uma inibi¢do na viabilidade celular
desde as menores doses, com 24 horas de tratamento, nos cultivares Hitigio e Pedro
Sato. Nas células MDA-MB-235 houve uma redugao sobre a viabilidade deste grupo
celular com 48 horas de tratamento, mas apenas nas duas maiores concentracoes
(2500 e 5000 mcg/ml) no cultivar Pedro Sato, e a partir da concentracdo 1250 mcg/ml
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no cultivar Hitigio.

51 CONCLUSAO

O presente estudo confirmou a elevada capacidade antioxidante dos extratos
dos cultivares de goiaba, com inibicao da proliferacdo celular nas linhagens de cancer
de mama humano. O extrato do cultivar Pedro Sato obteve a maior capacidade
antioxidante em todas as analises (DPPH, FRAP e ABTS) e os maiores teores de
compostos fendlicos totais. Além disso, o extrato PS promoveu reducéo da proliferacéo
celular nas duas linhagens cancerosas MDA-MB-235 e MCF-7..

Os dados deste trabalho indicam que um efeito antiproliferativo dos extratos dos
cultivares de goiaba, com destaque para o cultivar Pedro Sato, o qual é influenciado
por diversos fatores que incluem: concentracdo do composto, tempo de incubacéo,
captacédo e metabolismo celular.
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RESUMO: O tecido hepatico é essencial ndo sé
para controle e homeostase do organismo, mas
também para reagcdes metabdlicas vitais a saude
que podem ser desreguladas em processos
de lesédo hepéatica (Schinoni, 2008). A alta
atividade energética do figado acompanhado
de um padrao alimentar de uma dieta rica em
gorduras gera um consumo aumentado de
oxigénio, o que acarreta em elevada producéo
de radicais livres envolvidos na fisiopatologia
de doencas inflamatérias e danos potenciais a
proteinas, lipidios e ao DNA celular (Halliwell &
Gutteridgr, 2000; Sies et al., 2005; Jaeschke et
al., 2000). Estudos vém demonstrando a agéao
de carotendides na histopatologia do carcinoma
hepatocelular e na protecédo do figado devido
sua agao contra o estresse oxidativo (Kaklamani
et al., 1991; Yu et al, 2000; Silver et al., 2011;
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Lau et al., 2005; Venturini et al., 2011). Portanto,
torna-se relevante estudar o tecido hepatico
apoés tratamento com licopeno.

No entanto, como a maioria destes dados em
humanos ainda é pouco conclusivo, modelos
animais experimentais tém sido utilizados
para melhor compreensdao dos mecanismos
de acédo destes produtos. Neste sentido, o
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do
licopeno, isolado e na matriz alimentar, sobre a
funcéo e integridade do figado em modelos in
vivo, e elucidar os mecanismos de acéo desse
carotenoide sob marcadores de lesdo hepatica.
PALAVRAS-CHAVE: licopeno, lesao hepatica,
estresse oxidativo, antioxidantes

ABSTRACT: Liver tissue
only for the control and homeostasis of the
organism, but also for metabolic reactions vital
in hepatic

is essential not

for health that can be unregulated
injury processes (Schinoni, 2008). The high
energetic activity of the liver accompanied by an
alimentary pattern of a diet rich in fats generates
an increased consumption of oxygen, which
causes high production of free radicals involved
in the pathophysiology of inflammatory diseases
and potential damages to proteins, lipids and
cellular DNA (Halliwell & Gutteridgr, 2000; Sies
et al., 2005; Jaeschke et al., 2000). Studies
have demonstrated the action of carotenoids on
the histopathology of hepatocellular carcinoma
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and on liver protection due to their action against oxidative stress (Kaklamani et al.,
1991, Silver et al., 2011, Lau et al. 2005; Venturini et al., 2011). Therefore, it becomes
relevant to study hepatic tissue after treatment with lycopene. However, as most of
these data in humans are still inconclusive, experimental animal models have been
used to understand better the mechanisms of action of these products. In this sense,
the objective of this work was to evaluate the effects of lycopene, isolated and in the
matrix food, on function and integrity of the liver in vivo models, and elucidate the
mechanisms of action of this carotenoid under markers of liver injury

KEYWORDS: lycopene, liver injury, oxidative stress, antioxidants

11 INTRODUCAO

O figado é responsavel pelo metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos,
tem como principal funcao digestiva a sintese e secrecao de bile, responsavel pela
emulsificacdo das gorduras dietéticas. Aléem disso, o figado atua no armazenamento de
vitaminas e minerais, na degradacao e excrecao de hormdnios, na biotransformacéo e
excrecado de drogas e no auxilio a resposta imune. O tecido hepatico é essencial ndo
s6 para controle e homeostase do organismo, mas também para reacées metabdlicas
vitais a saude que podem ser desreguladas em processos de lesao hepatica (Schinoni,
2008). A alta atividade energética do figado acompanhado de um padrao alimentar de
uma dieta rica em gorduras gera um consumo aumentado de oxigénio, o que acarreta
em elevada producdo de radicais livres envolvidos na fisiopatologia de doencas
inflamatorias e danos potenciais a proteinas, lipidios e ao DNA celular (Halliwell &
Gutteridgr, 2000; Sies et al., 2005; Jaeschke et al., 2000).

A Pesquisa de Orgcamento Familiar realizada pelo IBGE nos anos de 2008-2009
(POF 2008-2009) evidenciou o alto consumo de produtos processados e prontos para
consumo como paes, biscoitos recheados, sanduiches, salgados, pizzas, refrigerantes,
sucos e cerveja pela populagao brasileira, em especial nas areas urbanas. Na pesquisa,
menos de 10% da populacdo brasileira atingiu as recomendacdes de consumo de
frutas, verduras e legumes. Além disso, a ingestdo inadequada de micronutrientes foi
observada em todas as Grandes Regides do Pais, evidenciando o padrao inadequado
da alimentacao da populacéao brasileira que pode desencadear déficits de nutrientes e
diversas doencas cronicas nao transmissiveis, como a obesidade e doencgas crdnicas.

A ingestao de dietas hiperlipidicas, principalmente de acidos graxos saturados,
afeta diretamente a integridade e funcéo do tecido hepatico e pode ser agravada pelo
consumo de alcool (Alegria-Ezquerra, 2008). Esses habitos podem estar associados
ao desenvolvimento de estresse oxidativo, estado inflamatorio e danos em diversas
biomoléculas, dentre elas o DNA, resultando em quebras simples ou duplas e também
no surgimento de mutacdes, favorecendo o surgimento e progresséo de diversas
doencas crbnicas (Braga et al, 2002; Geraldo et al., 2008; Oliveira & Schoffen 2010).
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O consumo excessivo de gorduras gera fluxo aumentado de lipideos para o
figado promovendo um estado de lipotoxicidade no érgéo, associado a um elevado
nivel de estresse oxidativo e reducdo da defesa antioxidante do organismo (Jian-gao
& Qiao, 2009). Dietas ricas em gordura saturada estimulam a sintese de citocinas
pro-inflamatérias e 0 aumento das espécies reativas de oxigénio, estresse oxidativo e
les&o nas células do tecido (Franca, 2013; Giehl et al, 2007).

Nos hepatdécitos, o estresse oxidativo e a peroxidacao lipidica promovem danos
a membrana plasmatica, tornando-a vulneravel a apoptose e favorecendo a resposta
inflamatoria no tecido e no organismo de maneira geral, podendo ocorrer a secre¢céao
aumentada de TGF-B1, e ativacao de miofibroblastos responséaveis pela formagao da
cicatriz, onde a lesao cronica pode desencadear a fibrose do figado (Cave et al., 2007;
Franca, 2013; Bataller, 2005; Kisseleva, 2008).

Estudos epidemioldgicos apresentam evidéncias de que a hepatocarcinogénese
€ um processo que envolve multiplos estagios, precedido pelo aparecimento de
nédulos hepéticos, sendo a incidéncia em homens duas vezes maior que em
mulheres (Gongalves & Pereira, 1993). O carcinoma hepatocelular (CHC) € o tumor
maligno primario mais comum do figado. Existem evidéncias demonstrando que a
hepatocarcinogénese, em ratos e em humanos, é um processo de multiplos estagios
precedido pelo aparecimento de focos de hepatocitos alterados e noddulos hepaticos
hiperplasicos, sendo estes considerados lesdes pré-neoplasicas (LPN) decorrentes
de expansao clonal a partir de hepatécitos iniciados (Sherman et al., 1983; Teebor &
Becker, 1981; Peres et al, 2003). Estudos vém demonstrando a a¢do da vitamina A e
de carotendides na histopatologia do CHC e na protecao do figado devido sua acao
contra o estresse oxidativo (Kaklamani et al., 1991; Yu et al, 2000).

O estresse oxidativo decorre do desequilibrio entre compostos oxidantes
e antioxidantes, havendo geragao excessiva de radicais livres em detrimento da
menor capacidade de sua remocao pelo organismo (Halliwell & Gutteridge, 2007).
Em contrapartida, compostos antioxidantes sao substéncias capazes de retardar ou
inibir as taxas de oxidagcao, podendo ser produzidos endogenamente ou absorvidos
através dos alimentos na dieta (Barreiros et al., 2006; HalliwelL & Gutteridge, 2007). Os
mamiferos possuem sistemas de defesa antioxidante, divididos em sistema enzimatico
e nao enzimatico (Halliwell & Gutteridge, 2007). Dentre os enzimaticos, destacam-se
as enzimas superoéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx),
glutationa redutase (GSR) e glutationa transferase (GST). Ja o sistema nao enzimatico
€ constituido, por exemplo, pela bilirrubina, glutationa, melatonina, acido ascorbico
(vitamina C), alfa-tocoferol (vitamina E), carotenoides (vitamina A, B-caroteno, licopeno)
e polifendis (flavonodides) (Halliwell & Gutteridge, 2007; Luz et al., 2011; Laires et al.,
2001).

Neste ambito, alguns estudos demonstram relagdo inversa entre 0 consumo
de alimentos ricos em carotenoides e o risco de doencgas induzidas pelo estresse
oxidativo (Zern & Fernandez, 2005; Silver et al., 2011; Lau et al., 2005; Venturini et
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al., 2011). Nos alimentos, diversos tipos de carotenoides podem ser encontrados em
fontes vegetais como frutas e hortalicas. (Pereira & Cardoso, 2012; Middleton et al.,
2000; Lucile et al., 2007).

Os carotenoides sao isoprendides amplamente distribuidos na natureza,
tipicamente vistos como pigmentos em frutas, flores, passaros e crustaceos,
responsaveis pela coloracdo amarela, laranja e vermelha. Como nao sao sintetizados
por células animais, dependem da dieta como fonte (Fraser and Bramley, 2004).
Recentemente, tem atraido a atencdo de pesquisadores em diversas areas do
conhecimento cientifico, devido ao seu efeito benéfico sobre a saude humana,
especialmente, diminuindo a incidéncia de cancer e atuando predominantemente
como antioxidantes (Tapiero et al., 2004).

Dentre os carotenoides mais amplamente estudados os que possuem maior
atividade antioxidante é o licopeno e o 3-caroteno (Hellemans et al, 1999; Shami &
Moreira, 2004).

Eles podem atuar na desativacdo de espécies reativas, evitando assim a
iniciacdo de cadeias de oxidagcdo em nivel celular que conduz a danos ao &cido
desoxiribonucléico (DNA) e peroxidacéo lipidica (Silva et al., 2001).

A acdo dos carotenoides sobre células cancerigenas tem sido intensamente
estudadanasduasultimasdécadas, principalmente seu metabolismo e biotransformacgéao
(Teodoro et al., 2009). Em modelos experimentais distintos e na pratica clinica, esse
dois carotenoides tem sido amplamente estudados, mas a maioria desses estudos
foram dedicados ao b-caroteno e apenas uns poucos para licopeno (Hadley et al.,
2002). O licopeno tem sido descrito como um produto antitumoral significativo em
tipos de células cancerosas diferentes, principalmente regulando eventos celulares,
tais como apoptose e ciclo celular (mitose), amplamente envolvidas com progressao
do céncer (Teodoro et al., 2012). No entanto, é pouco compreendido como o licopeno
regula a biologia dessas células. A hematopoese murina pode ser considerada um
excelente modelo experimental para estudar varios eventos e propriedades celulares
do adenocarcinoma hepatico, incluindo a proliferacdo, diferenciacdao e apoptose
mediante contato com tal carotenoide.

Podemos encontrar o licopeno no plasma e tecidos humanos com grande variagao
na sua distribuicdo. De todos os carotenoides, o licopeno € um dos mais abundantes
no corpo humano, sendo sua alta concentracéo devida, principalmente, ao consumo
dos alimentos (Aluko, 2005). Os carotenoides ndo sao sintetizados pelo organismo
humano, dessa forma eles sdo obtidos exclusivamente por meio da dieta alimentar.
O licopeno pode ser encontrado em um numero limitado de alimentos; o tomate e
seus derivados s&o as melhores contribui¢cdes dietéticas. Quanto mais avermelhado
for o alimento, maior é sua concentracdo de licopeno. A absor¢céo do licopeno € maior
quando o alimento em questdo € cozido, pois o rompimento das paredes celulares
facilita o contato deste com a mucosa intestinal (Parker, 1996; Bohm & Bitsch, 2003;

Omoni & Aluko, 2005).
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Nesse contexto, podemos relacionar a incidéncia de cancer a fatores ambientais,
sobretudo alimentares, predisposi¢cao genética e obesidade, entre outros fatores (Olthof
et al, 2000). Questdes relacionadas com o papel da dieta na prevencao do cancer e
tratamento sdo destaques a cada ano, incluindo resultados de estudos envolvendo
varios alimentos, fitoquimicos e nutrientes; uso de abordagens complementares
e alternativas para a prevencao e para o tratamento, e dietas ideais para aqueles
que desejam prevenir o cancer ou a sua repeticdo. Atualmente, tem sido dada
grande atencdo de estratégias preventivas e, neste contexto, o uso de compostos
bioativos presentes nos alimentos parece contribuir para este processo por diferentes
mecanismos de acao, os quais sao anticancerigeno, antioxidantes e anti-inflamatério
(Upadhyaya et al, 2007).

Neste aspecto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do consumo de
licopeno, isolado e na matriz alimentar, sobre a funcéo e integridade do tecido hepatico
de ratas alimentadas com dieta hiperlipidica, j& que os dados expostos na literatura
indicam beneficios de seus compostos bioativos na prevencao de doencas e lesdes
no figado.

2| MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Nutricdo Experimental
da Universidade Federal Fluminense (LabNE-UFF), em conjunto com o Laboratério
de Alimentos Funcionais (LAAF — UNIRIO) e com o Laboratério de Biotecnologia de
Alimentos da UFF (LABIOTEC — UFF).

Foram utilizados 30 Rattus novergicus Wistar albino, fémeas, adultas (90 dias)
provenientes do LabNE-UFF. Os animais foram mantidos em experimentac¢ao durante
60 dias, em gaiolas individuais de polipropileno, ambiente com temperatura controlada
(22°C +/- 2°C) e iluminagcao adequada (ciclo claro e escuro de 12 em 12 horas).

Os animais foram distribuidos em grupos por sorteio aleatorizado. Posteriormente
a esta etapa, os animais foram pesados e seu peso corporal analisado em software
estatistico, aplicando analise de variancia (ANOVA) e pos-teste ( Tukey) para verificagéo
da homogeneidade dos grupos (em relacdo a massa corporal inicial).

Foram formados seis grupos (n=5/grupo), da seguinte forma:

1- Grupo Controle (GC) - recebeu agua filtrada e racédo a base de caseina
balanceada, em livre demanda. A racao controle foi elaborada de acordo com as
recomendacdes da American Institute of Nutrition - AIN 93M que visa a manutencéo
das necessidades nutricionais dos animais em idade adulta.

2- Grupo Hiperlipidico (GH) - recebeu agua filtrada e racao hiperlipidica (20,6%)
a base de caseina, em livre demanda.

3- Grupo Molho de Tomate (GT) — recebeu o extrato de tomate - (1,5 g/dia), agua
filtrada e racédo hiperlipidica (20,6%) a base de caseina, em livre demanda.
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4- Grupo Licopeno — 2 mg (GL) — recebeu Licopeno all-trans WS (water soluble)
10% fornecido pela Roche (Rio de Janeiro, RJ, Brasil) dissolvido em dgua a 50°C - (2,0
mg/dia), &gua filtrada racao hiperlipidica (20,6%) a base de caseina, em livre demanda
5- Grupo Licopeno — 4 mg (GL) — recebeu Licopeno all-trans WS (water soluble)
10% fornecido pela Roche (Rio de Janeiro, RJ, Brasil) dissolvido em agua a 50°C - (4,0
mg/dia), agua filtrada racéo hiperlipidica (20,6%) a base de caseina, em livre demanda
6- Grupo Licopeno — 8 mg (GL) — recebeu Licopeno all-trans WS (water soluble)
10% fornecido pela Roche (Rio de Janeiro, RJ, Brasil) dissolvido em dgua a 50°C - (8,0
mg/dia), &gua filtrada racao hiperlipidica (20,6%) a base de caseina, em livre demanda

2.1 RACOES E BEBIDAS OFERTADAS

2.2 Racoes: Controle e Hiperlipidica

As ragdes controle e hiperlipidica que foram ofertadas para o consumo dos
animais durante o experimento foram preparadas de 15 em 15 dias no LabNE-UFF
por integrantes do grupo de pesquisa.

As Tabelas 1 e 2 apresentam respectivamente os ingredientes para a
formulacéo das ragdes controle e hiperlipidica e suas composi¢des quimicas.

Ingredientes Racéo Controle Racéo Hiperlipidica
Caseina* 14,0 14,0
Amido 62,1 46,07
Oleo de soja 4,0 -
Banha de porco - 20,0
Celulose 5,0 5,0
Mix vitaminas 1,0 1,0
2Mix minerais 3,5 3,5
B-colina 0,25 0,25
L-cistina 0,18 0,18
Acucar 10,0 10,0
Total 100 100

Tabela 1: Ingredientes utilizados para formulacéo das ragbes controle e hiperlipidica ofertadas
no experimento (g/100g racao).

Legenda: (*) % de proteina da caseina = 92,5% proteina/100g caseina; " Mix de vitaminas
(mg/Kg dieta): palmitato de retinol 2,4, colecalciferol 0,025, bissulfito sédico de benadiona 0,8,
biotina 0,22, cianocobalamina 0,01, riboflavina 6,6, hidrocloreto de tiamina 6,6 e acetato de
tocoferol 100; @ Mix de minerais (g/Kg dieta): sulfato de cobre 0,1, molibdato de aménio 0,026,
iodato de sédio 0,0003, cromato de potassio 0,028, sulfato de zinco 0,091, hidrogenofosfato de
calcio 0,145, sulfato de ferro amoniacado 2,338, sulfato de magnésio 3,37, sulfato de manganés
1,125, cloreto de sodio 4, carbonato de calcio 9,89 e diidrogenofosfato de potassio 14,75.
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Racéo Controle Racéo Hiperlipidica

%/100g racao kcal/100g racao %/100g racéo kcal/100g racao
Carboidrato 77,1 288,4 61,07 224,28w
Proteina 12,95 51,8 12,95 51,8
Lipideo 4 36 20 180
Total 94,05 376,2 94,02 456,08

Tabela 2: Composicao quimica das racoes controle e hiperlipidica utilizadas no experimento

Legenda: (kcal) quilocaloricas.

2.2.1 Bebidas: agua, molho de tomate e licopeno

Das bebidas ofertadas, a agua filtrada foi oriunda do proprio laboratério de
experimentacdo. O molho de tomate foi adquirido no comércio local e o B-caroteno e
licopeno all-trans WS (water soluble) 10% fornecido pela Roche (Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) foi preparada no LabNE-UFF por membros do grupo de pesquisa dissolvendo
o conteudo em agua filtrada a 50°C e agucar refinado (para oferecer palatabilidade a
solucéo).

2.2.2 Eutanasia e Coleta de Amostras

Ao final do experimento, todos os animais foram submetidos ao procedimento
de esfregaco vaginal para identificacdo de sua fase no ciclo estral. Esta determinagéo
€ necessaria para que todos os animais estejam no mesmo momento fisioldgico e,
assim, nao haja interferéncia hormonal nas analises bioquimicas e determinacdes
teciduais posteriores. Ap6s a verificacdo do ciclo estral, as ratas na fase “estro” do
ciclo, foram separadas e mantidas em jejum (6h).

ApoOs jejum, os animais foram devidamente anestesiados e eutanasiados.

O sangue foi coletado por pungéo cardiaca e reservadas para determinagoes
bioquimicas. Todos os animais foram submetidos a laparotomia mediana para retirada
do figado. O tecido hepéatico foi imediatamente pesado e armazenado nas condi¢coes
especificas de cada determinagao bioquimica e histolégica necesséria.

2.2.3 Analise das transaminases, indice hepatossomatico e da apoptose das
células hepaticas

A quantificacdo das concentragcbes séricas de ALT e AST foi feita através do
plasma dos animais e os resultados sao expressos em U/L (unidades por litro).

O figado foi pesado para determinacédo do indice hepatossomatico, o qual é
calculado conforme a formula:

[(Peso do Figado(g) + Peso Corporal) X 100]




Para a verificagdo da ocorréncia de apoptose, uma amostragem (3 I&minas de
cada grupo) sera corada pela técnica descrita por Gavrieli et al. (1992), denominada
“tunel”, que identifica in situ a fragmentacdao do genoma caracteristica das células em
apoptose. Para tal, sera utilizado um kit comercial TUNEL (Roche®) que identifica
a apoptose baseado na incorporacdo de nucleotideos marcados nos sitios de
fragmentacdo do genoma pela acéo da enzima deoxinucleotidil transferase terminal.
Posteriormente, a inser¢do dos nucleotideos é revelada pela reagdo da peroxidase
com a diaminobenzidina. Todo o procedimento sera realizado de acordo com o manual
de instrugdes do fabricante.

3 | ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados seréo tratados e apresentados a partir da estatistica descritiva como
média e desvio padrdo. Analises de comparacao de médias dentro do proprio grupo
(antes versus depois) serao realizadas a partir da utilizacdo do teste de hipbteses
pareado (t-pareado). Para andlises de comparacao de médias entre 0s grupos, sera
utilizado ANOVA e Tukey como poés-teste.

Para tais analises sera utilizado o software GraphPad inStat e, o nivel de
significancia utilizado sera de 5% (p<0,05).

4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

A alta ingestao de gordura pela populagdo gera um consumo aumentado
de oxigénio, o que acarreta em elevada producéo de radicais livres envolvidos na
fisiopatologia de doencas inflamatérias e danos potenciais a proteinas, lipidios e ao
DNA celular. Alteracbes na atividade das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST) s&o importantes marcadores de doencas ou leséo
tecidual, especificamente no figado. Dietas ricas em colesterol promovem um aumento
no estresse oxidativo no figado, resultando em um aumento na atividade dessas
enzimas (Ozaki et al., 1995 e Kanhal et al., 2002).

A enzima ALT é especifica para o dano hepatico, como, por exemplo, esteatose,
hepatites virais crOnicas e doencas autoimunes. O aumento da enzima AST é
consequente da degradacao enzimatica de diferentes tecidos, principalmente hepatico
(De Oliveira et al., 2014 e Colares et al, 2017).

No presente estudo, na avaliacdo das enzimas de integridade hepaticas realizada
no plasma, podemos observar, na Tabela 1, um aumento significativo no GH (AST:
219,8+33,38 e ALT: 32,0 = 1,38), comparado aos outros grupos GC (AST: 195,6+52,02
e ALT: 32,2+6,41), GMT (AST: 198,2+52,77 e ALT: 29,0+4,79), GL2 (AST: 177,8+41,80
e ALT: 28,0+5,43), GL4 (AST: 176,4+26,54 e ALT: 33,2+5,08), GL8 (AST: 168,6+28,86

Topicos em Nutricdo e Tecnologia de Alimentos Capitulo 4



e ALT: 27,4+6,06), com destaque na diminuicdo significativa destes valores quando
feita a suplementacéo de licopeno de 8 e 2 mg, em relagédo aos GH e GC.

Corroborando com esses achados, Haraguchi e colaboradores (2009) observou
que as dietas hipercolesterolemiantes promoveram aumento no peso do figado, na
atividade da alanima aminotransferase (ALT), asparato aminotransferase (AST),
fosfatase alcalina, concentracéo de proteinas totais e reducéo na concentracéo de
albumina. Entretanto, o grupo que recebeu a dieta hipercolesterolémica juntamente
com a suplementacdo com as proteinas do soro, percebeu-se que houve um
impedimento de forma significante do aumento da atividade da AST provocada pela
dieta hipercolesterolemiante (Haraguchi et al, 2009).

Quando avaliamos o peso do figado, percebemos que os grupos tratados com
2mg e 4mg de licopeno apresentaram o menor peso do figado, inclusive quando
comparados ao grupo controle. Todos os grupos apresentaram indice hepatossomatico
(g figado/100g peso corporal) semelhante - GC (2,71+0,18), GH (2,76+0,13), GL2
(2,82+0,18), GL4 (2,75+0,21), GL8 (2,79+0,22) e GMT (2,74+0,19). Assim, ndo houve
diferenca significativa na avaliacdo do peso do figado sobre o peso corporal dos
animais.

GC GH GT GL2 GL4 GL8

Peso 7,86g+1,122  71g+1,34 8,50 + 5,78g + 0,86° 5,82g + 7,98g +1,16°

do Fi- 1,852 0,95°
gado
AST 195,6+ 52,022 219,8 198,2 + 177,8 +49,82 176,4 + 168,6 +

+33,38? 52,72 26,5° 28w,82
ALT 32,6+ 6,022 38,0+5,382 29,0+4,890*° 28,0£543* 33,2+548* 27,4+6,06°

Tabela 1. Andlise das enzimas hepaticas (AST e ALT) e indice hepatossomatico.

Uma sequéncia programada de acontecimentos leva a eliminagéo de células sem
causar danos adjacentes aos tecidos, sendo o processo de apoptose o responsavel
por manter as células saudaveis, eliminando o excesso ou células anormais. Quando
células anormais ndo conseguem sofrer apoptose, aumenta-se a probabilidade de
ocorrer mutacdes, podendo tornar-se células carcinogénicas. Recentemente, varios
em estudos in vitro com células humanas de cancer de préstata e linhagens de célula
derivadas de outros tecidos, indicam que o licopeno é capaz de promover apoptose
nestas células, apresentando assim potencial como um agente quimioterapico (Teodoro
et al, 2009).

Os dados relacionados a avaliagcdo da apoptose, estdo mostrados na figura 1.
Foi constatado um aumento bem expressivo de células em apoptose no GH (34,98
+ 7,78) quando comparado ao GC (9,18 = 1,55). Ap6s o tratamento com licopeno
isolado (GL2 - 23,92 + 8,74, GL4 - 13,58 + 1,43 e GL8 -16,55 + 3,06) e com molho
de tomate (GMT- 19,02 + 3,1), ocorreu uma diminuicdo acentuada no percentual de
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células em apoptose em relacédo ao GH, onde o grupo que apresentou menor valor de
células em apoptose foi 0 GL4.

40+
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T
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O )
]
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Figura 1. Morte celular por citometria de fluxo de células hepaticas de ratas alimentadas com
dieta hiperlipidica suplementadas com licopeno e molho de tomate.

Esses achados sugerem, que a suplementacédo com licopeno promoveu uma
protecdo nas células agredidas pela dieta hiperlipidica, fazendo com que os valores
regredissem para préximos ao do grupo controle.

No ponto de vista da forma quimica, o licopeno isolado utilizado foi o trans e no
molho de tomate encontramos a forma trans e cis. O metabolismo e a biotransformacéo
de carotendides tém sido investigados in vivo, mas a maioria dos estudos tem sido
dedicada ao beta-caroteno, sendo alguns poucos utilizando o licopeno. Apesar dos
isdmeros cis atingirem mais de 50% do total do licopeno sérico e em tecidos humanos,
o licopeno é encontrado na maioria dos alimentos fontes sob a forma trans (Stahl et al.,
1992; Clinton, 1998; Boileau et al., 2002). Uma isomerizag¢ao do licopeno no estbmago,
como resultado do baixo pH, pode ser parcialmente responsavel pela producao dos
isdbmeros cis (Moraru, et al., 2005). A alta concentracdo tecidual de isbmeros cis
levanta a questao de saber se eles podem ser mais biodisponiveis e/ou mais bioativos
quando comparados a forma trans. Isto tem sido apoiado por estudos que mostraram
uma captacao preferencial de isbmeros cis em varios tecidos, incluindo enterocitos,
seguido da transferéncia para linfonodos e a posterior liberagdo para a circulagao
sistémica, ampliando seus efeitos (Boileau et al., 2002).

Apesar destes estudos, a participagado do licopeno na modulagdo e protecéo
contra danos hepéaticos ainda permanece obscura. Necessitando de mais estudos
para completa compreensao dos seus efeitos nas células hepaticas.

51 CONCLUSAO

As evidéncias apresentadas neste trabalho sugerem que o licopeno promoveu
uma melhora da resposta das enzimas transaminases e da resposta celular através da
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reducao de apoptose, sugerindo efeito hepatoprotetor contra modificacées celulares
causadas pela dieta hiperlipidica.

REFERENCIAS

Alegria-Ezquerra, E.,Vazquez, J. M. C., Barrero, A. A. Obesidad, sindrome metabdlico y diabetes:
implicaciones cardiovasculares y actuacion terapéutica. Revista Espanola de Cardiologia, v. 61, n.
7, p- 752-764. 2008.

Barreiros, A.L.B.S & David, J.M, David, J.P. Estresse oxidativo: relagcao entre geracao de espécies
reativas e defesa do organismo. Quim Nova, v.29, n. 1, p.113-123, 2006.

Bataller R, Brenner Da. Liver fibrosis. J Clin Invest;115:209-218; 2005.

Boileau, TW.M., Boileau, A.C., Erdman, J.W. Jr. Bioavailability of all-trans and cis-isomers of lycopene.
Biol. Med. 227:914-919. 2002.

Bohm, V. & Bitsch, R. Intestinal absorption of lycopene from different matrices and interactions to other
carotenoids, the lipid status, and the antioxidant capacity of human plasma. Eur. J. Nutr. 38:118-125,
1999.

Braga, M., Vignali, A., Gianotti, L., Zuliani, W., Radaelli, G., Gruarin, P., Dellabona, P., and Di Carlo,
V. Laparoscopic versus open colorectal surgery: a randomized trial on short-term outcome. Ann Surg.
236(6): 759-767, 2002.

Bohm, V., Frohlich, K., Bitsch, R. Rosehip — a “new” source of lycopene?. Molecular Aspects of
Medicine. 24:385-389, 2003.

Bucchieri, F., Pubbicomb, S.M., Lordan, J.L., Richter, A., Buchanan, A., Wilson, S.J., Ward, J., Zummo,
G., Howarth, P.H., Djukanoviae, R., Holgate, S.T., Davies, D.E. Asthmatic bronchial epithelium is more
susceptible to oxidant-induced apoptosis. Am. J. Resp. Cell Mol. Biol., v.27, n.2, p.179-85, 2002

Carus, J.P.; Franca, G.V.A.; Barros, A.J.; Place and type of meals consumed by adults in medium
sized cities. Rev Saude Publica. v. 48, n. 1, p.68-75, 2014

Cave, M., Deaciuc, |., Mendez, C., Song, Z., Joshi-Barve, S., Barve, S., & Mcclain, C., Nonalcoholic
fatty liver disease: predisposing factors and the role of nutrition, Journal of Nutritional Biochemistry,
v.18, n. 3, p. 184-195, 2007

Charbonneau, A., Unson, C.G., Lavoie, J.M. High-fat diet-induced hepatic steatosis reduces glucagon
receptor content in rat hepatocytes: potential interaction with acute exercise. The Journal of
physiology, v. 579, n. 1, p. 255-267, 2007

Chen J, He J, Hamm L, Baterman V, Whelton PK. Serum antioxidant vitamins and blood pressure in
the United State population. Hypertation, 40(4):810-16, 2002.

Clinton, S.K. Lycopene: chemistry, biology, and implications for human health and disease. Nutr. Rev.
56:35-51.1998.

Colares. J.R., Fernandes, S.A., Schemitt, e. g., Hartmann, rm., Marroni, c.a. e Marroni. n.a.p. Acédo
da melatonina sobre as alteragdes nutricionais e morfolégicas de ratos com cirrose biliar secundaria
induzida pela ligadura de ducto biliar. Fundamentos da Nutricdo. Atena Editora, p 24-39; 2017.

De Oliveira, C. R. et al. Efecto de la quercetina sobre la lesion hepatica inducida por bifenilos

Topicos em Nutricdo e Tecnologia de Alimentos Capitulo 4



policlorados en ratas. Nutricion Hospitalaria, v. 29, n. 5, p. 1141-1148, 2014.
Diehl, J.A. Cycling to cancer with cyclin D1. Cancer Biol Ther., v. 1, n.3, p. 226-231, 2002

Franca, B. K., Alves, M. R. M., Souto, F. M. S, Tiziane, L., Boaventura, R. F., Guimaraes, A., & Alves,
A. Peroxidacéo lipidica e obesidade: Métodos para afericao do estresse oxidativo em obesos. J Port
Gastrenterol. v. 20, n. 5, p. 199-206, 2013.

Fraser P.D. & Bramley, P.M. The biosynthesis and nutritional of carotenoids. Progress in Lipid
Research. 43:228-265, 2004.

Gavrieli, Y., Sherman, Y., Ben-Sasson, S.A. Identification of programmed cell death in situ via specific
labeling of nuclear DNA fragmentation. J. Cell Biol., v.119, n. 3, p. 493-501, 1992

Geraldo, J.M. & Alfenas, R.C.G. Papel da Dieta na Prevencao e no Controle da Inflamacéo Crénica —
Evidéncias Atuais, Arq Bras Endocrinol Metab, v. 52, n. 6, p. 951-967, 2008

Ghanim H.; Sia Cl.; Upadhyay M.; Korzeniewski K.; Viswanathan P.; Abuaysheh S.; Mohanty P.;
Dandona P. Orange juice neutralizes the proinflammatory effect of high-fat, high- carbohydrate meal
and prevents endotoxin increase and Toll-like receptor expression, The American journal of clinical
nutrition, v. 91, n. 4, p. 940-949, 2010

Giehl, M. R., Bosco, S. M. D., Laflor, C. M., & Weber, B. Eficacia dos flavonoéides da uva, vinho tinto e
suco de uva tinto na prevencéo e no tratamento secundario da aterosclerose. Sci med, v. 17, n. 3, p.
145-155, 2007

Gongalves CS, Pereira FEL. Tumores do figado. In: Dani R, Castro LP, editores. Gastroenterologia
clinica. 3a ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan. p. 1455-80, 1993.

Hadley, C.W. et al. Tomatoes, lycopene, and prostate cancer: progress and promise. Exp. Biol. Med.
227:869-880, 2002.

Halliwell B. & Gutteridge J.M.C. Free Radicals in Biology and Medicine. New York: Oxford University
Press, v. 3, p. 1-543, 2000

Halliwell, B. & Gutteridge, J.M.C. Free Radicals in Biology and Medicine., New York: Oxford
University Press, v.4, p1-543, 2007.

Hantz, H.L., Young, L.F., Martin, K.R. Physiologically attainable concentrations of lycopene induce
mitochondrial apoptosis in LNCaP human prostate cancer cells. Exp. Biol. Med. 230:171-179. 2005.

Haraguchi, F.K., PEdrosa, M.L., de Paula, H. Santos, R.C., Silva, M.E. Influéncia das proteinas do
soro sobre enzimas hepaticas, perfil lipidico e formagéo 6ssea de ratos hipercolesterolémicos. Rev.
Nutr., Campinas, 22(4):517-525, jul./ago., 2009.

Hellemans, K. et al. All trans and 9-cis retinoic acid alter rat hepatic stellate cell phenotype
differentially. Gut. 45:134-142, 1999.

Jaeschke H. Reactive oxygen and mechanisms of inflammatory liver injury. J Gastroenterol Hepatol,
v.15, n.7, p. 718-724, 2000

Jian-Gao, F. & Qiao, L. Commonly used animal models of non-alcoholic steatohepatitis, Hepatobiliary
Pancreat Dis Int, v. 8, n. 3, p. 233-240, 2009

Kaklamani E, Trichopoulos A, Tzonou A, Zavitsanos X, Koumantaki Y, Hatzakis A, et al. Hepatitis B and
C viruses and their interaction in the origin of hepatocellular carcinoma. JAMA; 265:1974-6, 1991.

KANHAL MA, AHMAD F, OTHMAN AA, ARIF Z, OrF S, MURSHED KS. EFFECT OF PURE AND OXIDIZED CHOLESTEROL-

Topicos em Nutricdo e Tecnologia de Alimentos Capitulo 4



RICH DIET ON SOME BIOCHEMICAL PARAMETERS IN RATS. INT J Foop Sci Nutr. 2002; 53(5): 381-8.

Kisseleva T, Brenner Da. Mechanisms of fibrogenesis. Exp Biol Med (Maywood); 233:109—-122; 2008.

Laires, M.J., Monteiro, C.P., Ferreira, A.M. Stress oxidativo: papel dos micronutrientes antioxidantes.
Rev Port Med Desportiva. v.19, p.43-62, 2001

Lau, F. C., Shukitt-Hale, B., & Joseph, J. A. The beneficial effects of fruit polyphenols on brain aging.
Neurobiol. Aging, v.26, n.1, p.128-132, 2005

Leifert, W.R. & Abeywardena, M.Y. Cardioprotective actions of grape polyphenols. Nutrition
Research, v. 28, n. 11, p. 729-737, 2008

Levy, R. B., Claro, R. M., Mondini, L., et al. Distribuicao regional e socioeconémica da disponibilidade
domiciliar de alimentos no Brasil em 2008-2009. Rev. Saude Publica. v. 46, n. 1, p. 6-15, 2012

Lucile Tiemi, A.B.E., Da Mota, R. V., Lajolo, F. M., & Genovese, M. I. Compostos fendlicos e
capacidade antioxidante de cultivares de uvas Vitis labrusca L. e Vitis vinifera L. Ciénc. Tecnol.
Aliment, v. 27, n. 2, p. 394-400, 2007

Luz, H. K. M., Wanderley, L. S., Faustino, L. R., Da Silva, C. M. G., De Figueiredo, J. R., & Rodrigues,
A. P. R. Papel de agentes antioxidantes nacriopreservacao de células germinativas e embrides. Acta
Sci-entiae Veterinariae, v. 39, n. 2, p. 1-13, 2011

Machado, D. F., Ferreira, C. L. L. F., Costa, N. M. B., & Oliveira, T. T. Efeito de probio6tico na
modulacéo dos niveis de colesterol sérico e no peso do figado de ratos alimentados com dieta rica em
colesterol e acido colico. Ciénc Tecnol Alim, v. 23, n. 2, p. 270-275, 2003

Mcelroy, D.A. Methyl Green-Pyronin Method For Dna And Rna. In: Prophet, E.B., Mills, B., Arrington,
J.B. & Sobin, L.H. Laboratory methods in histotechnology, American Registry of Pathology, p.143-
144, 1992

Mclellan, K. C. P., Barbalho, S. M., Cattalini, M., & Lerario, A. C Diabetes mellitus do tipo 2, sindrome
metabdlica e modificacdo no estilo de vida. Rev Nutr, v. 20, n. 5, p. 515-24, 2007

Middleton, E.; Kandaswami, C.; Theoharides, T.C. The effects of plant flavonoids on mammalian cells:
implications for inflammation, heart disease, and cancer. Pharmacological reviews.v.52, n.4, p.673-
751, 2000

Monteiro, C.A., Levy, R.B., Claro, R.M., Castro, I.R.R., Cannon, G., A new classification of foods based
on the extent and purpose of their processing, Cad. Saude Publica, v. 26, n. 11, p.2039-2049, 2010

Moraes, S.A., Alves, S.B. Quantificacao de inoculo de patdgenos de insetos. In: ALVES, S.B.
(Coord.) Controle Microbiano de Insetos. Manole, Sao Paulo, cap. 14, p. 278- 288, 1986.

Moraru, C. & Lee, T.C. Kinetic studies of lycopene isomerisation in a tributyrin model system at gastric
pH. J. Agric. Food. Chem. 53:8997-9004. 2005.

Mosmann, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to proliferation and
cytotoxicity assays. Journal of immunological methods, v. 65, n. 1, p. 55-63, 1983.

Oliveira M.C. & Schoffen, J.P.F.S. Oxidative Stress Action in Cellular Aging, Braz. Arch. Biol. Technol.
v.53, n. 6, p. 1333-1342, 2010.

Olthof Mr, Hollman Pch, And Katan Mb: Chlorogenic acid and caffeic acid are absorbed in humans.
American Society for Nutritional Sciences 131, 66—71, 2000.

Topicos em Nutricdo e Tecnologia de Alimentos Capitulo 4



Omoni, A.O. & Aluko, R. E. The anti-carcinogenic and anti-atherogenic effects of lycopene: a review.
Trends in Food Science & Technology. 1-7, 2005.

Ozaki M, Fuchinoue S, Teraoda S, Ota K. The in vivo cytoprotection of ascorbic acid against ischemia/
reoxygenation injury of rat liver. Arch Biochem Biophys. 1995; 318(2):439-45. 29.

Parker, R.S. absorption, metabolism, and transport of carotenoids. FASEB J. 10:542-551, 1996.

Pesquisa de Orgcamentos Familiares 2008-2009 / Anélise do Consumo Alimentar Pessoal no
Brasil. Coordenacgéo de Trabalho e Rendimento. - Rio de Janeiro : IBGE, 2011. 150 p.

Pereira, R.J. & Cardoso M.D.G. Metabdlitos secundarios vegetais e beneficios antioxidantes. Journal
of Biotechnology and Biodiversity, v.3, n. 4, p.146-52, 2012.

Peres, W.A.F.P.,, Paula, T.P., Silva, R.A.R.N.,Coelho, H.S.. A atuacédo da vitamina A e carotenoides na
hepatocarcinogénese Revista Brasileira de Cancerologia, 49(2): 113-120, 2003.

Re, R., N. Pellegrini, A. Proteggente, A. Pannala, M. Yang, E C. Riceevans. Antioxidant activity
applying an improved ABTS radical cation decolorization assay. Free Radical Biology & Medicine, v.
26, n. 9, p. 1231-1237, 1999

Rodrigues, H. G., Diniz, Y. S. A, Faine, L. A., Aimeida, J. A., et al. Nutritional supplementation with
natural antioxidants: effect of rutin on HDL-cholesterol concentration. Revista de Nutricdo, v.1, n. 3, p.
315-320, 2003

Rufino, M. Do S.M; Alves, R.E; Brito E.De S; Morais, S.M. De; Sampaio, C. De G; Perez-Jimenez, J;
Sauura-Calixto, F. D. Metodologia cientifica: determinagdo da atividade antioxidante total em frutas
pela captura do radical livre ABTS. Fortaleza: Embrapa Agroindustria Tropical, p. 128, 2007

Shami, N.J. I. & Moreira, E.A.M. Licopeno como agente antioxidante. Rev. Nutr. Campinas.
17(2):227-236, 2004.

Schinoni, M. |. Fisiologia hepatica. Gazeta Médica da Bahia, v.76, n.2, p.5-9, 2008

Seifert WF, Bosma A, Hendriks HF, van Leeuwen RE, van Thiel-de Ruiter CG, Seifert-Bock |, et al.
Beta-carotene (provitamina A) decreases the severity of CCL4-induced hepatic inflammation and
fibrosis in rats. Liver; 15(1):1-8, 1996.

Sherman M, Campbell JAH, Titmuss AS, Kew MC, Kirsch RE. Glutathione S-transferase in human
hepatocellular carcinoma. Hepatology; 3:170-6, 1983.

Sies, H., Schewe, T., Heiss, C., Kelm, M. Cocoa polyphenols and inflammatory mediators. Am J Clin
Nutr., v. 81, n. 1, p.304-312, 2005

Silver, H.J., Dietrich, M.S., Niswender, K.D. Effects of grapefruit, grapefruit juice and water preloads on
energy balance, weight loss, body composition, and cardiometabolic risk in free-living obese adults.
Nutr. Metab., v. 8, n. 8, 11p, 2011

Sun, K., Wang, Q., Huang, X.H. PPAR gamma inhibits growth of rat hepatic stellate cells and TGF
beta-induced connective tissue growth factor expression. Acta Pharmacol. Sin. v. 27, n.6, p. 715-723,
2006.

Stahl, W., Schwarz, W., Sundquist, A.R., Sies, H. Cis-trans isomers of lycopene and beta-carotene in
human serum and tissues. Arch. Biochem. Biophys. 294:173—-177. 1992.

Topicos em Nutricdo e Tecnologia de Alimentos Capitulo 4




Tapiero, H., Townsend, D.M., Tew K.D. The role of carotenoids in the prevention of human patologies.
Biomedicine & Pharmacotherapy. 58:100-110, 2004.

Teebor GW, Becker FF. Regression and persistance of hyperplastic hepatic nodules induced by
N-2fluorenyacetamide and their relationship to hepatocarcinogenesis. Cancer Res; 31:1-3, 1981.

Teodoro, A. J. et al. Effect of lycopene on cell viability and cell cycle progression in human cancer cell
lines. Cancer Cell Int, v. 12, n. 1, p. 36. ISSN 1475-2867, 2012.

Teodoro, A. J. et al. Lycopene isomerisation and storage in an in vitro model of murine hepatic stellate
cells. Eur J Nutr, v. 48, n. 5, p. 261-8. ISSN 1436-6215, 2009.

Upadhyaya Kr, Radha Ks, And Madhyastha Hk: Cell cycle regulation and induction of apoptosis by
beta-carotene in U937 and HL-60 leukemia cells. J Biochem Mol Biol 40, 1009-1015, 2007

Venturini, C.D., Merlo, S., Souto, A.A., Fernandes, M.C., Gomez, R.; Rhoden, C.R. Resveratrol and
red wine function as antioxidants in the central nervous system without cellular proliferative effects
during experimental diabetes. Oxid. Med. Cell. Longev. v.3, n. 6, p. 434—441, 2011

Yu MC, Yuan JM, Govindarajan S, Ross RK. Epidemiology of hepatocellular carcinoma. Can J
Gastroenterol; 14:703-9, 2000.

Zern, T.L. & Fernandez, M.L. Cardioprotective effect of dietary of polyphenols. J. Nutr., v.135, n. 10, p.
2291-2294, 2005

Topicos em Nutricdo e Tecnologia de Alimentos Capitulo 4




CAPITULO 5

ENCAPSULACAO DE VITAMINA D PARA APLICACAO

Ana Paula Zapelini de Melo
Universidade Federal de Santa Catarina,
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos

Florianopolis — Santa Catarina
Cleonice Goncalves da Rosa

Universidade do Planalto Catarinense, Programa
de P6s-Graduacao em Ambiente Saude.

Lages — Santa Catarina
Michael Ramos Nunes

Instituto Federal de Santa Catarina — Campus
Lages

Lages — Santa Catarina

Carolina Montanheiro Noronha
Universidade Federal de Santa Catarina,

Departamento de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos

Florian6polis — Santa Catarina
Pedro Luiz Manique Barreto
Universidade Federal de Santa Catarina,

Departamento de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos

Florian6polis — Santa Catarina

RESUMO: A vitamina D, hormobnio esteroide,
lipossoluvel, pode ser encontrado sob duas
formas distintas, a vitamina D, (ergocalciferol)
e D, (colecalciferol). No organismo humano
a vitamina D, apresenta potencial biologico
superior quando comparada a D,,. A vitamina D,,
é encontrada em peixes gordurosos de agua fria
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e profunda, gema de ovos ou obtida através de
suplementos fortificados. No entanto, a principal
fonte da vitamina D, € através da exposicao a luz
solar. A hipovitaminose D pode gerar desordens
esqueléticas como raquitismo, osteomalacia e
doencas como cancer, diabetes, hipertensao,
doencas autoimunes e cardiovasculares.
Apesar da ingestao diaria de vitamina D, ainda
nao ter sido estabelecida consensualmente,
seus Vvalores sao improvaveis de serem
obtidos exclusivamente pela alimentac&o, bem
como pela exposicdo solar. Embora exista
um crescente interesse na fortificacdo de
alimentos e bebidas com vitamina D, existe
uma série de desafios relacionados com este
enriquecimento, incluindo baixa solubilidade
em agua, degradacéo quimica quando exposto
a luz, calor e oxigénio, biodisponibilidade oral
variavel, além de facil degradagao sob condi¢des
estomacais quando desprotegida. Diante
destes desafios € necessario adotar estratégias
de preservacédo para aplicacdo em produtos
alimenticios fortificados, dentre elas pode-se
destacar a tecnologia de nanoencapsulacao,
uma abordagem promissora, que fornece
protecdo aos compostos sensiveis, além de
controlar a liberagdo dos mesmos. A presente
revisdo aborda aspectos relativos a vitamina
D: seu metabolismo, a hipovitaminose e sua
suplementacdo. A presente revisdo também
aborda a nanoencapsulacédo da vitamina D,
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visando aumentar sua estabilidade e uma possivel aplicacdo em alimentos fortificados.
PALAVRAS-CHAVE: Vitamina D. Encapsulacao. Fortificacdo.

ABSTRACT: Vitamin D, a steroid, fat-soluble hormone, can be found in two distinct
forms, vitamin D, (ergocalciferol) and D, (cholecalciferol). Inthe human organism vitamin
D, presents superior biological potential when compared to D,. Vitamin D, is found in
fatty fish from deep and cold water, egg yolk or obtained through fortified supplements.
However the main source of vitamin D, is through exposure to sunlight. Hypovitaminosis
D can cause skeletal disorders such as rickets, osteomalacia and diseases such as
cancer, diabetes, hypertension, autoimmune and cardiovascular diseases. Although the
daily intake of vitamin D has not yet been established consensually, its unlikely values
are obtained exclusively by diet as well as sun exposure. Although there is a growing
interest in the fortification of foods and beverages with vitamin D, there are a number
of challenges related to this enrichment, including low solubility in water, chemical
degradation when exposed to light, heat and oxygen, variable oral bioavailability, and
easy degradation under conditions of the stomach when unprotected. In view of these
challenges, it is necessary to adopt preservation strategies for application in fortified
food products, among them it is possible to highlight nanoencapsulation technology,
a promising approach, which provides protection to sensitive compounds, besides
controlling the release of them. The present review addresses aspects related to vitamin
D: its metabolism, hypovitaminosis and its supplementation. The present review also
addresses the nanoencapsulation of vitamin D, aiming to increase its stability and a
possible application in fortified foods.

KEYWORDS: Vitamin D. Encapsulation. Fortification.

11 INTRODUGCAO

A vitamina D, é uma vitamina lipossoluvel, de natureza esterdlica e considerada
um precursor hormonal, pode ser encontrado sob duas formas distintas, a vitamina
D, (ergocalciferol), obtida pelo consumo de plantas, fungos e alguns invertebrados, e
a vitamina D, (colecalciferol), presente em peixes gordurosos de agua fria e profunda,
gema de ovos, suplementos fortificados e também pela sintese cutanea, através da
exposicdo a luz solar (KASALOVA et al., 2015; CASTRO, 2011).

A caréncia de vitamina D é evidente em diversas partes do mundo, mesmo em
regides ensolaradas, causadas por diferentes motivos como, por exemplo, falta de
exposicao a luz solar, dietas inadequadas, estilo de vida, dentre outros (WALIA et
al., 2017; STRATULAT et al., 2015). Tal deficiéncia contribui para o risco de doencas
Osseas e cronicas em todas as faixas etarias (CASHMA, 2015).

Desta forma ha um grande interesse em fortificar alimentos e bebidas com esta
vitamina (CABALLERO; FINGLAS; TOLDRA, 2016). Porém alguns desafios estéo
associados a fortificacdo de alimentos, visto que a vitamina D é altamente sensivel
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a estresses ambientais e pode facilmente perder sua funcionalidade e beneficios
fisioldgicos (PARK et al, 2017; OZTURK et al., 2015).

Para superar condi¢cdes adversas e preservar as caracteristicas dos compostos
bioativos durante o processamento e armazenamento de alimentos, sao adotadas
estratégias para minimizar estes efeitos. A técnica de encapsulagéo utilizando
sistemas poliméricos de liberacdo controlada mostra-se adequada para protecéo e
entrega de vitaminas, no momento e quantidade desejados (KATOUZIAN; JAFARI,
2016; MOZAFARI et al., 2008).

Esta revisdo tem como objetivo descrever importantes aspectos relacionados a
vitamina D, incluindo seu metabolismo, deficiéncia, bem como ferramentas adequadas
para fortificacdo de produtos alimenticios.

21 VITAMINAD

As vitaminas sdo um grupo de compostos organicos essenciais para 0O
funcionamento e manutengcdo do organismo (SCHIEFERDECKER; THIEME;
HAUSCHILD, 2015).

Sao agrupadas de acordo com a sua solubilidade, em hidrossoluveis (do
complexo B e C) e as lipossoluveis (A, D, E e K) (MCCREATH; DELGODA, 2017).
Esta classificacdo ir4 refletir na biodisponibilidade destes compostos, incluindo
comportamento, absorcdo, transporte e armazenamento no organismo (SIZER;
WHITNEY, 2003).

Em geral, as vitaminas sao absorvidas por meio da ingestdo de alimentos,
com excec¢ao da vitamina D que também pode ser sintetizada de forma enddgena
(GALANAKIS, 2017).

Avitamina D foi descoberta entre os anos de 1919 - 1924, em 1930 foi constatado
gue a exposicao da pele aos raios ultravioleta formaria o colecalciferol, e que através
deste mecanismo os niveis adequados desta vitamina seriam mantidos (PREMAOR;
FURLANETTO, 2006). Em meados de 1971, Norman, Kodicek e colaboradores (1971)
descobriram a forma ativa desta vitamina e neste mesmo ano Holick e colaboradores
(1971), isolaram e identificaram sua estrutura.

Pode ser encontrada sob duas formas distintas, o ergocalciferol chamado de
vitamina D, e o colecalciferol a vitamina D, (Figura 1) (GONNET, LETHUAUT; BOURY
2010).
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Vitamina D, Vitamina Ds

Figura 1 - Estrutura quimica da vitamina D, e vitamina D,
Fonte: Adaptado de Gonnet, Lethuaut e Boury (2010).

As vitaminas D, e D, sGo encontradas em um nimero limitado de alimentos (Tabela
1) (CABALLERO; FINGLAS; TOLDRA, 2016). As principais fontes de vitamina D, séo
as plantas, fungos e alguns invertebrados, esta vitamina é sintetizada pela exposi¢céo
a radiacdo ultravioleta do tipo UVB, em comprimento de onda de 290 a 315 nm, sob
o esteroide vegetal ergosterol (KASALOVA et al., 2015; LEE et al., 2008). Enquanto
a vitamina D, é encontrada em peixes gordurosos de agua fria e profunda, como,
salmao, atum, sardinha (CASTRO, 2011), éleo de figado de bacalhau (STRATULAT
et al., 2015), gema de ovos (BOREL; CAILLAUD; CANO, 2013) ou obtida através de
suplementos fortificados (DAVID; LIVNEY, 2016; MCCREATH; DELGODA, 2017). No
entanto, a principal fonte da vitamina D, é sua sintese de forma endogena, ou seja,
através da exposicao a luz solar (ZIANI; FANG; MCCLEMENTS, 2012).

As formas da vitamina D, ndo diferem somente nas fontes de origem, mas também
na suas estruturas quimicas. A Vitamina D, apresenta 28 carbonos na estrutura (um a
mais que a D,), uma ligagcao dupla extra entre os carbonos 22 e 23 e um grupamento
metil adicional na cadeia lateral, além de apresentar um terco ou metade do potencial
bioldgico quando comparada com a D, (OZTURK et al., 2015).

Teor de vitamina D

Fonte aproximado (Ul*/g)
Salmao, fresco e selvagem 600 a 1.000 UI/100 g de vitamina D,
Salmaéo, fresco, de criadouro 100 a 250 U1/100 g de vitamina D, ou D,
Salmé&o, enlatado 300 a 600 UI/100 g de vitamina D,
Sardinhas, enlatadas 300 UI/100 g de vitamina D,
Atum, enlatado 236 U1/100 g de vitamina D,
Oleo de figado de bacalhau 400 a 1.000 UI/100 g de vitamina D,
Cogumelos shitake frescos 100 UI/100 g de vitamina D,
Cogumelos shitake desidratados 1.600 UI/100 g de vitamina D,
Gema de ovo 20 Ul/gema de vitamina D, ou D,

Tabela 1 - Fontes de vitamina D.*Ul: Unidades Internacionais. 1 Ul = 0,025 mg.
Fonte: Adaptado de Holick (2012).




2.1 Metabolismo da Vitamina D

O metabolismo de absorcéo da vitamina D, ocorre por intermédio de exposicéao
fotolitica. O raio UVB converte o composto 7-dehidrocolesterol (7-DHC) em pré-
vitamina D, na superficie da epiderme humana, resultando em uma isomerizagao
térmica e assim formando o colecalciferol (vitamina D,) que possui uma configuragao
espacial mais estavel (STRATULAT et al., 2015).

O ergocalciferol e o colecalciferol sdo biologicamente inativos, e necessitam
que haja duas hidroxilacbes sequenciais para que sejam convertidos em formas
metabdlicas ativas. A via metabdlica da vitamina D (Figura 2) inicia-se no figado, onde
ocorre a primeira hidroxilagao, pela enzima 25-hidroxilase, formando 25-hidroxivitamina
D ou 25(0OH)D, chamado de calcidiol ou calcifediol, metabdlito inativo da vitamina.
Posteriormente, no rim havera a segunda hidroxilacdo, pela 1-a-hidroxilase, para
formar 1a,25-dihidroxivitamina D ou 1,25(0OH),D, o calcitriol, a forma biologicamente
ativa da vitamina D (KASALOVA et al., 2015; CASTRO, 2011; HOLICK, 2007).

Figado
+——— 25-hidroxilase
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Figura 2 - Metabolismo da vitamina D.
Fonte: Adaptado de Raff e Levitzky (2013).

Através de um receptor de esteroide localizado nos intestinos, 0ssos, rins e
na glandula paratireoide, a 1,25(0OH),D atua na regulagdo e modificagdo Ossea,
na absorcao de calcio e fosfato no intestino (sua principal fungdo), no aumento e
reabsorcéo de calcio e fosfato nos rins, além de regular a agdo do paratorménio (PTH)
pelas glandulas paratireoides (RAFF; LEVITZKY, 2013).

Através de proteinas presentes nos enterécitos (células epiteliais intestinais), a
forma ativa da vitamina ira atuar no intestino possibilitando a absorcéo ativa e passiva
de Ca** e PO,* no jejuno e duodeno, respectivamente (BLANCO; BLANCO, 2017;
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LICHTENSTEIN et al., 2013).

Nos rins, a forma ativa da vitamina reduz a excrecéao dos ions calcio e fosfato,
devido ao aumento da reabsorcao destes nos tubulos distais (CASTRO, 2011).

A sintese da 1,25(0OH),D é estimulada pelo paratorménio e pelos niveis de calcio
e fosfato do sangue, ou seja, um decréscimo de vitamina D ira induzir a agdo do PTH,
desta forma, regulando a absorgéo sérica de Ca** e PO,* (BLANCO; BLANCO, 2017).

2.2 Hipovitaminose D

A hipovitaminose consiste na caréncia de uma ou mais vitaminas essenciais no
organismo. A hipovitaminose D teve sua predominancia apds a Revolucéo Industrial
no norte da Europa, onde a queima de carvao e madeira encobria a atmosfera e criava
uma barreira a exposicéo solar direta na epiderme, desta forma, gerando desordens
esqueléticas, como o raquitismo em criancas e a osteomalacia em adultos (WALIA et
al., 2017; HOLICK, 2007).

O raquitismo é caracterizado pela redugcdao da mineralizagao da placa epifisaria
(ou placa de crescimento), e leva a anormalidades esqueléticas, que variam de
acordo com a idade do individuo e o estagio da doenca (CHIBUZOR et al., 2017).
Na osteomalacia, manisfestada apenas em adultos, a placa de crescimento ja esta
fechada e o disturbio ocorre quando a matriz 6ssea ndo € mineralizada e os osteoclastos
continuam a reabsorcéo da matriz 6ssea, desta forma, a parte mineralizada do osso
torna-se mais delgada. Neste caso, as deformidades esqueléticas sdo mais brandas e
s6 irdo aparecer em estagios muito avancados da doenca (PREMAOR; FURLANETTO,
2006).

Embora a vitamina D esteja diretamente envolvida com demandas ésseas, sua
deficiéncia também foi relacionada com doencgas como, cancer, diabetes, hipertensao,
doencas autoimunes e cardiovasculares (PARK et al., 2017; KATOUZIAN; JAFARI,
2016),

A deficiénia de vitamina D no organismo pode ser consequéncia de diversos
fatores, como por exemplo, a localizagdo geografica, onde quanto mais afastado é
o local da linha do Equador, maior é a espessura da camada atmosférica, assim,
dificultando a entrada dos raios ultravioleta (WALIA et al., 2017; CABALLERO;
FINGLAS; TOLDRA, 2016). A variacdo da quantidade dos raios solares também é
modificada de acordo com a sazonalidade, ou seja, inferiores principalmente em
meses de inverno (CASTRO, 2011).

Outra variavel que pode estar relacionada com esta deficiéncia é a quantidade
de melanina presente na epiderme, individuos com pele mais escura, necessitam de
uma maior exposicao aos raios ultravioleta para sintetizar uma quantidade suficiente
da vitamina (GUTTOFF; SABERI; MCCLEMENTS, 2015; LEE et al., 2008).

A faixa etaria também é considerada fator determinante para sintese da vitamina,
a epiderme e derme tendem a apresentar um afinamento devido aos processos de
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envelhecimento e consequentemente as reservas de 7-DHC também s&o reduzidas
(HOLICK, 2004).

A eficacia da sintese cutanea também pode ser determinada por outros fatores
como por exemplo, estilo de vida, uso extensivo de protetor solar, dieta inadequada,
restricdes alimentares, dentre outros (WALIA et al., 2017; STRATULAT et al., 2015).

2.3 Suplementacao e Recomendacoes Diarias de Vitamina D,

O melhor biomarcador para avaliar o estado de vitamina D nos individuos, &
através dos niveis séricos de 25(0OH)D, pois reflete a quantidade do precursor
disponivel para ser sintetizada (TANG; EPSTEIN, 2011), além de mensurar a vitamina
obtida pela dieta e exposicao solar (REBELO-MARQUES et al., 2017).

Por meio desta avaliacdo é possivel diagnosticar insuficiéncia, deficiéncia ou
uma possivel toxicidade (hipercalcemia) da vitamina (HEUREUX, 2017). Casos de
intoxicacao s&o extremamente raros, e normalmente causados poringestaoinadequada
ou quantidades excessivamente elevadas de vitamina D (PETERS; MARTINI, 2014).

Os niveis séricos ideais de vitamina D ainda ndo estdo em concordancia na
literatura, a principio séo considerados excelentes aqueles que mantém os niveis de
PTH de forma adequada no organismo (LICHTENSTEIN et al., 2013). Os critérios
mais utilizados sdo da Global Consensus Recommendations on Prevention and
Management of Nutritional Rickets, Endocrine Society Clinical Practice Guideline e
American Academy of Pediatrics (Tabela 2).

Global Consensus Recommenda- Endocrine Society = American
tions on Prevention and Manage-  Clinical Practice  Academy of
ment of Nutritional Rickets Guideline Pediatrics

Niveis séricos de 25(0OH)D (ng/mL)

Diagnosticos

Suficiéncia > 20 30-100 21-100
Insuficiéncia 12-20 21-29 16-20
Deficiéncia <12 <20 <15
Toxicidade > 100 > 100 > 150

Tabela 2 - Definicao de suficiéncia, insuficiéncia, deficiéncia e toxicidade de vitamina D
(1 ng/mL = 2,5 nmol/L).

Fonte: Munns e colaboradores (2016), Holick e colaboradores (2011), Misra e colaboradores (2008).

Este tipo de diagndstico é utilizado para identificar os individuos que necessitam de
suplementacgao para alcancar niveis ideais da vitamina, e assim auxiliar no tratamento
de doencas relacionadas com a hipovitaminose (HEUREUX, 2017).

As recomendacdes diarias de ingestdao de vitamina D também n&do séo
consensuais na literatrura, e podem ser superiores as recomendadas pela ANVISA
e FAO. De maneira geral, os individuos que ndo conseguem sintetizar a vitamina em
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quantidades suficientes devem adequar o seu nivel de acordo com a faixa etaria,
gestacdo ou lactacao (Tabela 3) (BRASIL, 2005; FAO, 2001).

Faixa Dose diaria Faixa Dose diaria
Etaria recomendada (ug) etaria recomendada (ug)

Food and Agriculture Organization = Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

of the United Nations (FAQ) (ANVISA)
5
0 - 6 meses 5 0 - 6 meses 5
7 - 12 meses 5 7 - 11 meses
1-3anos 5 1-3anos 5
4 - 6 anos 5 4 - 6 anos 5
7 - 9 anos 5 7 - 10 anos 5
10 - 18 anos 5 Adulto 5
19 - 50 anos 5 - -
51 - 65 anos 10 - -
65 + anos 15 -
Gestante 5 Gestante i
Lactante 5 Lactante Z

Tabela 3 - Quantidade de vitamina D diaria recomendada.

11U =25 ng, 40 Ul = 1 g, 200 Ul = 5 pg, 400 Ul = 10 pg, 600 Ul = 15 ug.
Fonte: FAO (2001) e BRASIL (2005).

Os bebés constituem um grupo de risco de hipovitaminose D, devido as altas
taxas de crescimento esquelético apresentadas nesta faixa etaria, bem como na
adolescéncia, onde o rapido crescimento do esqueleto na fase da puberdade, aumenta
a necessidade de concentrag¢des da vitamina na sua forma ativa. Ja em relagéo aos
idosos, o declinio da vitamina iré ocorrer de acordo com o envelhecimento e a taxa de
sintese de vitamina D na epiderme. Na gravidez e no aleitamento materno ocorrem
alteracdes hormonais que fazem necesséario a presenca desta vitamina em niveis
adequados no organismo (FAO 2001).

Apesar da concentracéo diaria de vitamina D ainda ndo ter sido estabelecida
consensualmente, a ingestdo recomendada atualmente varia de 200 Ul a 600 Ul
(BRASIL, 2005; FAO, 2001), valores improvaveis de serem obtidos exclusivamente
pela alimentacdo, bem como exposicdo solar (CABALLERO; FINGLAS; TOLDRA,
2016), visto que mesmo em lugares ensolarados a populacdo também apresentou
deficiéncia da vitamina (TANG; EPSTEIN, 2011).

Moreira e colaboradores (2017) avaliaram os niveis de 25(OH)D em homens entre
20-93 anos na cidade do Rio de Janeiro, os resultados demonstraram que 46,7 % dos
individuos apresentaram deficiéncia e 27,6 % insuficiéncia da vitamina no organismo.

Milagres e colaboradores (2017) demostraram que mais da metade das criancas
brasileiras estudadas 56,3 %, apresentaram insuficiéncia ou deficiéncia de vitamina D.

Prado e colaboradores (2015) realizaram um estudo no Brasil com 226 mulheres
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e seus bebés recém nascidos, os valores demonstrados sado ainda maiores, 85 % das
mulheres e 80,5 % dos recém nascidos apresentaram deficiéncia ou insuficiéncia da
vitamina.

Devido a valores tdo expressivos encontrados em diversos estudos, a
suplementacgao é frequentemente prescrita, e para minimizar a deficiéncia da vitamina
D em uma grande parcela da populacédo, foram adotadas medidas publicas para
fortificacao de alimentos. Os principais alimentos fortificados atualmente sdo, produtos
lacteos, margarina e cereais (CABALLERO; FINGLAS; TOLDRA, 2016).

31 FORTIFICACAO DE ALIMENTOS

A portaria n° 31 de janeiro de 1998 do Ministério da Saude/Secretaria de
Vigilancia Sanitaria aprova o Regulamento Técnico referente a Alimentos Adicionados
de Nutrientes Essenciais. Nele é definido alimento fortificado, enriquecido ou
simplesmente adicionado de nutrientes como “todo alimento ao qual for adicionado um
ou mais nutrientes essenciais contidos naturalmente ou ndo no alimento, com o objetivo
de reforcar o seu valor nutritivo e ou prevenir ou corrigir deficiéncia(s) demonstrada(s)
em um ou mais nutrientes, na alimentag¢ao da populagdo ou em grupos especificos da
mesma” (BRASIL, 1998).

Ainda na mesma portaria estao definidos os valores para adicao de vitaminas e
minerais, onde é permitida a adicao desde que 100 mL ou 100 g do produto pronto para
consumo fornecam no maximo 7,5 % da ingestédo diaria recomendada de referéncia,
no caso de liquidos, e 15 % da ingestéo diaria recomendada de referéncia no caso de
soOlidos. Esta adicao podera ser declarada na lista de ingredientes e ou na tabela de
informacao nutricional desde que o alimento forneca no minimo 5 % da ingestéo diaria
recomendada por 100 g ou 100 mL do produto pronto para consumo (BRASIL, 1998).

Embora exista um crescente interesse na fortificacdo de alimentos e bebidas
com a vitamina D, existe uma série de desafios relacionados com este enriquecimento
(PARK et al., 2017), incluindo baixa solubilidade em agua, degradacéo quimica quando
exposto a luz, calor e oxigénio, biodisponibilidade oral variavel (WALIA et al., 2017;
GUTTOFF; SABERI; MCCLEMENTS, 2015), além de facil degradac¢ao sob condi¢des
digestivas quando desprotegida (DAVID; LIVNEY, 2016).

Diante destes desafios, faz-se necessaria a utilizagdo de tecnolgias apropriadas
para uma possivel aplicagcdo em produtos fortificados. Uma alternativa para melhorar
a estabilidade e disponibilidade da vitamina D nos alimentos € através da técnica de
encapsulacéo, que fornece protecédo aos compostos sensiveis, além de controlar a
liberacdo dos mesmos.
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41 NANOENCAPSULAGAO DA VITAMINA D

A encapsulacao pode ser definida como um processo de aprisionamento de uma
substancia. A substancia encapsulada pode ser chamada de recheio, nacleo, agente
ativo, fase interna ou carga util. Ja a substancia que esta encapsulando pode ser
chamada de revestimento, membrana, concha, material de suporte, material de parede,
fase externa ou matriz (ZUIDAM; NEDOVIC, 2010). A metodologia tem como objetivo
preservar os compostos bioativos frente as condi¢cdes adversas de processamento,
bem como administrar de forma adequada a liberacéo destes compostos (ESFANJANI;
JAFARI, 2016).

Esta tecnologia pode ser identificada de acordo com o didmetro médio
das particulas, valores inferiores a 1000 nm s&o denominadas nanoparticulas
(SANGUANSRI; AUGUSTIN, 2006), e valores entre 0,1 a 1,0 ym s&o microparticulas
(ENJETI; LINCZ; SELDON, 2007).

Particulas nanométricas apresentam vantagens quando comparadas a escalas
micrométricas, a medida que o tamanho das particulas € reduzido ha uma maior area
superficial e maior potencial de solubilidade devido a grande absorcéo interfacial do
composto com o nucleo, assim, aumentando a biodisponibilidade e melhorando a
liberacdo de compostos bioativos na concentracéo e taxa desejadas (MOZAFARI et
al., 2008).

As principais vantagens da nanoencapsulacao de vitaminas incluem, a rapida
dissociacdo, elevada area superficial em relacdo a proporcdo em massa, alta
absorcéo intracelular, reducéo das reagdes entre vitaminas e outras moléculas no meio
circundante, reducdo da quantidade de material (nucleo-material de parede), longa
estabilidade das vitaminas revestidas, além de estabilidade fisica reforcada contra
coalescéncia e separacdes gravitacionais (KATOUZIAN; JAFARI, 2016).

Abbasi e colaboradores (2014) verificaram a estabilidade da vitamina D,
encapsulada em nanoparticulas de proteina de soro de leite, os resultados
demonstraram que as nanoparticulas podem aprisionar a vitamina D, e atrasar sua
liberacdo na presencga de oxigénio.

David e Livney (2016) utilizaram proteina de batata como base para fabricacéo de
nanoparticulas carregadas com vitamina D,, 0s nanocomplexos apresentaram prote¢éo
significativa, reducédo das perdas da vitamina durante o processo de pasteurizacéo e
testes simulados de vida util.

Aescolhadosistemadeentregaedametodologiautilizadaparananoencapsulacéo,
influencia rigorosamente nas caracteristicas fisico-quimicas das vitaminas. Portanto,
para a escolha de uma técnica apropriada de nanoencapsulagéao deve-se considerar a
natureza da vitamina a ser encapsulada, as propriedades fisico-quimicas, o tamanho
requerido e o material de parede utilizado (KATOUZIAN; JAFARI, 2016).

Sao descritos na literatura diferentes sistemas poliméricos desenvolvidos
para encapsulacdo de compostos bioativos em escala nanométrica, dentre eles
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destacam-se a nanoprecipitacdo, emulsao-difusdo, dupla emulsificagcdo, emulsao de
coacervacgao, polimero de revestimento e camada por camada (MORA-HUERTAS;
FESSI; ELAISSARI, 2010).

A técnica de nanoprecipitacao (Figura 3), proposta por Fessi e colaboradores
(1989), apresenta diversas vantagens quando comparada com outras metodologias de
nanoencapsulagéo, tais como, rapidez, simplicidade, facil utilizac&o, além de permitir
a formacéo de particulas com diametro médio em torno de 100 a 300 nm (FANG;
BHANDARI, 2010).

A metodologia consiste basicamente em trés etapas: primeiramente os compostos
ativos e um polimero sao misturados em uma solugao organica, posteriormente é
vertida em uma solugdo aquosa contendo tensoativo, e por fim a dispersao resultante
de nanoparticulas é evaporada para eliminar o solvente organico e, em seguida, caso
necessario, a solugéo é centrifugada ou filtrada para se obter as particulas (FANG;
BHANDARI, 2010).

«—— Fase orgénica

Precipitacio do polimero

!

Fase aquosa
-
-
-
P
o r
© : 0.9 __--
e

f o e Difusio do solvente

Estabilizante

|

Agitaciio magnética

Figura 3 - Representacéo esquematica da preparacéo de nanoparticulas poliméricas pela
técnica de nanoprecipitacéo.

Fonte: Adaptado Tyagi e Pandey (2016).

Estudos publicados demonstram bons resultados ao enriquecer diversos produtos
com vitamina D,. Stratulat e colaboradores (2015) fortificaram queijo com vitamina D,
e 6mega-3 vegetal na forma de particulas emulsionadas, os resultados demonstraram
que a fortificacao de queijos com estes compostos bioativos geram um impacto positivo
na composicao, rendimento e estabilidade quimica do produto resultante. Tipchuwong
e colaboradores (2017) enriqueceram sorvete com emulsionante de proteina do leite
carregado com vitamina D,, os resultados indicaram que a forma emulsionada de
vitamina D, melhorou a estabilidade da mesma nas diversas formulagGes de sorvete
testada. Peres (2010) desenvolveu e caracterizou um biscoito tipo cookie enriquecido
com célcio e vitamina D, obtendo resultados sensoriais, microbiologicos e fisico-
guimicos satisfatorios.
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51 CONSIDERACOES FINAIS

A deficiéncia de vitamina D é observada em diversas partes do mundo, mesmo
em regides ensolaradas, causadas por diferentes motivos. A fortificagcdo de alimentos
com vitamina D, pode ser uma abordagem promissora para reduzir a incidéncia de
doencas relacionadas a sua caréncia. Porém, alguns desafios estdo associados a
fortificacdo de alimentos, visto que a vitamina D é altamente sensivel a estresses
ambientais e pode facilmente perder sua funcionalidade e beneficios fisiologicos. A
técnica de encapsulacéo, utilizando sistemas poliméricos de liberacdo controlada
mostra-se adequada para protecao e liberacéo de vitamina D no organismo.
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CAPITULO 6

Enterococcus SPP. EM SUPERFICIE DE VEGETAIS:
FREQUENCIA DE ISOLAMENTO E RESISTENCIAA

Silvia Helena Tormen
Luciana Furlaneto Mais
Marcia Regina Terra
Natara Favari Tosoni
Marcia Cristina Furlaneto

RESUMO: Enterococos pertencem ao grupo
das bactérias éacido laticas (BAL) e podem
ser isolados de plantas, solo, agua, alimentos
e do trato digestério de humanos e outros
mamiferos. Alguns isolados sao potencialmente
patogénicos, com capacidade de formacao
de biofilme e resistencia a antimicrobianos,
principalmente a vancomicina e demais
antimicrobianos  clinicamente  importantes.
Devido a este cenario, alimentos estao sendo
sugeridos como reservatérios de enterococos
resistentes a antimicrobianos. Contudo, sao
escassos o0s estudos que analisam a presenca
deste microrganismo em vegetais. Portanto,
este estudo teve como objetivo isolar e identificar
Enterococcus spp a partir de amostras vegetais
folhosos, legumes e raizes, e verificar sua
suscetibilidade a antimicrobianos. Os isolados
foram identificados ao nivel de género/espécie
pela reacao da polimerase em cadeia (PCR). A
sensibilidade a antimicrobianos foi determinada
pelo método de disco-difusdo e Foram obtidos
85 isolados de Enterococcus distribuidos em
62% das amostras analisadas. As espécies

Topicos em Nutricdo e Tecnologia de Alimentos

ANTIMICROBIANOS

identificadas foram: Enterococcus casseliflavus/
flavescens, Enterococcus columbae,
Enterococcus faecium, Enterococcus mundltii e
Enterococcus avium. Apresentaram resisténcia
fenotipica a todos os antimicrobianos
testados 64% dos isolados, principalmente
a vancomicina, eritromicina, teicoplanina,
ampicilina e penicilina. A maioria das espécies
apresentou pelo menos um isolado resistente
a vancomicina. A multirresisténcia foi detectada
em 65% dos isolados resistentes. De acordo
com estes resultados, os vegetais podem atuar
como reservatdrio de enterococos resistentes a
diversos antimicrobianos de importancia clinica,
principalmente a vancomicina. Isso representa
um risco para a saude publica uma vez que
a vancomicina é o ultimo recurso terapéutico
para o tratamento de infeccbes enterococicas
graves.

PALAVRAS-CHAVE: Alimentos. Vancomicina.

Biofilme.

ABSTRACT: Enterococci belong to the group of
lactic acid bacteria (BAL) and can be isolated
from plants, soil, water, food and from the
digestive tract of humans and other mammals.
Some isolates are potentially pathogenic,
with  biofilm and antimicrobial
resistance, mainly to vancomycin and other

formation

clinically important antimicrobials. Because of
this scenario, foods are being suggested as
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reservoirs of antimicrobial resistant enterococci. However, there are few studies that
analyze the presence of this microorganism in vegetables. Therefore, this study aimed
to isolate and identify Enterococcus spp from leafy vegetable samples, vegetables and
roots, and verify its susceptibility to antimicrobials. Isolates were identified at the genus
/ species level by polymerase chain reaction (PCR). Antimicrobial susceptibility was
determined by the disc-diffusion method and 85 Enterococcus isolates were obtained in
62% of the samples analyzed. The species identified were: Enterococcus casseliflavus /
flavescens, Enterococcus columbae, Enterococcus faecium, Enterococcus mundtii and
Enterococcus avium. Phenotypic resistance to all antimicrobials tested showed 64%
of the isolates, mainly vancomycin, erythromycin, teicoplanin, ampicillin and penicillin.
Most species had at least one vancomycin-resistant isolate. Multidrug resistance was
detected in 65% of resistant isolates. According to these results, the plants can act
as reservoirs of enterococci resistant to several antimicrobials of clinical importance,
mainly vancomycin. This represents a risk to public health since vancomycin is the last
therapeutic resource for the treatment of severe enterococcal infections.
KEYWORDS: Food. Vancomicyn. Biofilm.

11 INTRODUCAO

As bactérias do género Enterococcus sao capazes de sobreviver a uma série de
condicdes hostis, na qual permite sua ampla distribuicdo na natureza, sendo comensais
do trato digestério de mamiferos e aves (FISCHER; PHILLIPS, 2009; HIDANO et al.,
2015). Apesar de ter aplicagcbes uteis em alimentos, a entidade Europeia de Seguranca
de Alimentos, European Food Safety Authority-EFSA (2013), n&o considera isolados
de enterococos seguros para uso como aditivo alimentar. A insegurancga é atribuida ao
fato de que essas bactérias sdo apontadas como responsaveis por graves infeccoes
hospitalares (FOULQUIE-MORENO et al., 2006; EFSA, 2013). Essa patogenicidade,
ocorre porgue 0s enterococos possuem a capacidade de adquirir resisténcia a diversos
antimicrobianos, incluindo vancomicina, que € a ultima op¢ao terapéutica para tratar
infeccdes enterococicas graves (TALEBI et al., 2015).

Em consequéncia da elevada resisténcia e capacidade de multiplicacdo dos
enterococos nos alimentos, estes estdo presentes em carnes e produtos carneos,
leite e derivados, vegetais e derivados (KOLUMAN; AKANB; CAKIROGLU, 2009;
CAMARGO et al., 2014; PESAVENTO et al., 2014). A frequéncia de isolamento varia
dependendo do tipo de alimento, das condi¢cdes de processamento e da sazonalidade
(CAMARGO et al., 2014). Estudos mostram que os alimentos de origem animal s&o
mais contaminados por enterococos que alimentos de origem vegetal (MCGOWAN et
al., 2006; CAMARGO et al., 2014).

Frutas e vegetais sé@o alimentos essenciais em uma dieta alimentar saudavel. Por
essa razao ha um estimulo para o consumo e uma maior procura por esses produtos
(CAMPOS et al., 2013). Porém estes sédo consumidos crus, submetidos a tratamentos
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térmicos brandos ou somente sanitizados tornando-os potenciais veiculadores de
microrganismos patogénicos (SCHWAIGER et al., 2011).

Alguns trabalhos tem relatado a presenca de enterococos em diversos vegetais
(Tabela 1). Contudo, ainda é escasso o estudo do perfil de resisténcia dessas bactérias
veiculadas por vegetais.

ALIMENTO BACTERIA LOCALIZACAO REFERENCIA
legumes, vegetais ami- | E. casseliflavus Gomes et al. (2008),
laceos, legumes minima-
mente processados, cogu-
melos, azeitonas e ervas
frescas
vegetais folhosos, cenou- | E. casseliflavus Portugal Campos et al. (2013)
ra, mistura de folhosos e
cenoura e na mistura fo-

Ilhosos, cenoura e milho

tomates e rabanetes E. casseliflavus EUA McGowan et al
(2006) e Micallef et al.
(2013)

cenoura, espinafre e pepi- | E. casseliflavus Japéo Izumi, et al. (2004)

no

cereja, pimentdo verde, | E. casseliflavus Espanha Abriouel et al. (2008)

azeitona preta

guacamole e farinha inte- | E. casseliflavus Espanha Fernandez-Fuentes et

gral de trigo vermelho al., 2012

beterraba, batata e salsa | E. faecium Brasil Riboldi et al., 2009

azeitonas fermentadas | E. faecium Espanha Pesavento et al., 2014

verdes e pretas, beterraba,

alcachofra, broto de alfafa,

brocolis, endivias, moran-

go, alface, cereja, batata,

produtos a base de soja e

tomate

saladas, cereais, legumes, | E. faecalis Alemanha Schwaiger et al., 2011

raizes, vegetais bulbosos,

e frutas (tomate, pimenta,

abobrinha e pepino)

tomate organico E. durans Espanha Fernandez-Fuentes et
al., 2012

saladas prontas para con- | E. durans Italia Pesavento et al., 2014

sumo

saladas prontas para con- | E. gallinarum Portugal e ltélia Campos et al., 2013;

sumo Pesavento et al., 2014

saladas prontas para con- | E. hirae Portugal Campos et al., 2013

sumo

vegetais diversos E. hirae Tunisia Said et al., 2015

alface E. haemoperoxidus | Brasil Camargo et al., 2014

vegetais diversos E. collumbae/raffino- | Brasil Camargo et al., 2014

sus
cereja E. mundtii Espanha Abriouel et al., 2008
tomates E. avium EUA Micallef et al., 2013

Tabela 1 — Isolamento de espécies do género Enterococcus em amostras vegetais e paises
envolvidos nos estudos
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O aumento do numero de isolados resistentes a antibioticos pode ser devido a
pressao seletiva, em parte causada pelo uso indiscriminado de antimicrobianos na
agricultura e na clinica humana (CHANG et al., 2015). A resisténcia dos enterococos
a antimicrobianos se deve, em parte, a eficientes mecanismos de transferéncia de
genes de resisténcia interespécies e géneros (FISCHER; PHILLIPS, 2009; HIDANO
et al., 2015).

E. faeciume E. faecalisresistentes a antimicrobianos tem sido a principal causa de
endocardite e infec¢gbes urinarias em pacientes imunocomprometidos, idosos ou com
comorbidades internados em hospitais (MALANY et al., 2002). Como consequéncia
da resisténcia desse microrganismo a antimicrobianos, ocorre 0 aumento do tempo de
internacao, que tem um grande impacto negativo sobre os custos hospitalares, além
de exigir esquemas terapéuticos adicionais (WENZEL; EDMOND, 2001).

Pelo fato de enterococos resistentes a antimicrobianos, poderem ser encontrados
em alimentos, e pela possibilidade desses colonizarem o trato digestério humano,
sustentaria a hipotese de que os alimentos poderiam ser um dos veiculos de
contaminacao (MICALLEF, et al., 2011). No Brasil, ha poucos estudos envolvendo
uma possivel contribuicdo dos alimentos de origem vegetal como reservatérios de
enterococos resistentes a antimicrobianos. Dessa forma, este estudo se propés
ampliar o conhecimento sobre a presenca deste género, em alimentos de origem
vegetal, quanto a sua caracteristica de sensibilidade a antimicrobianos.

2| FUNDAMENTACAO METODOLOGICA

2.1 Amostragem, Preparo Da Amostra, Isolamento E Identificacao Fenotipica De

Enterococcus sp

Sessenta e seis amostras de vegetais folhosos, legumes e tubérculos, in natura
e minimamente processados foram adquiridos de supermercados, feiras-livres e direto
do produtor em cidades das regides Centro-sul e Norte do Parana. Posteriormente,
25 g de cada produto foi pesado assepticamente e transferido para 225 mL de agua
peptonada 1% (m/v). O frasco foi agitado vigorosamente por 30 segundos quando a
amostra era proveniente de vegetais folhosos e por 2 min para os demais vegetais.
Foi aguardada a decantacédo da amostra para o procedimento das diluicbes seriadas.

Apartir das diluicdes seriadas das amostras, uma aliquota de 100 pL foi depositada
e espalhada por spread plate em Agar KEA (Isofar). As placas foram incubadas em
estufa bacteriologica (Ethiktechnology, 410 SNDRE) a 37°C por 24 h. Colbnias de
coloragdo negra, caracteristicas de enterococos, foram contadas e trés delas foram
inoculadas em agar BHI (Himedia) seguida de incubacdo a 37°C por 24 h.

Paralelamente, a diluicdo 10 foi incubada a 37°C por 18 h. Nao havendo colénias
tipicas no agar KEA, previamente incubados, uma aliquota desta solugéo foi semeada
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por esgotamento em superficie de KEA e em Agar M17, incubadas a 37°C por 24 h.
Um total de trés coldnias tipicas de ambos os meios foram isoladas, conforme descrito
acima.

As colbnias provenientes do crescimento em agar BHI foram submetidas aos
testes fenotipicos: reacdo morfotintorial, teste de catalase e crescimento em meio
hipersalinico em diferentes temperaturas.

Areacéo morfotintorial seguiu o protocolo da colora¢do de Gram (New Prov), com
auxilio do microscépio optico (Olympus, CX21FS1). Os isolados que se apresentaram
como cocos Gram-positivos, aos pares, isolados ou em pequenas cadeias foram
submetidos ao teste de atividade da enzima catalase. Para tanto, foi depositada uma
suspensao bacteriana sobre lamina de vidro e acrescentada uma gota de peroxido de
hidrogénio 3% (v/v). Isolados sem formacgao de bolhas, indicativo de reagao negativa,
foram submetidos a teste de crescimento em caldo BHI acrescido de 6,5% (m/v) de
cloreto de sédio, incubados a 10°C e a 45°C por 24 h (FACKLAM et al., 1999). Tubos
gue apresentaram turvacao foram considerados positivos para crescimento.

2.2 Extracao De Dna E Identificacao Genotipica Género-Espécie

A extracdo de DNA gendmico foi feita pelo método de fervura. Os isolados foram
cultivados em 3 mL de meio BHI, e incubados a 37°C sob agitacao constante (120 rpm)
por 18 h. Apés este periodo, foram centrifugados por 10 min a 10.000 rpm, e o pellet
foi resuspendido em 500 pL de agua ultrapura estéril. Esta suspensao foi submetida
ao aquecimento, em temperatura de 90 a 100°C, por 30 min. Em seguida, foi resfriada
em banho de gelo e feita novamente centrifugacdo, nas mesmas condicbes citadas
acima. Por fim, foi retirado 150 pL do sobrenadante contendo DNA total e armazenado
em freezer a -20°C. A pureza do DNA e quantificacao foi realizada em gel de agarose
0,8%.

Os isolados de Enterococcus spp. foram identificados ao nivel de género/espécie
pela PCR, utilizando os oligonucleotideos iniciadores descritos na Tabela 2.

Género/Espécie  Tamanho Oligonucleotideos iniciadores Fonte
do produto
amplificado Sequéncia (5-3’)
Enterococcus
spp. 122 TACTGACAAACCATTCATGAG Dutka-Malen; Evers;
ACTTCGTCACCAACGCGAAC Courvalin (1995)
E. avium 368 GCTGCGATTGAAAAATATCCG Silva, et al. (2012)
AAGCCAATGATCGGTGTTTTT
E.casseliflavus/ 439 CTCCTACGATTCTCTTG Dutka-Malen; Evers;
E. flavencens CGAGCAAGACCTTTAAG Courvalin (1995)
E. columbae 284 GAATTTGGTACCAAGACAGTT Silva, et al. (2012)
GCTAATTTACCGTTATCGACT
E. faecalis 941 ATCAAGTACAGTTAGTCT Dutka-Malen; Evers;
ACGATTCAAAGCTAACTG Courvalin (1995)
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E. faecium 550 TAGAGACATTGAATATGCC Dutka-Malen; Evers;

TCGAATGTGCTACAATC Courvalin (1995)
E. gallinarum 822 GGTATCAAGGAAACCTC Dutka-Malen; Evers;
CTTCCGCCATCATAGCT Courvalin (1995)
E. hirae 186 TAAATTCTTCCTTAAATGTTG Jackson; Fedorka-Cray;
CTTTCTGATATGGATGCTGT Barrett (2004)
E. mundftii 301 CAGACATGGATGCTATTCCATCT Jackson; Fedorka-Cray;
AGGTTTCTTGCCTTCCATCAAT Barrett (2004)
E. seriolicida 100 ACACAATGTTCTGGGAATGGC Silva, et al. (2012)
AAGTCGTCAAATGAACCAAAA
E. solitarius 371 AAACACCATAACACTTATGTGACG  Silva, et al. (2012)

AATGGAGAATCTTGGTTTGGCGTC

Tabela 2 - Oligonucleotideos iniciadores genero/espécie-especifico utilizados para identificacao
de Enterococcus spp.

A amplificagdo do DNA extraido de cada isolado foi realizada em termociclador
(Techne-TC3000), em um volume final de 20 uL, contendo 10 ng de DNA, 1,0 U Taq
DNA polimerase (Invitrogen), 10X Tampao da Taq, 2,5 mM de MgCl,, 0,17 mM de cada
desoxidonucleotideo trifosfato (ANTP), 1 pmol de cada oligonucleotideo iniciador. O
termociclador foi programado para operar nas seguintes condi¢cdes: desnaturacao
inicial de 94°C por 2 min, seguido por 30 ciclos de 94°C a 1 min, anelamento na
temperatura de 50 a 55 °C, por 1 min, extensao a 72°C por 1 min, e extenséo final
a 72°C por 10 min. Os produtos da amplificagédo foram separados por eletroforese,
em gel de agarose 1,0 % (m/v). ApOs a corrida, os géis foram corados com solugéao
de brometo de etidio 0,005% (m/v) durante 15 min, visualizados em transiluminador
ultravioleta e fotodocumentados com sistema computadorizado (Loccus). O tamanho
do produto amplificado foi comparado com o marcador de peso molecular Lambda
DNA ladder de 1Kb plus (Amersham Pharmacia Biotech).

2.3 Teste De Suscetibilidade A Antimicrobianos

Os padrdes de suscetibilidade a antimicrobianos foram determinados pelo
método disco-difusdo, de acordo com as normas do Clinical and Laboratory Standards
Institute - CLSI (CLSI, 2011). Os ensaios foram realizados a partir de cultivos dos
isolados confirmados como Enterococcus sp pela PCR, em caldo BHI, obtidos apds
incubacgao a 37°C por 24 h. Posteriormente, foram preparadas suspensodes bacterianas
em solucéao salina a 0,85% (m/v), com turbidez semelhante a da solu¢éo padrao 0,5 de
McFarland (aproximadamente 1 x 108 UFC/mL). As suspensdes foram semeadas sobre
a superficie de placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton — MHA (Himedia). Sobre
a superficie dos meios inoculados foram depositados discos de papel impregnados
com o0s seguintes antimicrobianos: Ampicilina-AMP (10ug), Ciprofloxacina-CIP
(5 pg), Cloranfenicol-CLO (30 pg), Eritromicina-ERI (15 pg), Imipenem-IMP (10
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Mg), Norfloxacina-NOR (10 ug), Penicilina-PEN (10 ug), Tetraciclina-TET (30 ug),
Teicoplanina- TEC (30 ug) e Vancomicina-VAN (30 ug) (Laborclin). As placas foram
incubadas por 18-24 h a 37°C, sendo que os halos de inibicdo foram mensurados
e posteriormente interpretados segundo a tabela de sensibilidade a antimicrobianos.
Para o controle de qualidade foi utilizada a cepa de Staphylococcus aureus ATCC
25923.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4 Distribuicao Das Espécies De Enterococcus Spp. Em Vegetais

Foram processadas 66 amostras de 21 diferentes espécies de vegetais, sendo
constituidas de: abobrinha, acelga, agriao hidropénico, alface, almeirao, brocolis, broto
de bambu, broto de feijao, cenoura, cheiro-verde, couve-flor, couve manteiga fatiada,
couve manteiga em maco, mandioca descascada, milho verde, pepino, pimentdo
verde, pimentdo vermelho, racula de plantio comum, rucula hidropdnica, repolho,
tomate e vagem. A partir destas amostras, foram selecionados aleatoriamente 202
isolados bacterianos com caracteristicas presuntivas nos agares KEA e M17. Destes,
85 isolados foram confirmados para o género Enterococcus, pela técnica da PCR.
Estes resultados estao de acordo com estudos realizados por Campos et al. (2013) e
Camargo et al. (2014) que detectaram enterococos em 70% e 73,3% de enterococos
em amostras de vegetais, respectivamente.

Contudo, estudos apontam que alimentos de origem vegetal sd&o menos
contaminados por enterococos em comparag¢ao aos de origem animal (GOMES, et
al., 2008; PESAVENTO et al., 2014). Alguns autores relataram contaminag¢ao por
enterococos em 100% de amostras de queijo (FURLANETO-MAIA et al., 2014) e
amostras de queijo e aves de criacdo (CAMARGO et al. 2004). No entanto, a frequéncia
detectada nos resultados apresentados neste trabalho € elevada, ao ponto de servir de
alerta, uma vez que esse microrganismo foi apontado como responsavel por infeccoes
nosocomiais (FISHER; PHILLIPS, 2009) e por atuar como deteriorante em alimentos
(ALCANTARA et al., 2012).

Foram identificadas cinco espécies (Tabela 3), sendo: 19% como E. casseliflavus/
flavescens, 6% como E. columbae, 4% como E. faecium, 4% como E. mundltii, 2%
como E. avium e 84% como Enterococcus sp. Onze diferentes espécies de vegetais
apresentaram duas espécies diferentes na mesma amostra. Ao observar a distribuicao
das espécies de acordo com os tipos de vegetais, a maior diversidade de espécies foi
encontrada em vegetais folhosos e legumes, sendo detectadas 4 diferentes espécies,
porém a diferenca foi pequena comparada com o grupo das raizes onde foram
encontradas 3 espécies diferentes.
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Tipo de Quantidade Enterococcus. E
de casseliflavus/
vegetal

sp.
P flavescens

E. E. E. E.

columbae faecium mundti avium
amostras

Abobrinha 6 7 1 1
1

\V]

Acelga 1
Agriao
hidrop6nico
Alface
Almeiréao

oW N W
N oW A A
N

Brocolis

Broto de
bambu

Broto de feijao
Cenoura
Cheiro-verde

- O A = -
N NN
w
N

Couve-flor

Couve
manteiga
maco 2 1 1

Couve
manteiga
fatiada 3 1 1

Mandioca
descascada 5 5 2

Milho verde 3 2 2 1
Pepino 1 -

Pimentao
verde 2 4

Pimentao
vermelho 1 4

Rdcula
comum 1 2 1

Rucula
hidrop6nica 6

Repolho 1

Tomate 3 3
Vagem 1

Total de isolados por
espécie 56 16 5 3 3 2

Tabela 3 - Espécies de Enterococcus sp. em alimentos de origem vegetal.

3.5 Suscetibilidade Fenotipica A Antimicrobianos

Com a finalidade de aprofundar o conhecimento sobre o perfil de resisténcia a
antimicrobianos, todos os isolados confirmados como Enterococcus foram submetidos
ao antibiograma. Um total de 64% (54/85) dos isolados apresentaram resisténcia
fenotipica aos antimicrobianos testados neste estudo, a maioria destes clinicamente
relevantes. Destes, 58% (30/54) foram provenientes de vegetais folhosos, 33% (19/54)
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de legumes e 9% (5/54) de raizes. Todos o0s grupos de vegetais testados apresentaram
uma alta incidéncia de isolados resistentes, com 70% (30/43) dos isolados de folhosos,
58% (19/33) dos legumes e 56% (5/9) das raizes (Tabela 4). Cabe ressaltar ainda, que
os isolados provenientes de vegetais folhosos apresentaram resisténcia a todos os
antimicrobianos testados, enquanto que os provenientes de legumes foram sensiveis
apenas ao cloranfenicol e os isolados de raizes foram sensiveis ao cloranfenicol,
imipenem, penicilina e a tetraciclina.

Tipo de Porcentagem de

. . Resisténcia Sensibilidade
vegetal isolados resistentes
o AMP, CIP, CLO, ERI, IPM, NOR,
Folhosos 70% PEN, TEC, TET, VAN
AMP, CIP, ERI, IPM, NOR, PEN,
Legumes 58% TEC, TET, VAN CLO
Raizes 569 AMP, CIP, ERI, NOR, TEC, CLO, IPM, PEN,
e VAN TET

Tabela 4 - Suscetibilidade a antimicrobianos apresentada por enterococos, provenientes de
diferentes tipos de vegetais, pelo método disco-difuséao.

AMP: ampicilina, CIP: ciprofloxacina, CLO: cloranfenicol, ERI: eritromicina, IMP: imipenem,
NOR: norfloxacina, PEN: penicilina, TEC: teicoplanina; VAN: vancomicina.

Conforme pode ser observado no Grafico 1, os isolados apresentaram resisténcia
aos antimicrobianos testados. sendo que alguns isolados apresentaram-se como
multirresistentes (tabela 6).
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Gréfico 1 - Perfil de resisténcia fenotipico de enterococos, provenientes de vegetais, contra
antimicrobianos testados pelo método disco-difusao.
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CIP NOR CLO ERI AMP IMP PEN TET TEC VAN

E. casseliflavus/flavescens 4 2 1 3 2 2 1 1
E. columbae 1 1 1 3 1 1
E. faecium 2 1

E. mundftii 3 2 2
E. avium 2 2 2 2

Tabela 5 - Numero de isolados resistentes aos antimicrobianos testados pelo método disco-
difus&o, de acordo com as espécies de Enterococcus spp., identificadas a partir de vegetais.

AMP: ampicilina, CIP: ciprofloxacina, CLO: cloranfenicol, ERI: eritromicina, IMP: imipenem,
NOR: norfloxacina, PEN: penicilina, TEC: teicoplanina; VAN: vancomicina.

A presenca de enterococos em alimentos de origem vegetal e o fato de
muitos deles serem consumidos crus ou minimamente processados, aumenta a
preocupacao de que isolados patogénicos possam contribuir para a disseminacéo
de resisténcia e fatores de viruléncia para a flora intestinal humana, bem como, no
ambiente clinico (ABRIOUEL et al., 2008).

Apesar das evidéncias mostrando a contribuicdo do uso dos antimicrobianos na
agricultura para o aparecimento e disseminagcado da resisténcia nos alimentos, este
nao deve ser o Unico motivo, uma vez que as razdes sao complexas e multifatoriais,
requerendo mais investigacdo (GOUSIA et al., 2011).

CONCLUSOES

Neste estudo foi detectada a presenca de E. casseliflavus/flavescens, E.
columbae, E. faecium, E. mundtii e E. avium em alimentos de origem vegetal no
Parana, Brasil. A resisténcia fenotipica foi expressa para todos os antimicrobianos
testados, sendo a resisténcia a vancomicina, eritromicina e teicoplanina mais
expressiva. De acordo com estes resultados, alimentos de origem vegetal podem
atuar como reservatoério de enterococos resistentes a antimicrobianos.
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RESUMO: O cerrado € um bioma rico em
frutos nutritivos, quer seja eles advindos da
polpa, casca ou sementes. Na industrializacéo
dos frutos do cerrado, assim como qualquer
outro, a geracao de residuos ou co-produtos
€ inevitavel, e a incorporacdao destes na
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DE PAO DE MEL

fabricacdo de alimentos torna-se promissor,
uma vez que disponibilizarad os nutrientes para
consumo humano, além de ajudar na reducéo
do lixo orgéanico. O objetivo desde trabalho foi a
incorporagdo de farinha de semente de mama-
cadela (Brosimum gaudichaudii Trecul), em
substituicdo parcial a farinha de trigo (controle,
15% e 25%), em pao de mel, verificando o
comportamento das caracteristicas fisicas nesta
substituicdo. A casca do fruto mama-cadela
foi obtida em empresa privada e a farinha foi
processada por meio da secagem e da moagem
da semente. Foram realizadas analises de cor
(L, a*, b*), textura e microscopia eletronica
de varredura nos paes desenvolvidos. Os
resultados foram positivos para a cor e textura,
tendo em vista que a adicdo de farinha de
semente de mama-cadela néo afetou a cor do
pao de mel, e reduziu a firmeza o que contribuiu
para maciez. Portanto, a farinha de semente de
mama-cadela agregou caracteristicas positivas
ao pao de mel, sendo recomendado acrescentar
ate 25%, sem afetar fisicamente o produto final.
PALAVRA-CHAVE: novos produtos, textura,
aproveitamento.

ABSTRACT: The cerrado is a biome rich in
nutritious fruits such as pulp, bark or seeds. In
the industrialization of the fruits of the cerrado,
as well as any other, the generation of residues
or byproducts is inevitable, and the incorporation
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of these in the manufacture of foods becomes promising, since it will make available
the nutrients for human consumption, besides helping in the reduction of organic waste.
The objective of this work was to incorporate seed flour of mama-cadela (Brosimum
gaudichaudii Trecul), in partial substitution of wheat flour (control, 15% and 25%), in
honey bread, verifying the behavior of the physical characteristics in this replacement.
The bark of the mama-cadela fruit was obtained in a private company and the flour
was processed by drying and milling the seed. Color analysis (L, a *, b *), texture and
scanning electron microscopy were performed in the developed loaves. The results
were positive for color and texture, since the addition of mama-cadela seed flour did
not affect the color of the honey bread, and reduced firmness, which contributed to
softness. Therefore, mama-cadela seed flour added positive characteristics to honey
bread, and it is recommended to add up to 25%, without affecting the final product.
KEYWORDS: new products, texture, exploitation.

11 NTRODUCAO

A flora do cerrado possui diversas espécies frutiferas com grande potencial de
utilizacao agricola, que sao tradicionalmente utilizadas pela populacgéo local. Os frutos,
em geral, sdo consumidos in natura ou na forma de sucos, licores, sorvetes, geléias
e doces diversos (ALMEIDA, 1998a; SILVA et al.,, 2001). As espécies de plantas
nativas do cerrado tém-se destacado por apresentar potencial nutritivo com forte apelo
sensorial e econémico, constituindo matéria-prima disponivel par formulacao de novos
produtos alimenticios (HIANE et al. 1992).

A Brosimum gaudichaudii Trécul pertence a familia Moraceae que apresenta,
aproximadamente, 61 géneros e com mais de 1.000 espécies (JOLY 1993). A
espécie B. gaudichaudii Trécul possui folhas alternadas, simples, pecioladas, cujas
flores masculinas apresentam um s6 estame e as femininas com um a dois ovarios
inferiores. Os frutos sdo de cor amareladas, com cerca de 2 cm de didametro, duas
sementes e superficie rugosa, com sabor adociacado (Almeida et al., 1998). Essa
espécie apresenta varios nomes populares com Algodaozinho. Algodao do campo,
Apé do sertdao e Mamica de cadela e mama-cadela (Almeida et al. 1998).

Informacbes arespeito das caracteristicas quimicas e do valor nutricional dos frutos
do cerrado s3o ferramentas béasicas para avaliagdo do consumo e formulagéo de novos
produtos. No entanto, poucos dados estao disponiveis na literatura especializada com
relacdo a composicéo quimica destes frutos e sua aplicacao tecnoldgica, ressaltando
a necessidade de pesquisas cientificas sobre o assunto (SILVA et al, 2011).

O uso de subprodutos agroindustriais para o incremento de produtos alimenticios
garante o enriquecimento nutricional com baixo custo, além da importante tarefa do
reaproveitamento destes subprodutos (BOWLES, 2005).

As partes nao aproveitaveis dos alimentos poderiam ser utilizadas, enfatizando o
enriquecimento alimentar, diminuindo o desperdicio e aumentando o valor nutricional
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das refei¢des, pois talos e folhas podem ser mais nutritivos do que a parte nobre do
vegetal como é o caso das folhas verdes da couve-flor que, mesmo sendo mais duras,
contém mais ferro que a couve manteiga e sao mais nutritivas que a propria couve-flor
(SOUZA et al., 2007). De acordo com Rocha et al. (2008), cascas, talos e folhas séao
boas fontes de fibras e lipidios, tendo-se como exemplos as sementes de abdbora;
talos de brdcolis, de couve, de espinafre; cascas de banana, de laranja, de liméo, de
rabanete e folhas de brécolis.

A elaboracéo e a caracterizacdo de farinhas, a partir de subprodutos de frutas,
tém sido objeto de inUmeros estudos, que apontam boas caracteristicas nutricionais
e potencial para sua aplicacao como ingredientes em alimentos, como observado por
Lépez-Vargas et al. (2013).

Pés alimenticios sao largamente utilizados nos processos de transformacéo das
matérias-primas agricolas em alimentos e como produtos intermediarios no processo de
elaboracédo de alimentos, o que se justifica pelas suas caracteristicas, comuns a todos
os produtos secos e, ainda, pela facilidade de utilizagcao, ja que, geralmente, requer
uma etapa de reidratacao simples ou a incorporacao direta aos outros elementos das
receitas (CUQ et al., 2011). Wolfe e Liu (2003) afirmaram que ingredientes valiosos
podem ser originados a partir da secagem e moagem de cascas de vegetais, sem que
haja perdas significativas de fitoquimicos.

Logo, o objetivo desde trabalho foi a incorporacéo de farinha de semente de
mama-cadela (Brosimum gaudichaudii Trecul), em substituicdo parcial a farinha de
trigo no pdo de mel, verificando o efeito deste nas caracteristicas fisicas do produto
desenvolvido.

21 MATERIAIS E METODOS

As sementes de mama-cadela foram obtidas em empresa privada, situada
em Goiania-Goias, que processa frutos do cerrado. As sementes foram recebidas,
separadas de sujidades e higienizadas em solugao de hipoclorito de sédio a 200ppm.
Depoisde higienizadas, essas foram secas com auxilio de papel toalha e levadas a estufa
de circulacao forcada de ar & uma temperatura de 60°C, por 24hrs, aproximadamente,
ate atingir 15% de umidade, preconizado pela legislagao.

Os paes de mel foram elaborados, primeiramente, com quantidades diversificadas
de farinha de semente de mama-cadela para ver as melhores concentragdes. As duas
escolhidas para uso foram as concentracées de 15% e 25% de farinha de semente de
mama-cadela em substituicdo a farinha de trigo. Cabe ressaltar que os paes de mel
formulados nédo foram banhados no chocolate.

Para o pao de mel, utilizaram-se ovos, margarina sem sal, agucar, cravo da india,
canela, farinha de trigo, bicarbonato de sodio e leite, conforme Tabela 1.

Tabela 1. Ingredientes para elaborac¢ao do pao de mel, com aplicacdo de FSMC
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em substituicdo parcial de farinha de trigo.

Tratamentos
Ingredientes Controle 15% FSMC 25% FSMC

Farinha de Trigo (g) 264 224 200
FSMC* (g) - 40 64
Acucar (9) 132 132 132
Leite (mL) 160 160 160
Margarina sem sal (g) 40 40 40
Mel (mL) 70 70 70

Canela em po (g) 2 2 2

Cravo em po (g) 1

Bicarbonato de sédio (g) 10 10 10

*FSMC= farinha de semente de mama-cadela.

Os ingredientes foram adicionados e homogeneizados com auxilio de um
liquidificador, até que a massa apresentasse aspecto uniforme. A massa foi levada ao
forno, ha uma temperatura de 180°C por, aproximadamente, 30 mim. Apds assada e
resfriada, & temperatura ambiente, os paes de mel foram armazenados fechado, sob
o abrigo de luz, até a realizagdo das analises.

Foram realizadas analise de cor na superficie e miolo do pao de mel, usando
o colorimetro (Color Quest, XE, Reston, EUA), de acordo com o sistema CIELab. Os
resultados foram expressos em valores L*, a*, b*, sendo L* quéo claro ou escuro
esta o produto, variando do preto (0) ao branco (100); a* variando do verde (-60) ao
vermelho (+60) e b* variando do azul (-60) ao amarelo (+60). A partir dos resultados
de a* e b* foram calculados os parametros de C*(croma) para indicar a saturacao da
amostra, ou seja, para descrever o brilho da cor (HUNTERLAB, 1998).

A andlise de perfil de textura foi determinada mediante o uso de texturdmetro
(TextureAnalyser, TA-XT Plus, Surrey, Inglaterra), por meio de leitura direta nas amostras.
Avaliaram-se os parametros de dureza, a adesividade, a elasticidade, a coesividade, a
gomosidade, a mastigabilidade e a resiliéncia, no Laboratério multiusuario de anélises
de textura, UFG.

Para a realizacdo da microscopia eletrénica de varredura (MEV), as amostras
de pao de mel foram desengorduras, por meio da extracéo de lipidios e secas a uma
temperatura de 60°C, em seguida, foram encaminhadas para o laboratorio Multiusuario
de Microscopia de Alta Resolugdo (LabMic) no Instituto de Fisica, da Universidade
Federal de Goias. As capturas de imagens foram feitas em Microscépio Eletrénico
de Varredura (MEV), Jeol, JSSM — 6610, equipado com EDS, Thermo scientific NSS
Spectral Imaging.

Todas as analises foram realizadas em cinco repeti¢cdes, e as medias, foram
submetidas a analise de ANOVA, utilizando o programa SISVAR (FERREIRA, 2000).
Se diferentes, foi aplicado teste de Tukey com nivel de significancia de 5% de
probabilidade.
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31 RESULTADOS E DISCUSAO

Na tabela 2, estdo apresentados os dados obtidos para péao de mel, formulados
com farinha de semente de mama-cadela, em substituicéo a farinha de trigo. A cor dos
produtos de panificacdo é de extrema importancia, tendo em vista que é a primeira
impressao que o cliente tem acesso. Segundo Esteller e Lannes (2005), a avaliacao
da cor € um paréametro critico em produtos forneados. Paes com crosta muito clara ou
muito escura estao associados a falhas no processamento. A presenca de agucares na
formulacéo acelera reagdes de caramelizacdo e Maillard, levando ao escurecimento
progressivo da crosta e miolo, que podem ser desejados ou ndao (ESTELLER et al.
2005b). No produto aqui desenvolvido, houve a adicdo de acucares e mel. Pelos
valores de L*, a* e b*, ficou claro observar que n&o houveram diferencas de cor entre
0S paes, quer seja entre os tratamentos ou entre casca e miolo.

Pao de Local

mel Avaliado L* a* b* c*
Superficie 13,632 +4,39 7,742+ 1,14 6,25°+ 1,49 9,972+ 1,67
c* Miolo 11,442 +1,86 7,112 1,55 9,672 2,10 12,05+2,35
1504+ Superficie 13,822+ 4,77 7,413+ 1,23 6,64+ 2,20 8,702+ 2,31
Miolo 12,712+ 4,94 7,412+ 2,09 11,292+3,81 13,54°+4,18
i Superficie 16,672 3,77 6,482 +3,77 5,732 + 3,77 9,992+ 3,77
25% Miolo 12,702 +1,96 6,912 +1,96 9,102+ 1,96 11,442+1,96
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Tabela 2. Valores médios e desvios padrdes correspondentes a determinagéo da cor em pao de
mel com adic&o de farinha de semente de mama-cadela em substituicdo de farinha de trigo.

*C= controle, “*FSMC = farinha de semente de mama cadela. *Medias + desvio padrao. Letras
iguais na mesma coluna, nao diferem entre si estatisticamente no teste de Tukey a 5%. L*
— luminosidade (branco puro ao preto puro). a* — intensidade de verde (-) e vermelho (+). b* —
intensidade de azul (-) e amarelo (+). C* — cromaticidade.

O perfil de textura dos paes de mel formulados com diferentes concentracdes
de farinha de semente de mama-cadela em substituicao a farinha de trigo, pode ser
visualizado na tabela 3.

A textura para produtos panificados é dependente da formulagdo, ou seja,
qualidade da farinha, quantidade de acgucares, gorduras, emulsificantes, enzimas e
mesmo a adi¢do de gluten e melhoradores de farinha; umidade da massa e conservacao
(ESTELLER; LANNES, 2005a).

Tratamentos
Parametros Controle 15% FSMC* 25% FSMC*
Dureza 2746,22°+14,7 1604,422+7,9 2067,16°+3,25
Adesividade 181,052+ 21,66 187,52°+14,7 220,562+16,3
Elasticidade 0,722+ 0,019 0,72+0,081 0,672+0,044
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Coesividade 0,682+0,06 0,632+0,07 0,592+0,02

Gomosidade 1869,88°+19,76 1015,172+ 14,7 1217,0412+ 16,3
Mastigabilidade 1352,87°+17,5 703,762 +7,4 812,472+13,34
Resiliéncia 0,232+ 0,01 0,252+ 0,02 0,242+0,009
Cisalhamento (N) 25,92+ 3,13 15,742+ 3,21 16,6+ 2,35

Tabela 3. Valores médios de perfil de textura em pao de mel com adigéo de farinha de semente
de mama-cadela em substituicdo de farinha de trigo.

*FSMC = farinha de semente de mama-cadela. *Medias +desvio padréo. Letras iguais na
mesma linha e letras iguais na mesma coluna néo diferem entre si estatisticamente no teste de
Turkey a 5%.

Por meio dos dados obtidos, observou-se que a dureza teve reducédo no
tratamento 15%, ou seja, a farinha de mama-cadela trouxe maciez ao pao de mel.
Quanto a mastigabilidade, o pao de mel, com farinha de semente de mama-cadela,
necessitara de menos mastigacao e salivacao para desintegrar-se, que o pao de mel
controle. O estudo de Lee, Inglett e Carriere (2004) avaliou os efeitos da substituicéo
parcial da margarina por farelo de aveia (Nutrim OB) e linhaca sobre as propriedades
fisicas e reoldgicas de bolos. Os autores observaram que a coesividade diminuiu e a
maciez aumentou gradualmente com o aumento da substituicdo, demonstrando que a
guantidade de farinha de bagaco de maca utilizado, que foi de 24%, também reduziu
coesividade e aumentou maciez, ou seja, a fibra advinda do bagaco de maca, assim
como da farinha de semente de mama-cadela, influenciou, positivamente, na maciez
do produto.

Neste trabalho, a coesividade ndo sofreu alteracdo com a adi¢do de farinha
de semente de mama-cadela, diferente da gomosidade que reduziu. Logo, a forca
para desintegrar o alimento é menor com a adicao de FSMC. Quanto a resiliéncia,
o tratamento 15% diferiu em relacdo aos demais, possuindo maior capacidade de
retomar a sua estrutura original. Tais dados sdo comprovados pelo cisalhamento que
sofreu redugdo significativa com a adicdo de FSMC, sendo assim, a incorporagao de
fibras pode auxiliar na maciez do produto final.

Nas imagens da Figura 1, € possivel notar que em B e C, nota-se certa porosidade,
provavelmente conferida pela farinha de semente de mama-cadela. Tal fato reforga e
idéia de maciez, obtido na analise de textura. Os granulos apresentaram estrutura
mais achatada e menos aglomerado, o que possivelmente esta ligado a capacidade
da FSMC de se ligar aos demais ingredientes.
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Figura 1: Microscopia eletrénica de varredura dos Paes de mel, controle (A), 15% de FSMC,
25% de FSMC respectivamente, (aumento de 400x).

41 CONCLUSAO

A partir das analises fisicas realizadas, € possivel inferir que a farinha de semente
de mama-cadela € viavel para substituir a farinha de trigo em até 25% para fabricacao
de paes de mel, pois ndo houve alteracao na cor, conferindo maior maciez em relacao
ao tratamento controle.
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RESUMO: A Reologia é a ciéncia que estuda
as propriedades mecanicas dos materiais
que determinam seu escoamento quando
solicitadas por forcas externas. O objetivo de se
determinar o comportamento reoldgico de uma
geleia comercial de cupuagu nas temperaturas
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COMERCIAIS DE CUPUACU
(Theobroma grandiflorum)

de 20°C, 30°C, 40°C, 50°C e 60°C é identificar
0 modelo mais adequado para descrever o
comportamento reoldgico desse tipo de geleia,
a fim de se obter parametros para a produgao
deste tipo de produto. As analises reoldgicas
foram determinadas por um reémetro rotacional
dotipoconeeplaca,localizadono DETA/UNESP.
Os dados experimentais foram ajustados aos
Ostwald-de-Waelle e
Bingham, sendo que o0 modelo mais adequado

modelos de Newton,

para descrever o comportamento reolégico do
produto estudado foi o de Ostwald-de-Waelle,
pois apresentou coeficientes de determinacéo
(R®) superiores a 0,99 e menores valores de
erro em todas as temperaturas estudadas. As
amostras apresentaram comportamento nao-
newtoniano e carater pseudoplastico.
PALAVRAS-CHAVE: cupuacu,
reogramas.

modelos,

ABSTRACT: The Rheology is the science that
studies the mechanical properties of materials
that determine its flow when requested by
external forces. The aim of determining the
rheological behavior of a commercial jelly
cupuacu in 20°C temperatures, 30°C, 40°C,
50°C and 60°C, and
model to describe the rheological behavior

identifying the best

of cupuacu jelly in order to obtain parameters
for the production of this type of product. The
rheological analyzes were determined by a cone
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rheometer plate type and located on DETA/UNESP. The experimental data were fit to
the models Newton, Ostwald-de-Waelle and Bingham, and the most adequate model
to describe the rheological behavior of the studied product was Ostwald-de-Waelle as
presented coefficients of determination (R2) higher 0,99 and smaller error values at all
temperatures studied. The samples showed non-Newtonian shear thinning behavior
and character.

KEYWORDS: fruit, models, rheogram.

11 INTRODUCAO

As frutas representam quase 60% da dieta mundial. Ao uséa-las, muitas vezes,
ocorrem desperdicios de varias partes das mesmas que poderiam consideravelmente
reduzir desperdicios e agregar valor. De acordo com Zubem (2008), o residuo sélido
urbano brasileiro ainda possui concentragdo muito elevada de matéria orgénica
constituida em maior propor¢ao por residuos de alimentos.

As medidas ou predices das propriedades reologicas de alimentos sdo muito
importantes em calculos de engenharia de processos, controle de qualidade e
determinacao das propriedades de ingredientes, entre outros (CASTRO, 2004).

A Reologia é definida como a ciéncia do escoamento e da deformacdo dos
materiais, € fundamental e interdisciplinar, pois vem ganhando importancia dentro da
engenharia de processos, na qual inclui o estudo das deformagdes e do escoamento
das matérias-primas, dos produtos intermediéarios e finais das industrias alimenticias
(GABAS et al., 2012). O conhecimento dos parametros reoldgicos obtidos com o ajuste
das equacdes matematicas as propriedades de fluxo é fundamental nos calculos para
dimensionamento de equipamentos e processos, além de ser de grande interesse no
controle de qualidade (CAPELLI, 2012).

Amaioria dos alimentos fluidos requer modelos complexos para sua caracterizacéo
(TABILO-MUNIZAGA e BARBOSA-CANOVAS, 2005). Para caracterizar um fluido,
existem varios modelos e os mais comumente utilizados sdo: Ostwald-de-Waelle de
Waele, Plastico de Bingham, Hershel-Bulkley, Casson e Newton (STEFFE, 1996). A
funcdo de viscosidade de Ostwald-de-Waelle — Lei da Poténcia € uma das utilizadas
para adequar os dados de viscosidade dos materiais viscoplasticos (GUEDES, et al.,
2010).

O cupuagu (Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum) é uma fruta
tipica da Amazénia. No género Theobroma, o cupuagu € o0 que apresenta maior
tamanho. Sua polpa é utilizada na elaboragao de sucos, sorvetes, picolés, geleias,
iogurtes, doces e compotas.

Analises da polpa dessa fruta revelam excelentes caracteristicas e teores médios
de P (fosforo), K (potassio), Ca (calcio) e 33 mg de vitamina C em100 g de polpa (SOUZA
et al., 2007). As geleias sao doces simples e rapidos que podem ser elaborados com
diversas partes das frutas, até aquelas que normalmente sdo desperdicadas, como
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cascas, talos, etc.

Neste trabalho as geleias de cupuacu utilizadas foram adquiridas no comércio
local em Sao Luis do Maranhao que serviram de teste para elaboracéo da tabela 1,
onde se encontram os modelos reolégicos de Newton, Ostwald-de-Waelle (Os-W) e
Bingham.

2| MATERIAL E METODOS

A matéria-prima utilizada para este estudo foi geleia de cupuagu (Theobroma
grandiflorum), adquirida no comércio local em Sao Luis - MA.

O comportamento reoldgico da geleia de cupuacu foi determinado por meio de
um redmetro rotacional AR-G2, (marca TA Instruments, New Castel, DE) e estudado
nas temperaturas de 20°C, 30°C, 40°C, 50°C e 60°C, de forma a identificar o modelo
reolégico mais adequado para descrever o comportamento reoldgico deste produto, a
fim de se obter parametros para a producéo de geleia.

Para identificacdo de modelos reoldgicos € importante conhecer os parametros
relacionados ao fluxo do fluido: a tensdo de cisalhamento (T) e a taxa de deformacéao
( ), que depende de uma correlacdo entre si. O primeiro a descrever uma lei que
representasse a relacéo entre esses dois parametros para fluidos ideais foi Isaac
Newton (Equacdo 1): onde n representa a viscosidade dindmica, constante, se
mantidas as condi¢des de temperatura e presséao.

O Modelo de Ostwald-de-Waelle (Equacéao 2), na qual: K € o indice de consisténcia
do fluido, y € a inclinacdo da curva.

Para o Modelo de Bingham (Equagao 3), na qual: T, € a tensao de cisalhamento
inicial, n, € uma constante analoga a viscosidade de fluidos newtonianos. Nesse caso,
os modelos de Ostwald-de-Waelle (Equacao 2) e de Bingham (Equacéo 3), tornam-se
analogos aos modelos de Newton (Equacéo 1).

Se o parametro n assume valor entre 0 e 1, o fluido apresenta comportamento
pseudoplastico e se o parametro € maior que 1, 0 comportamento reoldgico € dilatante
(CAPELLI, 2012).

Modelo Tenséo de cisalhamento Equacéo

Newton T=1n-y (1)
Os-W T=k-y" (2)
Bingham T=1Ty+0ngY (3)

Tabela 1 - Modelos reoldgicos utilizados nos ajustes das analises

Onde 1 é a tensao de cisalhamento (Pa); y é a taxa de deformacao (s7'); (mPa-s), e o indice de
consisténcia; dos modelos e e (adimensionais) sao os indices de comportamento reolbgico.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores experimentais obtidos em relacdo a tensédo de cisalhamento e taxa
de deformacéo foram ajustados, através de regresséo nao linear, aos modelos de
reologicos de Bingham (Equacédo 1), Herschel-Bulkley (Equacéo 2) e Ostwald-de-
Waelle (Equacéo 3). Os ajustes foram realizados com o auxilio do software Statistica
8.0 (StatSoft®). A tabela 2 apresenta os dados obtidos: tensao de cisalhamento, taxa
de deformacéo e viscosidades.

Temperatura Modelo Newton Modelo Os-W Modelo Bingham
K=4,22468 =0,27079
=0,34611
20°C Y 2=0,99991 T,=10,57708
2=0,72703
=0,50549 Y 2=0,93301
K=3,83871 =0,21264
=0,27833
30°C Y 2=0,99966 T,=9,22479
y 2=0,67205
=0,48091 ¥ 2=0,92404
K=0,78017 =0,21330
=0,23113
40°C Y 2=0,99960 T,=2,50492
2=0,96718
=0,76150 Y 2=0,98653
K=0,71980 =0,08946
=0,10455
50°C ¥ 2=0,99990 T,=2,11935
y 2=0,88540
=0,62015 ¥ 2=0,96302
K=0,56562 =0,08083
=0,09305
60°C ¥y 2=0,99993 T,=1,71578
¥ 2=0,90620
=0,64492 ¥ 2=0,96882

Tabela 2 - Parametros reoldgicos para os ajustes ao modelo de Newton, Ostwald-de-Waelle
(Os-W) e Bingham para a geleia de Cupuacgu, nas temperaturas de 20°C a 60°C

Observando os resultados apresentados na Tabela 2 percebe-se que 0 modelo
de Ostwald-de-Waelle foi o que representou de forma mais satisfatéria os dados
experimentais, por ter apresentado os maiores valores de y2 em todas as temperaturas
analisadas, resultado também encontrado por Rodrigues et. al. (2014), pesquisando
a caracterizagao reoldgica da polpa de araticum (Annona crassiflora Mart), identificou
gue os modelos que melhor representaram o seu comportamento reolégico foram os
modelos de Herschel-Bulckey e Ostwald-de-Waelle.

A maioria dos fluidos alimenticios, por exemplo, apresenta comportamento
pseudoplastico, em que a viscosidade, que independe do tempo, diminui com o
aumento da taxa de deformacéo Polpas e sucos concentrados de frutas (RAO e RIZVI,
1995, TELIS ROMERO et al.,, 1999), gema de ovo (TELIS-ROMERO et al., 2005).
Pode-se observar que este modelo empirico do comportamento reoldgico apresentou
um excelente ajuste aos dados experimentais nas temperaturas entre 20°C a 60°C.
Os valores do indice de fluxo () foram inferiores a 1 (0 < < 1), o fluido é considerado
ndo-newtoniano e pseudoplastico. O modelo Lei da Poténcia deu uma boa descricéo
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dos dados reoldgicos em todas as temperaturas.

41 CONCLUSOES

O modelo que melhor representa o comportamento reologico foi o de Ostwald-
de-Waelle, pois apresentou maiores valores de y? e superiores a 0,99 em todas as
temperaturas estudadas. Indica desta forma, que a geleia de cupuacu apresenta um
comportamento ndo newtoniano, caracteristica pseudoplastica.

51 AGRADECIMENTOS

A UNESP-Campus de S&o José do Rio Preto-SP nas pessoas dos Professores
Doutores José Francisco Lopes Filho e Javier Telis Romero pelos conhecimentos
adquiridos durante o Doutorado Interinstitucional em Engenharia e Ciéncia de
Alimentos.

REFERENCIAS

CASTRO, A. G. A Quimica e a Reologia no Processamento dos Alimentos. Porto Alegre: Instituto
Piaget. p.32-57. 2004.

CAPELLI, A. Influéncia da faixa de taxas de deformacéo na preciséo de caracteriza¢des reologicas
de fluidos. Dissertacédo. Mestrado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos, drea de Engenharia de
Alimentos, Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da Universidade Estadual Paulista, Sao
José do Rio Preto. 2012, 89 p.

GABAS, A. L; MENEZES, R. S; TELIS-ROMERO, J. Reologia de Biocombustiveis. Lavras: INDI,
2012. 156p.

GUEDES, D. B.; RAMOS, A. M.; DINIZ, M. D. M. S. Efeito da temperatura e da concentracao nas
propriedades fisicas da polpa de melancia. Brazilian Journal of Food Technology, v. 13, n. 4.
Campinas — Sao Paulo, p.279-285. 2010.

RAO, M. A,; RIZVI, S.S.H., Engineering Properties of Foods. 2a ed., Marcel Dekker Inc., 1995,
531p.

RODRIGUES, C. G., DOMINGUES, R. C. C., SILVA, W. A,, REIS. M. H. M., CARLOS, L. A. e
CALLEGARI, F. C. Caracterizacdo Reoldgica da Polpa de Araticum (Annona crassiflora Mart).
vol. 1 n. 2. XX Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica. Florianopolis — SC, fevereiro 2015.

SOUZA, J. M. L. de., REIS, F. S., SOUZA, J. M. L de., LEITE, F.M. N., GONZAGA, D.S. DE O. Geleia
de cupuacu. Colecao Agroindustria Familiar. Brasilia, DF: Embrapa Informagédo Tecnolégica,
2007. 47 p. EMBRAPA. Disponivel em: <www.infoteca.cnptia.embrapa.br/infoteca/bitstream/
doc/84219/1/00081290.pdf>. Acessado em: 12 jun. 2015.

STEFFE, J.F. Rheological methods in food process engineering. Michigan : Freeman Press, 2.ed.
1996. 418p.

Topicos em Nutricdo e Tecnologia de Alimentos Capitulo 8



TABILO-MUNIZAGA, G., BARBOSA-CANOVAS, G. V. Rheology for the food industry. Journal of
Food Engineering. v. 67. Berkeley. p.147-156. 2005.

TELIS-ROMERQO, J., POLIZELLI, M. A., GABAS, A. L. and TELIS, V. R. N, Friction losses in valves
and fittings for viscoplastics fluids, Can. J. Chem. Eng., v.83. P.181-187. 2005.

TELIS-ROMERQO, J., TELIS, V. R. N. and YAMASHITA, F. Friction factors and rheological
properties of orange juice. Journal of Food Engineering. v.40, p. 101-106. 1999.

ZUBEM, F. V. Sustentabilidade é nao Desperdicar Alimentos e Incentivar a Coleta Seletiva.
Planeta Sustentavel. Sao Paulo: Editora Abril S.A. 2008.

Topicos em Nutricdo e Tecnologia de Alimentos Capitulo 8




CAPITULO 9

LEVEDURA RESIDUAL CERVEJEIRA:
CARACTERISTICAS E POTENCIAIS APLICACOES

Darlene Cavalheiro

Departamento de Engenharia de Alimentos e
Engenharia Quimica, Universidade do Estado
de Santa Catarina, Pinhalzinho, Santa Catarina,
Brasil.

Angélica Patricia Bertolo

Departamento de Engenharia de Alimentos e
Engenharia Quimica, Universidade do Estado
de Santa Catarina, Pinhalzinho, Santa Catarina,
Brasil.

Aniela Pinto Kempka

Departamento de Engenharia de Alimentos e
Engenharia Quimica, Universidade do Estado
de Santa Catarina, Pinhalzinho, Santa Catarina,
Brasil.

Luciana Alberti

Departamento de Engenharia de Alimentos e
Engenharia Quimica, Universidade do Estado
de Santa Catarina, Pinhalzinho, Santa Catarina,
Brasil.

Mirieli Valduga

Departamento de Engenharia de Alimentos e
Engenharia Quimica, Universidade do Estado
de Santa Catarina, Pinhalzinho, Santa Catarina,
Brasil.

Marana Sandini Borges

Departamento de Engenharia de Alimentos e
Engenharia Quimica, Universidade do Estado
de Santa Catarina, Pinhalzinho, Santa Catarina,
Brasil.

Ana Paula Biz
Departamento de Engenharia de Alimentos e
Engenharia Quimica, Universidade do Estado

Topicos em Nutricdo e Tecnologia de Alimentos

de Santa Catarina, Pinhalzinho, Santa Catarina,
Brasil.

Elisandra Rigo

Departamento de Engenharia de Alimentos e
Engenharia Quimica, Universidade do Estado
de Santa Catarina, Pinhalzinho, Santa Catarina,
Brasil.

RESUMO: A cerveja € uma bebida consumida
mundialmente, sendo uma das mais
apreciadas. Trata-se de um produto obtido
a partir da fermentacdo alcodlica do mosto
cervejeiro oriundo do malte de cevada e agua
potavel, por acdo de levedura, com a adicéo
de lupulo. Durante seu processamento, varios
residuos e subprodutos sdo gerados, sendo
mais comuns os graos de malte, o lupulo e a
levedura excedente da fermentacéo. Entre
estes, a biomassa da levedura Saccharomyces
sp. ganha énfase devido a quantidade na
qual é produzida e seu descarte, muitas
vezes inadequado. Parte dessa levedura é
destinada a racao animal, entretanto, pesquisas
demostram que sua aplicacdo na alimentacéo
humana surge como uma alternativa viavel,
proporcionando um amplo aproveitamento
desta. Nesse contexto, o presente trabalho tem
como objetivo realizar uma revisdo bibliografica
desse subproduto cervejeiro, enfatizando suas
caracteristicas e potenciais aplicagcdes. Essa
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pesquisa foi realizada por meio de consulta a livros e artigos cientificos, os quais foram
selecionados em bases de dados reconhecidas. Os trabalhos encontrados sobre
as caracteristicas e possiveis aplicagdes desse subproduto aparecem como uma
importante linha de pesquisa. A aplicacado da levedura cervejeira seja na alimentacéo
humana, animal ou processos biotecnolégicos podem contribuir positivamente no
contexto ambiental e econémico.

PALAVRAS-CHAVE: subproduto, Saccharomycessp., caracteristicas, aproveitamento,
aplicacao.

ABSTRACT: Beer is a drink consumed worldwide, being one of the most appreciated.
It is a product obtained from the alcoholic fermentation of brewer’s wort from barley
malt and drinking water by yeast, with the addition of hops. During its processing,
various wastes and by-products are generated, with malt grains, hops and yeast being
the most common in fermentation. Among these, the yeast biomass Saccharomyces
sp. gains emphasis because of the quantity in which it is produced and its often
inappropriate disposal. Part of this yeast is intended for animal feed, however, research
shows that its application in human food appears as a viable alternative, providing a
wide use of it. In this context, the present work aims to carry out a bibliographic review
of this brewery byproduct, emphasizing its characteristics and potential applications.
This research was carried out by consulting books and scientific articles, which were
selected in recognized databases. The works found on the characteristics and possible
applications of this by-product appear as an important line of research. The application
of brewer’s yeast in human food, animal or biotechnological processes can contribute
positively in the environmental and economic context.

KEYWORDS: by-product, Saccharomycessp., characteristics, exploitation, application.

11 INTRODUGCAO

A cerveja € a quinta bebida mais consumida no mundo, perdendo apenas para
chas, bebidas carbonatadas, leite e café. Na industria de alimentos e bebidas, o setor
cervejeiro detém importante posicao na economia, com uma estimativa de consumo
mundial anual superior 188 milhdes de quilolitros no ano de 2013 (KIRIN BEER
UNIVERSITY, 2014). De acordo com a Associagao Brasileira da Industria da Cerveja
(2016) o Brasil ocupa o terceiro lugar no ranking mundial de producéo de cerveja, com
14 bilhdes de litros por ano, representando 1,6% do PIB Nacional.

A cerveja é considerada uma bebida nutritiva, pois apresenta em sua composicao
proteinas, carboidratos (glicose, maltose, frutose, etc.), sais minerais (calcio, fésforo,
potassio, magnésio, etc.) e vitaminas do complexo B (BRIGGS et al., 2004; ALIYU;
BALA et al., 2011). E uma bebida obtida a partir da fermentacédo alcodlica do mosto
cervejeiro oriundo do malte de cevada e agua potavel, por acdo de levedura, com a
adicao de lupulo (BRASIL, 2009). No entanto, durante sua fabricacéo, varios residuos
e subprodutos sé&o gerados, sendo os mais comuns graos de malte, lUpulo e levedura
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excedente da fermentacdo (MUSSATTO et al., 2009).

Em industrias cervejeiras, a producdo da cerveja inicia-se com o processo de
brasagem, o qual compreende as etapas de moagem do malte, mosturacao, clarificacéo
e fervura (FILLAUDEAU; BLANPAIN-AVET; DAUFIN, 2006). Na sequéncia realiza-se 0
resfriamento do mosto e a aeracdo do mesmo, seguida de fermentacédo, maturacéo e
filtracdo. Na etapa de fermentacéao a levedura é adicionada ao mosto, convertendo os
acucares presentes no malte em etanol e diéxido de carbono. Na etapa de maturacéo,
observa-se a separacao da biomassa de levedura do restante do sobrenadante. Apos
afiltracdo, a cerveja segue para envaze e pasteurizacdo, enquanto parte da levedura é
novamente adicionada ao processo de fermentacao e a parte excedente € descartada
(MUSSATTO et al., 2006).

A biomassa da levedura Saccharomyces sp. representa para o0 Brasil um
subproduto de interesse, pois além de ser gerada durante a fabricacdo de bebidas
fermentadas, como cerveja, cachaca e vinho, também é originada durante a produgao
de etanol. Tipicamente, a quantidade total de biomassa da levedura Saccharomyces
produzida na fermentagcao por cerveja lager, por exemplo, é de cerca de 1,7 kg/m3®a
2,3 kg/m® de produto final (HELLBORG; PISKUR, 2009; HUIGE, 2006). Assim, por
exemplo, em 2016, foram produzidos no Brasil mais de 14 bilhdes de litros de cerveja
(CERVBRASIL, 2016), consequentemente, foram gerados aproximadamente 24
milhdes de quilos de levedura residual. Em vista disso, estudos que buscam viabilizar
a aplicacdo dessa biomassa para outras finalidades podem contribuir para duas
principais vertentes: viabilidade econdmica e agcdo ambientalmente correta.

Neste contexto, o presente trabalho tem por objetivo realizar uma revisao
bibliografica da biomassa da levedura cervejeira, enfatizando suas caracteristicas
gerais e potenciais aplicagoes.

2| METODOLOGIA

Este estudo constitui-se de uma revisédo da literatura sobre a levedura residual
cervejeira, realizada entre agosto de 2016 e abril de 2017, na qual realizou-se
uma consulta a livros, periddicos e artigos cientificos que abordavam o tema, as
caracteristicas, aplicacoes e estudos de viabilidade desse subproduto. Foi encontrada
uma gama variada de estudos nessa linha de pesquisa, porém foram selecionadas
algumas fontes com diferentes segmentos de pesquisa para o desenvolvimento deste
trabalho.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A levedura residual cervejeira e suas caracteristicas

A levedura Saccharomyces cerevisiae € amplamente utilizada na producéo de
etanol, produtos de panificacédo, assim como no processamento de bebidas alc6olicas
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fermentadas (cervejas, vinho, cachaca). Na fabricacéo de cervejas, essa espécie de
levedura & o bioagente responsavel por converter o amido presente no malte, em
etanol e didxido de carbono, processo conhecido como fermentacéo alcoolica. Quando
a fermentacdo é encerrada, segue-se o periodo de maturacdo, onde a massa de
levedura excedente € recuperada por sedimentacéao natural (MUSSATTO et al., 2006).

Devido seu rapido crescimento durante a etapa de fermentacdo, a massa da
levedura pode multiplicar-se cerca de 3 a 5 vezes, gerando um excedente de producéo,
tornando-se o segundo maior residuo das cervejarias (BRIGGS et al., 2004). O processo
de reciclo da levedura é uma pratica comum nas industrias cervejeiras, entretanto, ha
limitacdo no numero de reutilizacéo, de forma a manter a eficiéncia de producéo e a
qualidade da bebida (OLAJIRE, 2012).

A levedura cervejeira é considerada segura, apresentando significativo carater
proteico (entre 40% e 58%), com apresenca de aminoacidos essenciais (acido glutamico,
histidina, alanina) (VIEIRA et al., 2016), carboidratos, sais minerais e vitaminas do
complexo B (BEKATOROU et al., 2006; FERREIRA et al., 2010; VIEIRA; BRANDAO;
FERREIRA, 2013). A Unica espécie totalmente aceitavel como alimento para seres
humanos é a levedura Saccharomyces cerevisiae (FILLAUDEAU; BLANPAIN-AVET;
DAUFIN, 2006).

Dessa forma, o excedente de levedura da fermentacdo alcodlica pode ser
aproveitado na alimentacdo animal e humana em sua forma integra ou de derivados
de levedura, tanto para enriquecimento nutritivo e funcional (MUSSATTO et al, 2006),
como um coadjuvante de producédo (flavorizante, antioxidante, emulsificante) de
alimentos (PINTO, 2011). Entretanto, a utilizacdo da levedura integra em produtos
alimenticios é geralmente limitada devido ao odor e sabor indesejaveis da levedura
seca (HALASZ; LASZTITY, 1991). Outro fator limitante na utilizacdo da biomassa de
levedura como fonte proteica para consumo humano é o seu alto conteudo de &cido
nucleico, principalmente o acido ribonucleico (RNA), que pode atingir um terco do total
proteico da célula (WASLIEN et al., 1970).

A separacao de compostos de levedura intracelular para uso em aplicacbes
alimentares requerem meios eficientes de separacdo da parede celular. Varias
metodologias para a reparticdo do fermento foram relatadas por outros autores,
entre elas, destacam-se: métodos fisicos, como temperaturas elevadas (TANGULER;
ERTEN, 2009), ultrassom (GAO et al., 2014), alta pressdao (SHYNKARYK et al., 2009);
métodos quimicos, com a utilizacdo de alcalis, solventes orgéanicos, detergentes e
acidos (YAMADA et al., 2010; ISHII et al., 2016); e métodos enzimaticos (TORRESI et
al., 2014). Ainda, alguns reagentes e técnicas podem ser empregados para isolamento
da proteina de levedura com baixo teor de RNA (FERREIRA et al., 2010).

Aplicacoes da levedura residual cervejeira

A levedura cervejeira € comercializada em sua maioria como alimento para
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animais, com custo inferior, apos a inativagao da levedura pelo calor. Estudos mostram
gue as leveduras secas sao uma excelente fonte de proteina para suinos e ruminantes
(HUIGE, 2006), podendo auxiliar também no crescimento de peixes (LARA-FLORES
et al., 2002), e como fonte de nutrientes para o crescimento de micro-organismos
exigentes ou a formacao de produtos relacionados (FERREIRA et al., 2010).

A biomassa de levedura pode ser utilizada na industria de alimentos para
produzir concentrados de proteina de levedura (e isolados) enquanto ainda retém
suas propriedades funcionais e valores nutritivos. Produtos de levedura de cerveja
sao normalmente encontrados na forma de pés, flocos ou comprimidos, ou em forma
liquida. A levedura liquida contém fermento digerido enzimaticamente para melhor
digestéo, absorcéao e utilizacao. Estes produtos podem ser aspergidos em alimentos,
usados como tempero ou misturados com leite, sucos, sopas e molhos (FERREIRA et
al., 2010).

A aplicacdo de derivados de levedura, como ingrediente flavorizante e
complemento nutritivo dos alimentos, tém sido bastante enfatizados na literatura. O valor
nutritivo, particularmente da proteina, de preparados de células integras e rompidas
mecanicamente e de concentrados proteicos de Saccharomyces sp., também vem
ganhando espaco na literatura (HALASZ; LASZTITY, 1991; CABALLERO-CORDOBA;
PACHECO; SGARBIERI, 2000).

Diversos trabalhos avaliaram a utilizacdo desses derivados de levedura em
alimentos, entre eles estdo: extrato de levedura em salsichas (YAMADA et al., 2010)
e presuntos (PANCRAZIO et al.,, 2016); autolisado desidratado em pao de queijo
(RAMOS et al., 2011); autolisado e extrato em farinhas de milho (ALVIM et al., 2002)
e macarrao (SANTUCCI et al., 2003); autolisado desidratado em farinhas a base de
mandioca (PINTO, 2011) e mingau de tapioca (PINTO et al, 2010).

41 CONCLUSAO

A partir do exposto, nota-se que a levedura residual cervejeira representa uma
importante linha de estudo referente as suas caracteristicas e possibilidades de
aplicacao, ja que a proteina derivada de micro-organismos unicelulares é uma fonte
alternativa viavel, podendo substituir proteinas convencionais de alto custo. Abiomassa
de levedura pode ser empregada na industria de alimentos para produzir concentrados
e isolados proteicos de levedura, mantendo suas propriedades funcionais e valores
nutritivos, podendo ainda ser aplicada como um coadjuvante de produgao.
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RESUMO: A mortadela € um embutido carneo
de elevada aceitacdo mundial e com producéao
crescente no Brasil. Contudo, devido ao
elevado teor de gordura em sua composicao,
este produto sofre oxidagado lipidica, a qual
agrava-se no periodo de armazenamento.
Para diminuir estes mecanismos oxidativos,
comumente é utilizado o eritorbato de sbdio
como antioxidante sintético, porém, existe
uma forte tendéncia pelo uso de ingredientes
naturais em produtos processados no intuito
de agregar as caracteristicas tecnologicas
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sensoriais a uma alimentacédo saudavel. Por
este motivo, o objetivo deste presente trabalho
foi elaborar formulacbes de mortadela com
adicdo de farinha de semente de abdbora (1,3 e
5%) como antioxidante natural em comparacao
ao eritorbato de sodio e analisar estes produtos
quantos suas caracteristicas de composicéo
centesimal, fisica, instrumental e sensorial
e a oxidacéao lipidica no periodo de 60 dias.
Verificou-se que a maior taxa de substituicéo do
antioxidante sintético pela farinha influenciou
no aumento do teor de proteina e lipidios totais
diminuindo o teor de umidade. A elevacéo
da concentracédo desta farinha também foi
evidenciada na analise de TBARS, a qual
indicou redugdo da oxidacéo lipidica durante
0 periodo de armazenamento, possibilitando
sua aplicacdo em produtos carneos. A adicao
de diferentes concentracbes desta farinha
nao demonstrou ser significante quanto a
textura instrumental, pH e quanto ao parametro
luminosidade. Para a analise sensorial, a
formulacéo com até 3% de antioxidante natural
nao apresentou diferencas estatisticas com
relacao a padrao com antioxidante sintético, em
todos os atributos avaliados.

PALAVRAS-CHAVE: Embutidocarneo; TBARS;

eritorbato de sodio; antioxidante natural.

ABSTRACT: The mortadella
embedded with high acceptance worldwide

is a meat
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and with increasing production in Brazil. However, due to the high fat content in its
composition, this product undergoes lipid oxidation, which worsens in the storage
period. To reduce these oxidative mechanisms, sodium erythorbate is commonly used
as a synthetic antioxidant. However, there is a strong trend towards the use of natural
ingredients in processed products in order to aggregate the sensory technological
characteristics to a healthy diet. For this reason, the objective of this present work
was to elaborate formulations of mortadella with addition of pumpkin seed flour (1, 3
and 5%) as a natural antioxidant in comparison to sodium erythorbate and to analyze
these products how many their characteristics of centesimal composition, physical,
instrumental and sensorial and lipid oxidation in the period of 60 days. It was verified
that the greater substitution rate of the synthetic antioxidant for the flour influenced in
the increase of the protein content and total lipids decreasing the moisture content.
The increase of the concentration of this flour was also evidenced in the TBARS
analysis, which indicated reduction of the lipid oxidation during the storage period,
allowing its application in meat products. The addition of different concentrations of
this flour did not prove to be significant regarding the instrumental texture, pH and
the luminosity parameter. For the sensory analysis, the formulation with up to 3% of
natural antioxidant did not present statistical differences in relation to the standard with
synthetic antioxidant, in all attributes evaluated.

KEYWORDS: Meat sausage; TBARS; sodium erythorbate; natural antioxidant.

11 INTRODUCAO

De acordo com a Instrucdo normativa n.° 4 do Ministério da Agricultura
Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) a mortadela é designada como produto carneo
industrializado, obtido de uma emuls&o das carnes de animais de acougue, acrescido
ou nao de toucinho, adicionado de ingredientes, embutido em envoltério natural ou
artificial, em diferentes formas, e submetido ao tratamento térmico adequado (BRASIL,
2000).

Por se tratar de um produto industrializado com teor de lipidios
consideravel (maximo de 30%), a mortadela estd sujeita a oxidagcao
lipidica, sendo necessario 0 uso de mecanismos que minimizem estas
intercorréncias. Segundo Bourscheid (2009) essas reagbes quimicas do
oxigénio atmosférico com o alimento sdo acelerados na presenca de
determinados ions metalicos livres e também pela acdo da luz e do calor.

Uma das alternativas para reduzir o efeito oxidante € utilizar-se de agentes
sintéticos como o eritorbato de sb6dio, empregado frequentemente em derivados
carneos devido seu amplo espectro de atuacéo, além de possuir atividade em baixas
concentracbes sem alterar as caracteristicas do alimento processado (ADTEC, 2015).

Contudo, o apelo por ingredientes naturais tem sido frequentemente questionado
por consumidores preocupados com a saude, mobilizando érgéos de pesquisa a
buscarem fontes vegetais de compostos com propriedades antioxidantes. Conforme
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descrito por Garcia, Kimura e Mauro (2005), a farinha de semente de abdbora apresenta
propriedades antioxidantes devido a presenca de vitamina E, principalmente na forma
dos isébmeros y-tocoferol e a-tocoferol.

Analisando a relevancia de investigar matérias-primas que possuam apelo natural
e que muitas vezes sao descartadas no processo industrial, 0 objetivo deste trabalho
foi desenvolver formulagcbes de mortadela tipo Bologna adicionada de diferentes
percentuais de farinha de semente de abdbora (FSA) e realizar analises com intuito de
investigar sua agdo antioxidante sem comprometer as carateristicas tecnologicas do
embutido carneo.

2| MATERIAL E METODOS

Com o intuito de definir as melhores condi¢des para o preparo da mortadela
foram realizados pré-testes, os quais possibilitaram a descri¢cao das formulacdes finais
conforme demonstrado na Tabela 1.

Ingredientes *FP (%) F1 (%) F3 (%) F5 (%)
Carne suina 46,18 46,18 46,18 46,18
Carne bovina 12,00 12,00 12,00 12,00
CMS 20,00 20,00 20,00 20,00
Toucinho 8,00 8,00 8,00 8,00
Gelo 8,00 7,25 5,25 3,25
Fécula de mandioca 2,00 2,00 2,00 2,00
Cura para cozidos 0,25 0,25 0,25 0,25
Eritorbato de sodio 0,25 0,00 0,00 0,00
Farinha de semente de abdbora 0,00 1,00 3,00 5,00
Fosfato 0,50 0,50 0,50 0,50
Condimento para mortadela 0,75 0,75 0,75 0,75
Sal 1,70 1,70 1,70 1,70
Alho em po6 0,20 0,20 0,20 0,20
Sabor de fumaga em p6 0,05 0,05 0,05 0,05
Pimenta branca 0,02 0,02 0,02 0,02
Glutamato monossédico 0,10 0,10 0,10 0,10
TOTAL 100 100 100 100

Tabela 1. Propor¢éo dos ingredientes utilizados nas formulagdes de mortadela tipo Bologna

*FP: Formulagcéo padrao com eritorbato de sddio (antioxidante sintético); F1: Formulagdo com
1% de adicao de farinha de semente de abdbora; F3: Formulacdo com 3% de adi¢éo de farinha
de semente de abdbora; F5: Formulagédo com 5% de adicao de farinha de semente de abobora.

Para o preparo da mortadela, inicialmente, as carnes (bovina e suina) e a carne
mecanicamente separada (CMS) foram submetidos a uma etapa de desintegracéo
em moedor tipo cutter (marca Mado Garant) e a esta mistura foram incorporados o
sal, os fosfatos seguidos dos demais ingredientes, incluindo o antioxidante (sintético
ou natural). Apds obter a emulsdo carnea, a massa foi embutida manualmente em
envoltério artificial a base de celulose e submetidas ao cozimento em estufa (marca
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Ellen) com umidade relativa em 98% sendo a temperatura crescente no decorrer das
etapas (55°C/30 min.; 65°C/45 min.; 75°C/45 min.; 85°C até atingir a temperatura
interna de 72°C). As mortadelas foram armazenadas em camara fria, a temperatura
de 7°C+2°C até a realizagao das analises.

Com relacao as analises realizadas, determinou-se a composicdo centesimal
segundo as normas da AOAC (2005), sendo a umidade realizada em estufa a 105
°C, o teor de cinzas avaliado por incineracdo em mufla a 550 °C e a proteina bruta
determinada pelo método de Semi Kjeldahl utilizando o fator de conversdo de 6,25.
Para os lipidios totais utilizou-se a metodologia proposta por Bligh e Dyer (1959) e os
carboidratos totais foram calculados por diferenca conforme a Resolugao RDC n° 360,
de 23 de dezembro de 2003, de acordo com a Equacédo 1 (BRASIL, 2003).

CT=[100—(umidade+cinzas+proteina bruta+lipidios totais)]

Para a oxidacéo lipidica, o periodo de analise foi de 60 dias, utilizando o método
de TBARS (Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico) segundo a metodologia
descrita por Tarladgis, Pearson e Dugan (1964), modificado por Crackel et al. (1988).
Foram utilizadas 10 g de amostra adicionada de 98 mL de agua deionizada; 2,5 mL de
acido cloridrico (4 mol.L") e 2 gotas de antiespumante (8 partes de Span 80 + 1,3 partes
de Tween 20) em erlenmeyer de 500 mL. Em seguida a solucéo foi destilada por 10
min e 50 mL do destilado foi coletado. O destilado foi homogeneizado e aliquotas de 5
mL foram transferidas para um tubo de ensaio com tampa rosqueavel. Posteriormente,
foram adicionados 5 mL de solu¢éo de TBAR (0,02 mol.L ') e os tubos foram aquecidos
a 85 °C por 35 min., sendo resfriados a temperatura ambiente com realizacdo da
leitura em espectrofotdbmetro UV-visivel (Lambda XLS, Perkin Elmer) a 530 nm. Uma
curva padrao foi preparada utilizando solucéao de 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) em
agua deionizada nas concentragdes de 0,01 a 2,0 mol.L" de TEP. Os resultados foram
expressos em mg de MDA .kg™' de amostra.

As medidas de pH foram realizadas a temperatura ambiente utilizando
potenciébmetro (modelo pH 21, marca Hanna) conforme o preconizado pela legislacéo
(BRASIL, 2017). A cor foi determinada em equipamento colorimetro (modelo Chroma
Metter CR-400s, marca Konica Minolta) nas coordenadas do sistema CIE/LAB: L*
(luminosidade) a* [tonalidades de vermelho (a+) a verde (a-)] e b* [tonalidades de
amarelo (b+) a azul (b-)].

A forca de cisalhamento foi avaliada com o texturébmetro (modelo Stable Micro
Systems, marca TA.HD plus) equipado com lamina Warner-Bratzler Blade e célula de
carga de 5 kg, operando a uma velocidade de 5,0 mm/s e distancia de 20 mm, com
resolucdo de 0,001 mm. Os resultados da forca minima necessaria para efetuar o
corte foram expressos em Newton (N).

Para a analise sensorial as formula¢cdes de mortadela foram submetidas a um
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painel de 120 provadores né&o treinados, os quais realizaram o teste de aceitacéo para
os atributos sabor, cor, aroma, textura, aparéncia e impresséao global utilizando-se
da escala hedbnica de 9 pontos, onde, 9 corresponde ao item gostei muitissimo e 1
desgostei muitissimo (DUTCOSKY, 2011).

Os resultados das analises foram obtidos pela média da triplicata e submetidos
a analise de variancia (ANOVA). Para a andlise da oxidacao lipidica analisou-se a
existéncia de diferenga significativa no periodo avaliado, com teste de médias de
Tukey usando nivel de significancia 5% (STATSOFT, 2004).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises da composicdo centesimal das formulacdes de
mortadela estao disponibilizados na Tabela 2.

De acordo com a legislagao vigente, o limite maximo para umidade, gordura
e carboidratos totais € de 65, 30 e 10%, respectivamente, enquanto para proteina,
o limite minimo é de 12%. Observando os resultados (Tabela 2) nota-se que todas
as formulacdes apresentaram valores dentro dos parametros exigidos pelo érgéo de
legalizacéo (BRASIL, 2000).

~ Umidade Cinzas Proteina bruta  Lipidios totais ~ Carboidratos totais
Formulacbes
(g/100 g) (9/100 g) (9/100 g) (g/100 g) (9/100 g)
FP 53,26+ 0,982 4,03+0,13¢ 15,45+0,35° 18,56+0,69° 8,70+1,13¢2
F1 51,81+ 0,05®°  4,09+0,012 15,78+0,26° 19,10+0,27° 9,22+0,152
F3 50,13+ 0,20° 4,150,122 16,65+0,262 19,51+0,15° 9,56+0,272
F5 47,24+ 1,36° 4,21+0,112 17,30+0,252 21,34+0,352 9,910,182

Tabela 2. Composicéo centesimal das formula¢des de mortadela tipo Bologna

Médias seguidas de letras mindsculas na mesma coluna nédo diferem significativamente pelo
Teste de Tukey (p <0,05).

Com relacdo a umidade, a formulacdo padrdo mostrou-se diferente
estatisticamente de F3 e F5, mas ndo demostrou ser diferente de F1. Pode-se observar
que com o aumento da concentracédo de FSA (3 e 5%) o teor de umidade diminuiu
proporcionalmente, o que pode ter ocorrido devido a baixa umidade encontrada na
FSA (5,89 g/100g dado nao apresentado).

Quanto as cinzas e carboidratos totais, ndo foram observadas diferencas
significativas entre as formulacbes. Portanto, a adicdo da FSA em todas as
concentragcdes nao alterou a composicao das formulagdes de mortadela tipo Bologna
guanto a estes parametros.

Contudo, o incremento de FSA influenciou proporcionalmente o aumento do
teor proteico, sendo que F3 e F5 apresentaram as maiores médias sendo 1,08 e
1,12 vezes maior que a formulacéo padrao e estatisticamente diferentes de FP e F1.
Esses resultados, provavelmente tiveram contribuicdo do teor proteico da FSA, a qual
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apresentou valores aproximados de 30 g/100g (dado n&o apresentado).

Na andlise de lipidios totais, notou-se que F5, diferiu significativamente das
demais formulacdes. Observou-se a elevacdo deste pardametro conforme a maior
concentracao de FSA, uma vez que esta farinha apresentou alto teor lipidico (36,76
g/100 g dado ndo apresentado) corroborando com o aumento deste componente nas
formulacbes de mortadela. Segundo Applequist et al. (2006) entre os lipidios que
compde as sementes de abdbora, a maior fragdo corresponde aos acidos graxos
monoinsaturados sendo o acido oleico o majoritario com valores entre 43,09 a 50,31%
do total de conteudo lipidico.

Para as analises fisica e instrumental os resultados podem ser observados na

Tabela 3.
- Forca de cisalha- Parametros de cor
Formulagbes pH
mento (N) L* a* b*
FP 6,50+0,132 8,52+0,211 57,01 £ 0,642 8,14+0,25° 13,26+0,09°
F1 6,73+0,042 8,54+0,27¢2 56,69 + 0,952 10,47+0,27¢ 13,45+0,24°
F3 6,65+0,06° 8,56+0,162 56,45 + 0,792 8,57+0,22° 12,15+0,25°
F5 6,63+0,032 8,110,112 56,59 + 1,002 7,90+0,11° 14,79+0,092

Tabela 3. Analise fisica e instrumental das formula¢des de mortadela tipo Bologna

Médias seguidas de letras mindsculas na mesma coluna nao diferem significativamente pelo
Teste de Tukey (p <0,05).

Para o pH n&o foram encontradas diferencas significativas entre as
formulacbes, demonstrando que a adicdo de FSA nas diferentes proporcbes nao
desenvolveu componentes que pudessem alterar as caracteristicas da mortadela. Para
a forca de cisalhamento, também observou-se que a adicao de FSA nao apresentou
diferencas significativas no parametro textura uma vez que a quantidade utilizada
representa menos de 6% do total de ingredientes utilizados.

Na analise de cor, ndo foram observadas diferencas significativas entre
as formulacbes de mortadela quanto ao pardametro L*, sendo este inferior a 60
(L*<60), denotando baixa luminosidade. Em relacéo aos valores de a*, F1 mostrou-
se estatisticamente diferente (p£ 0,05) das demais, entretanto, todas as formulacdes
apresentaram valores positivos para esse parametro, indicando que as mesmas
tendem para a coloragdo vermelha, caracteristico deste embutido carneo. Para os
valores de b* observou-se que F3 e F5 diferiram entre si e das demais formulagoes,
apresentando as maiores médias, conforme o aumento na concentracdo de FSA, o
que pode ter relacdo com a coloragcado amarela da farinha.

Para a oxidacéo lipidica, os resultados das formulacdes de mortadela analisadas
no periodo de 60 dias podem ser visualizados na Tabela 4.
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Tempo (dias) FP F1 F3 F5

0 1,95+0,18 0,44+0,088 0,27+0,02°8 0,18+0,02¢®
30 2,400,102 0,45+0,07°8 0,29+0,02°cB 0,20+0,02¢®
60 1,95+0,18** 0,63+0,03* 0,38+0,03 0,31+0,03

Tabela 4. Analise da oxidagéo lipidica (mg.MDA/kg") das formula¢des de mortadela tipo
Bologna

Médias seguidas de letras minGsculas na mesma linha e letras maiusculas na mesma coluna néo diferem
significativamente pelo Teste de Tukey (p <0,05).

Todas as formulacdes adicionadas de FSA diferiram de FP nos periodos
analisados, sendo que a oxidacéo lipidica na formulagdo com eritorbato de sodio
permaneceu constante ao longo dos 60 dias chegando a valores de TBARS, 12
vezes superior que F5 e 8,27 vezes superior que F3, no periodo de 30 dias de
armazenamento. Isto demonstra que as formulacbes de mortadela adicionadas da
farinha apresentaram menor valor de oxidacgéo lipidica quando comparada a padrao,
adicionada de antioxidante sintético, desde o tempo 0 dia de armazenamento. Ainda, o
cozimento deste produto carneo em temperaturas entre 55 a 85°C por periodo superior
a 2 horas néo afetou a atividade antioxidante da farinha de semente de abobora.

As formulacbées de mortadelas adicionadas de FSA apresentaram maior valor
de oxidacgéo lipidica conforme o aumento do periodo de armazenamento refrigerado,
porém, nao foi constatada diferenca significativa entre 0 e 30 dias, indicando
estabilidade dos componentes antioxidantes presentes na FSA. Ainda, a formulagéo
F5, com maior proporcéao de FSA diferiu de F1 em 0, 30 e 60 dias de andlise, indicando
gue maiores taxas de FSA (3 e 5%) tiveram menor indice de oxidacdo. A mesma
tendéncia foi observada por Abreu et al., (2015) ao adicionar acido anacardico em
mortadelas de frango, o qual obteve valores de TBARS similares aos encontrados no
presente trabalho. Do mesmo modo, Pereira et al. (2010) demonstrou que o extrato
da casca de manga (Mangifera indica L.) apresentou efeito antioxidante em mortadela
durante o periodo de estocagem sob resfriamento, tendo efeito similar ao do BHT.

A legislagdo brasileira ndo indica um valor maximo permitido de TBARS
para mortadela, contudo, mesmo alcancando resultados superiores as demais, a
formulacé@o padrao também enquadrou-se dentro do valor recomendado para o indice
de oxidacéo lipidica (inferior a 3 mg/kg) o qual considera o produto carneo em bom
estado de conservacédo conforme citado por Al-kahtani et al., (1996). O mecanismo
de efeito protetor da FSA, a qual reduziu os valores de TBARS nas formulagbes de
mortadela, provavelmente, deve-se ao fato da presenca de vitamina E principalmente
na forma dos isémeros y-tocoferol e a-tocoferol, inibindo os radicais livres (GARCIA,
KIMURA e MAURO, 2005). Berasategi et al. (2011) também observou que o extrato
de melissa (Melissa officinalis) apresentou efeito antioxidantes em mortadela Bologna
sendo justificado pela presenca de flavonoides e acido hidroxicinamico.

Quanto a analise sensorial, os resultados do teste de aceitacéo estdo na Tabela
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5. Para o atributo cor, pode-se observar que F5 diferiu das demais formulagdes, sendo
FP, F1 e F3 estatisticamente semelhantes entre si. Estes dados podem ser justificados
pela adicdo de maior concentracdo de farinha de semente de abdbora a qual possui
coloracao amarela, tendo influenciado também na analise instrumental de cor quanto
ao parametro b* em relacdo a padrao. Yunes (2010) relata que a comparacao dos
parametros colorimétricos € especialmente dificil, pela cor ser altamente especifica,
podendo alterar mediante minima modificagdo em uma formulagéo, onde a alteracéo
de somente alguns ingredientes pode modificar a cor do produto.

Formulagbes Cor Aroma Maciez Sabor Impressao global
FP 6,60+1,482 6,96+1,402 7,19+1,252 7,03+1,56%° 6,73+1,432°
F1 6,95+ 1,672 6,97+ 1,632 7,31+ 1,312 7,48+ 1,432 7,26+ 1,392
F3 6,41+ 1,792 6,58+ 1,79% 6,91+ 1,60* 6,83+ 1,76 6,58+ 1,64°
F5 5,42+ 2,11° 6,31+ 1,87° 6,43+ 1,69° 6,37+ 1,89° 6,01+ 1,90°

Tabela 5. Analise sensorial das formula¢des de mortadela tipo Bologna

Médias seguidas de letras mindsculas na mesma coluna nao diferem significativamente pelo Teste de Tukey (p
<0,05).

Nos atributos aroma e maciez verificou-se que as formulagdes FP, F1 e F3 nao
diferiram estatisticamente entre si (p<0,05). Porém a formulacéo F5 apresentou a menor
média para estes atributos indicando que a adicdo de maiores propor¢cdes da farinha
influenciou negativamente na percepcéo do provador. Contudo, quando comparado a
avaliagdo sensorial de maciez com os resultados da analise de forgca de cisalhamento,
observou-se que a adi¢do da farinha mesmo que em diferentes concentracées néao
alterou a textura do produto.

Com relagédo ao atributo sabor, verificou-se que a formulacdo com maior
aceitabilidade foi a F1, sendo que a mesma nao apresentou diferencas significativas
com a padrao (FP). Nota-se que, concentracdes com até 3% de farinha de semente de
abobora poderia ser utilizada no preparo de mortadelas sem interferéncias no sabor.
Berasategietal. (2011) também observaram que a adic&o de extrato de melissa (Melissa
officinalis) como antioxidante natural em mortadelas tipo Bologna repercutiu em menor
nota para o atributo sabor. Quanto a impresséo global, a maior nota alcancada foi
para a formulacdo F3, sendo que a mesma nao diferiu estatisticamente da padréo.
Observou-se que a F5 foi a que recebeu a menor nota para este atributo, diferindo-se
de todas as formulagdes.

41 CONCLUSAO

O wuso da farinha de semente de abbobora em substituicdo ao
antioxidante sintético nao interferiu nas caracteristicas de composi¢cao centesimal
das formulacdes de mortadela em relagcao aos parametros da legislacao vigente para
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este produto. Contudo, pode-se observar que 0 aumento na concentracéo da farinha
elevou proporcionalmente o teor proteico e de lipidios totais, com redu¢do no teor
de umidade. Nao foram observadas diferencas significativas entre as formulacées
para os quesitos de pH, textura instrumental e pardmetro de luminosidade. Para a
oxidacgéo lipidica, as formulagbes adicionadas da farinha apresentaram menor indice
de TBARs com relacéo a mortadela padréo elaborada com o eritorbato de sodio, além
de apresentarem menores indices de oxidacéo no periodo de armazenamento desde
o tempo 0 até 60 dias. Quanto a aceitacao sensorial, a adicéo de até 3% de farinha de
semente de abdbora mostrou resultados significativos para todos os atributos julgados
sem diferenciar-se daformulacéo padrao. A utilizacdo da farinha de semente de ab6bora
em produtos industrializados mostrou-se promissora, contudo ha a necessidade de
aprimorar as investigacoées a fim de obter maior clareza sobre os mecanismos de
oxidacao, podendo inclusive aumentar a vida util de embutidos carneos preservando
suas caracteristicas nutricionais e sensoriais.
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CAPITULO 11
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RESUMO: Queijos frescos como a ricota,
séo excelentes meios para a proliferacdo de
micro-organismos indesejaveis, pois estes
apresentam elevada atividade de agua e uma
grande diversidade nutricional. Tendo em vista
seu reduzido teor de gordura e alto indice
proteico, torna-se um produto muito consumido
pela populacdo que deseja uma alimentacao
saudavel. Nesse contexto, o presente estudo
objetivou pesquisar coliformes a 45°C em Queijo
tipo Ricota comercializado em supermercados
na cidade de Maceid, AL. Foram encontradas
10 marcas comerciais de queijo tipo ricota no
comércio varejista, sendo identificadas pelas
letras do alfabeto A, B, C, D, E, F, G, H, l e J.
Destas, de acordo com a disponibilidade nos
supermercados, foram coletadas 17 amostras
de lotes diferentes, sendo 4 (A),3(B),2(DeE) e
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1(C, E, G, H, e J). As analises microbiol6gicas
foram realizadas pela técnica do Numero Mais
Provavel. As contagens de coliformes a 45°C
obtidos nesta pesquisa variaram de > 1100
NMP/g a <3 NMP/g, porém apenas a marca
comercial C e G apresentaram contagens acima
do preconizado pela legislagcdo. Diante dos
resultados obtidos foi verificada presenca de
micro-organismos indicadores de contaminacgéo
fecal, sugerindo um produto elaborado sob
inadequadas,
portanto o queijo tipo Ricota pode representar
risco a saude publica.

PALAVRAS-CHAVE: Doencas Transmitidas por
Alimentos, Perfis Sanitarios, Queijo, Antigenos

condicbes higiénico-sanitarias

de Bactérias.

ABSTRACT: Fresh cheeses such as ricotta,
are excellent means to the proliferation of
because they
have a high water activity and a great nutritional

undesirable microorganisms,
diversity. In view of your reduced-fat and
high protein content, becomes a product very
consumed by people who want to eat healthily.
In this context, the present study aimed to search
the 45 °C coliforms in Ricotta-type cheese sold
in supermarkets in the city of Macei6, AL were
found 10 trademarks of ricotta cheese in the
retail trade, being designated by letters of the
alphabet A, B, C, D, E, F, G, H, | and J of these,
according to the availability in supermarkets, 17
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samples were collected from different lots, being 4 (A), 3 (B), 2 (D) and (e) and 1 (C, E,
G, H, I and J). Microbiological analyses were carried out by the most probable number
technique. Coliform counts the 45 degrees obtained in this survey ranged from 1100
MPN/g > < 3/g, NMP but only the trademark C &amp; G submitted scores above the
established by the legislation. On the results obtained was verified the presence of
micro-organisms indicators of faecal contamination, suggesting a product prepared
under sanitary hygienic conditions unsuitable, so the cheese like ricotta cheese can
pose risk to public health.

KEYWORDS: Foodborne Diseases, Childhood Diarrhea, Sanitary Profiles, Cheese,
Antigens Bacterial.

11 INTRODUCAO

O queijo tipo ricota é de origem italiana, constituido basicamente de lactoalbumina
e lactoglobulina, proteinas essenciais para a melhoria do sistema imunoldgico.
Apresenta ainda, teores reduzidos de gordura e sal. A producdo da ricota ocorre
utilizando-se como matérias-primas as proteinas do soro do leite fresco pasteurizado,
0s quais sé&o submetidos a tratamento térmico e acidificacao (ESPER et al., 2007).

Pelo seu baixo teor de gordura, alta digestibilidade e auséncia de sal, a ricota é
considerada um produto leve e dietético, mundialmente consumido em muitas dietas
alimentares. Nos ultimos 5 anos, o produto aumentou sua produg¢ao em cerca de 35%,
nuameros referentes a estabelecimentos sob inspecao federal (ABIQ, 2001).

Este queijo, por apresentar elevada umidade e alto teor de nutrientes, tem elevado
potencial em sofrer deterioragdes/contaminagcdes de origem microbiana, podendo
causar toxinfecgdes de origem alimentar graves (NICOLAU et al., 2001).

A presenca de contaminagdo microbiana neste tipo de alimento, esta relacionada
provavelmente a aquisicao de matéria-prima de ma qualidade sanitaria e adogcao de
técnicas higiénicas inadequadas durante o processamento, que comprometem a
seguranca do produto final (TIMM et al., 2004).

Segundo Costa et al (2002), diversos surtos de doencas de origem alimentar tém
sido associados a ingestao de produtos lacteos em razao, principalmente, da presenca
de Staphylococcus aureus e Escherichia coli pertencente ao grupo coliforme a 45°C.

A pesquisa de coliformes a 45°C ou de E. coli nos alimentos fornece, com maior
seguranca, informacdes sobre as condi¢des higiénicas do produto e melhor indicacao
da eventual presenca de enteropatdgenos (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Portanto o objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade sanitaria dos queijos tipo
ricota comercializados em supermercados na cidade de Macei6/AL.
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2 | MATERIAIS E METODOS

Foram encontradas 10 marcas comerciais de queijo tipo ricota no comércio
varejista, sendo identificadas pelas letras do alfabeto A, B, C, D, E, F, G, H, | e J.
Destas marcas, de acordo com a disponibilidade nos supermercados, foram coletadas
17 amostras de lotes diferentes, sendo 4 (A), 3 (B), 2(D e E) e 1(C, E, G, H, |l e
J). As amostras foram acondicionadas em recipiente isotérmico e encaminhadas ao
Laboratério de Pesquisa do Centro Universitario CESMAC.

Avaliou-se microbiologicamente as amostras quanto a determinacéo do Numero
Mais Provavel (NMP) de coliformes a 45°C. As analises foram realizadas segundo
Silva et al (2010).

Preparo das amostras

As amostras foram identificadas e em seguida foram pesados 25g de cada
amostra, sendo adicionadas em um Erlenmeyer contendo 225mL de solug&o salina
estéril a 0,85%, seguida de homogeneizacédo, constituindo assim a diluicdo 10'. A
partir desta, foram efetuadas as demais diluicdes decimais seriadas até 10°.

Determinacao do Numero Mais Provavel de coliformes a 45°C

Foram utilizadas as diluicdes seriadas 10", 102 e 10®, de cada diluicao se
transferiu 1mL para uma série de trés tubos de Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST)
(10mL), onde foram incubadas a 35 °C por 48 horas. Foram considerados positivos 0s
tubos que apresentarem turvacdao do meio e formagao de gas no interior do tubo de
Duhran.

Uma alcada de cada tubo positivo foi transferida para tubos de ensaio dotados
de um tubo de Duhran invertido, contendo caldo Escherichia coli (EC). O crescimento
com producédo de gas nos tubos de EC, ap0s 24 horas de incubacdo a 45 °C em
banho-maria foi considerado positivo. Os resultados foram analisados de acordo com
a quantidade de amostras positivas, orientando-se pelo uso da tabela de Numero Mais
Provavel.

31 RESULTADO E DISCUSSAO

Segundo a Resolugcéo n° 12/2001 da Agencia Nacional Vigilancia Sanitaria
(BRASIL, 2001), para queijo tipo Ricota, a tolerancia para coliformes a 45°C é de 5 x
102 Numero Mais Provavel/g.
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MICROORGANISMO

MARCAS COMERCIAIS AMOSTRAS Coliformes a 45°C
(NMP/g)

A A1 240
A2 3
A3 43
A4 <3
B1 23

B B2 <3
B3 <3

C C1 1.100

D D1 <3
D2 3,6

E E1 <3
E2 <3

F F1 <3

G G1 <3

H HA1 <3

I I >1100

J J1 150

Tabela 1. Analises de Coliformes a 45°C em queijo tipo ricota comercializado em Maceid/AL.

NMP- Numero Mais Provavel

Fonte: dados da pesquisa

De acordo com a Tabela 1, os niveis de coliformes a 45°C obtidos nesta pesquisa
variaram de > 1100 NMP/g a <3 NMP/g, porém apenas a marca comercial C e G
apresentaram contagens acima do preconizado pela legislagdo. As marcas comerciais
B, D e G, apresentaram uma amostra com isencdo de todos 0s micro-organismos
pesquisados. A variagao dos resultados em amostras de uma mesma marca comercial,
podem ser explicadas porque ndo sao amostras do mesmo lote significando a
inconsisténcia das Boas Praticas de Fabricacdo na elaboracdo do queijo tipo ricota
pelas industrias. A presenca de coliformes a 45°C nas amostras das marcas comerciais
A, B, C, D, l e J, sdo alarmantes, pois a presenca destes no produto revela contato com
conteudo fecal, seja através da matéria-prima, ou de equipamentos mal higienizados,
ou de manipulacéo higiénica inadequada. Esse quadro € um indicativo de producéo
sob condi¢cdes sanitarias insatisfatdrias e da provavel presenca de micro-organismos
patogénicos capazes de causar Doencgas transmitidas por Alimentos. Vasconcelos et
al., (2005), ao fazer a mesma analise no Rio Grande do Sul encontraram no comércio
25% de amostras de ricota improprias para consumo humano.

Em um estudo sobre as caracteristicas microbiolégicas da ricota, Sakate et al.
(1999) observou que 75% das amostras analisadas foram consideradas aceitavel
para consumo quanto a analise microbiolégica, 15% foram classificadas como
insatisfatérias e 10% consideradas improprias para consumo. Carnicel et al. (2003),
avaliou 26 amostras de ricota, verificando que destas, 88,46% encontraram-se acima
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do estabelecido pelo padrao legal.

Vale salientar, que o queijo tipo ricota é utilizado por grande parte da populacéo,
principalmente por pessoas que precisam de um produto com alta digestibilidade, com
pouco lipideo e sal, sendo incorporado na dieta de pessoas que também precisam ter
controle de peso corporal e idosos (PINTO et al., 2000). Porém, este tipo de produto é
considerado um substrato com condi¢cdes adequadas para multiplicagdo microbiana,
pois 0 mesmo apresenta varios fatores intrinsecos como: alta umidade e grande
disponibilidade de nutrientes (MAIA et al., 2004). Portanto, este produto se torna
alvo de estudos de saude publica, pois doencas de origem alimentar podem levar a
um grande numero de internagcbes hospitalares com provaveis indices alarmante de
mortalidades.

41 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos foi verificada presenca de coliformes a 45°C,
sugerindo um produto elaborado sob condi¢cdes higiénico-sanitarias inadequadas,
portanto o queijo tipo Ricota pode representar risco a saude publica. Entretanto a
prevencao da contaminacao dos alimentos pode ser obtida através de medidas de Boas
Praticas de Fabricacdo que preconizam medidas com rigoroso controle da matéria-
prima, processamento adequado, implementacéo de um programa de higienizagao no
ambiente industrial e correta higienizagcado dos manipuladores pelas industrias.
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RESUMO: O presente artigo analisa o relato
de acdes desenvolvidas por 6rgaos publicos
do Estado de Santa Catarina em cumprimento
as politicas publicas instituidas para o
controle do uso de agrotoxicos na producéo
agricola, notadamente quanto aos residuos
de agrotdoxicos remanescentes em amostras
de alimentos analisados laboratorialmente.
Produzir alimentos para bilhGes de pessoas
preservando o meio ambiente e fornecendo
alimento seguro a populagcéao € um dos desafios
globais. O uso excessivo de agrotdxicos tem
despertado uma grande preocupacao por parte
de diversos paises devido as consequéncias
ambientais e a contaminacdo dos alimentos.
O Estado, através de suas organizagdes, tem
papel importante na promog¢ao e controle do
uso correto e seguro dos agrotoxicos. Neste
capitulo apresentamos o0s programas de
monitoramento da produ¢ao organica (MPorg),
alimento sem risco (PASR) e rastreabilidade
vegetal (e-Origem) desenvolvidos no estado de
Santa Catarina. O MPorg visou a verificacao
da qualidade dos produtos organicos em
relacdo as normas vigentes, identificando se
os sistemas de producado organica estéo aptos
para a entrada no mercado de alimentos que
promovam a saude humana. O PASR tem
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como objetivo a seguranga dos alimentos vegetais cultivados e comercializados em
Santa Catarina, para proteger a saude dos consumidores contra residuos fora da
conformidade legal provenientes do uso indiscriminado de ingredientes toxicos. O
e-Origem tem a finalidade de promover a rastreabilidade dos vegetais “In Natura’ e
minimamente processados e com isso identificar a origem da producéo agricola com
residuo de agrotoxico fora da conformidade legal para que agdes educativas e fiscais
sejam tomadas.

PALAVRAS-CHAVE: Alimento Seguro, CIDASC, MPSC, Seguranca Alimentar.

INTRODUCAO

Segundo dados da Organizacdo das Nacgdes Unidas para a Agricultura e
Alimentacdo — FAO, o planeta tera 9 bilhdes de habitantes no ano de 2050, e para
alimentar essa populacéo a producéo de alimentos devera crescer 70% mundialmente
e 40 % no Brasil. Diante disso como produzir alimentos para 9 bilhdes de pessoas
preservando o meio ambiente e fornecendo alimento seguro a populacao.

Os agrotdxicos se apresentam como a ferramenta mais utilizada no controle
de doencas, insetos e espécies de plantas daninhas na produg¢do agricola. O uso
excessivo desses produtos desperta grande preocupacgao por parte de diversos paises
devido as consequéncias ambientais e a contaminac&o dos alimentos. Da mesma
forma, consumidores estdo sendo cada vez mais exigentes sobre a qualidade dos
alimentos, desde a aparéncia, sabor, composicao nutricional e presenca de residuos
de agrotoxicos.

A classificacéo toxicologica dos ingredientes ativos &€ baseada em seus efeitos
agudos, mas néo se ignora os efeitos crénicos advindos meses, anos ou até décadas
apos a exposicao, que se manifestam em varias doengas como canceres, malformacoes
congénitas, disturbios enddcrinos, neuroldgicos e mentais. Além disso muito pouco se
sabe sobre os efeitos da exposicao multipla e a baixas doses, situagdes rotineiras no
cotidiano das pessoas, que podem ingerir, num s6 alimento, muitos ingredientes ativos
(CARNEIRO et al., 2012).

O Estado, através de suas organizagdes, tem papel importante na promocgéao e
controle do uso correto e seguro dos agrotoxicos. Neste capitulo apresentamos os
programas de monitoramento da produc¢do organica, alimento sem risco e e-Origem
(Rastreabilidade vegetal) desenvolvidos no estado de Santa Catarina.

MONITORAMENTO DA PRODUGCAO ORGANICA

A cada dia um numero crescente de agricultores se interessam pelos conceitos
e praticas dos sistemas agricolas com capacidade de gerar produtos de qualidade e
saudaveis, conforme requisitos de sustentabilidade ambiental, seguranca alimentar e
viabilidade econdémica.
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Atualmente, o Brasil possui 14.715 produtores no Cadastro Nacional de Produtores
Orgéanicos do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento, destes 1.128 estéao
no Estado de Santa Catarina distribuidos em mais de 140 municipios (MAPA, 2017).

A legislacé@o orgéanica brasileira considera como sistema orgénico de producao
agropecuaria todo aquele em que se adotam técnicas especificas, mediante a
otimizacdo do uso dos recursos naturais e socioeconémicos disponiveis, o0 respeito
a integridade cultural das comunidades rurais, tendo por objetivo a sustentabilidade
econdmica e ecologica, a maximizacdo dos beneficios sociais, a minimizagdo da
dependéncia de energia ndo-renovavel, empregando, sempre que possivel, métodos
culturais, bioldégicos e mecéanicos, em contraposi¢cao ao uso de materiais sintéticos, a
eliminac&o do uso de organismos geneticamente modificados e radia¢des ionizantes,
em qualquer fase do processo de producé&o, processamento, armazenamento,
distribuicéo e comercializagéo, e a protecdo do meio ambiente (BRASIL, 2003).

Para facilitar a identificacdo e dar mais garantia da qualidade dos produtos
organicos, a legislacdo brasileira criou o Sistema Brasileiro de Avaliacdo da
Conformidade Orgénica — SISORG (BRASIL, 2009), no qual o MAPA passou a ser
responsavel por credenciar e fiscalizar os produtores e entidades certificadoras. No
intuito de apoiar essa fiscalizagdo, permitindo que produtores idéneos apresentem
aos seus clientes os laudos de acompanhamento da produg¢do, dando mais garantias
aos consumidores e retirando oportunistas do mercado, o governo do Estado de Santa
Catarina implantou o Monitoramento da Produgéo organica — MPorg.

O MPorg fez parte do programa SC Rural, uma iniciativa do Governo do Estado
de Santa Catarina com financiamento do Banco Mundial. O monitoramento visa a
verificacdo da qualidade dos produtos organicos em relacdo as normas vigentes,
identificando se os sistemas de producédo organica estdo aptos para a entrada no
mercado de alimentos que promovam a saude humana (SANTA CATARINA, 2014).

As amostras de produtos vegetais foram coletadas, pelos Engenheiros
Agrénomos da CIDASC, sob orientacéo e coordenacgao da Divisao de Fiscalizacao de
Insumos Agricolas e da Secretaria Executiva Estadual do SC Rural, em propriedades
rurais e estabelecimentos comerciais do Estado de Santa Catarina. As amostras foram
coletadas em diferentes estadios vegetativos das plantas, para obter uma distribui¢cdo
anual que melhor se representa as sazonalidades e peculiaridades da agropecuaria.

As informagdes importantes sobre a amostra e os dados do fornecedor/produtor
foram registradas no Termo de coleta de amostras para permitir a rastreabilidade
dos produtos coletados em qualquer tempo da execuc¢do do programa. As culturas
coletadas foram cenoura, banana, batata, alface, cebola, maca, tomate, repolho,
pimentao, brocolis, morango, arroz e feijao.

Os produtos foram coletados utilizando-se luvas descartaveis, acondicionados
em sacos de polietileno de primeiro uso, lacradas, etiquetadas, e acondicionadas
em caixas de isopor contendo gelo para envio ao laboratério. Foram analisados 247
principios ativos de agrotoxicos, em laboratorios credenciados para execug¢ao de
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analises oficiais.
Desde o inicio do Programa, em 2012, mais de 1.840 amostras ja foram coletadas
e analisadas em todo o Estado de Santa Catarina (Figura 3).

378
371 373 368
I I I I |

2012 2013 2014 2015 2016

Amostras (Un.)

Figura 3 — Amostras de alimentos vegetais coletadas e analisadas pelo MPorg para verificagéo
dos residuos de agrotoxicos, entre os anos de 2012 e 2016.

Fonte: CIDASC

Os indices de conformidade obtidos nos resultados das analises mantiveram-
se maior que 90% em todos os anos amostrados. Em 2012, 362 (95,8%) das 378
estavam sem residuos de agrotoxicos. O ano de 2015 apresentou 0 maior indice de
desconformidade nas amostras coletadas, 35 (9,5%) das 368 analisadas (Figura 4).

Quando detectada presenca de agrotoxicos nas amostras, os documentos foram
enviados ao MAPA para averiguacdo das causas e problemas que ocasionaram a
contaminacgao dos produtos por agrotoxicos e devidas providéncias.

Observa-se que a producéo e comercializagao de produtos vegetais organicos
no Estado de Santa Catarina apresenta um indice satisfatorio de conformidades,
acima de 90%, quanto a nado utilizacdao de agrotdéxicos em sua producéo (Figura 2).
Isso demostra ao consumidor uma confiabilidade quanto as normas de producao e
seguranga no consumo dos produtos.

Entretanto, o indice de desconformidade manteve-se entre 4,2 e 9,5 % ao
longo dos anos (Figura 2), admitindo que uma pequena parcela dos agricultores e
comerciantes ndo cumprem adequadamente as normas de produgdo organica no
Brasil.
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Figura 4 — indice percentual de anélises sem residuos de agrotdxicos, com residuos em
conformidade e com residuos em desconformidade legal para os anos de 2011 a 2016.

Fonte: CIDASC

O indice de desconformidade catarinense € menor que os 17% de inconformidades
encontrada no Estado de Pernambuco entre os anos de 2009 e 2015. Fraudes podem
ocorrer na comercializagao, reforcando a importéncia da fiscalizagao para a protecéo e
avanco da agricultura organica no Brasil. Sdo poucos os programas de monitoramento
de residuos de agrotoxicos em produtos organicos mantidos por érgaos oficiais no
Brasil, estando estes, além do Estado de Santa Catarina, no Estado de Pernambuco
e no Distrito Federal (MEURER et al., 2016).

PROGRAMA ALIMENTO SEM RISCO

Para combater o uso indevido de agrotdxicos, o Ministério Publico do Estado
de Santa Catarina — MPSC, por intermédio dos Centros de Apoio Operacional
do Consumidor e do Meio Ambiente, concebeu o Programa Alimento Sem Risco -
PASR. O PASR tem como objetivo a seguranca dos alimentos vegetais cultivados e
comercializados em Santa Catarina, protegendo a saude dos consumidores contra
residuos fora da conformidade legal provenientes do uso indiscriminado de ingredientes
toxicos (MPSC, 2018).

O marco inicial do Programa foi a celebragdo do Termo de Cooperagao Técnica
n. 19/2010, com o objetivo de proporcionar a articulacéo entre érgdos estaduais e
federais responsaveis pela fiscalizagcdo agropecuéaria e sanitaria. O termo teve como
signatarios o MPSC, Ministério Publico do Trabalho; Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento - MAPA; Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis; Secretaria de Estado da Agricultura e da Pesca, por meio da Companhia
Integrada de Desenvolvimento Agricola - CIDASC e da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extensao Rural - EPAGRI; Secretaria de Estado da Saude, por meio
da Vigilancia Sanitaria Estadual; Centro de Informacbes Toxicolégicas; Secretaria
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de Estado do Desenvolvimento Econdmico Sustentavel, por meio da Fundacéo do
Meio Ambiente; Secretaria de Estado da Seguranca Publica, por meio da Policia
Militar Ambiental; Servico Nacional de Aprendizagem Rural e Conselho Regional de
Engenharia e Agronomia.

Também passaram a integrar a rede de cooperacdo, a partir de 2016, a
Assembleia Legislativa do Estado de Santa Catarina, Associacao Catarinense de
Supermercados, Conselho Estadual de Combate a Pirataria, Instituto de Metrologia
de Santa Catarina, Federagdo Catarinense de Municipios, Federacao da Agricultura e
Pecuaria de Santa Catarina, Federa¢do dos Trabalhadores na Agricultura, Conselho
Regional de Nutricionistas, Conselho Regional de Quimica, Departamento de Defesa
do Consumidor, Instituto de Pesquisa em Risco e Sustentabilidade e Associacao dos
Usuarios Permanentes da CEASA/SC (MPSC, 2018).

O programa atua como uma rede colaborativa, da qual fazem parte organizacoes
publicas e privadas, atualmente, atuando nas seguintes linhas de agcéao: Monitorar a
presenca de residuos de agrotdxicos em vegetais; Combater o uso indiscriminado
de agrotdxicos na producado agricola; Estimular a identificacdo da origem do produto
vegetal; Apoiar o desenvolvimento de laboratério publico para analise de agrotoxicos;
Fiscalizar o comércio de agrotdxicos e o receituario agronémico; Vedar o ingresso de
agrotoxicos banidos no exterior; Incentivar o desenvolvimento de estudos técnicos e
pesquisas; e Coibir irregularidades no mercado de produtos organicos (MPSC, 2018).

Anualmente sdo examinadas amostras de alface, abacaxi, arroz, banana, batata,
berinjela, brocolis, cebola, cenoura, feijao, laranja, maca, mamao, mandioca, manga,
maracuja, morango, pepino, péssego, pimentao, repolho, racula, tomate, trigo e uva,
além de outros produtos eventualmente coletados.

As amostras de produtos vegetais sdo coletadas, por Engenheiros Agronomos
da CIDASC, sob orientacéo e coordenacéo da Divisdo de Fiscalizagdo de Insumos
Agricolas, em propriedades rurais, Centrais de Abastecimentos, fornecedores de
merenda escolar, estabelecimentos comerciais e industrias do Estado de Santa
Catarina. Devido ao custo elevado e/ou dificuldade para a obtencédo das amostras, séo
evitadas, sempre que possivel, as coletas de amostras em estabelecimentos de baixa
representatividade comercial. As informacdes importantes sobre a amostra e os dados
do fornecedor/produtor sao registradas em Termo de Coleta de Amostras — TCA para
permitir a rastreabilidade dos produtos coletados em qualquer tempo da execucéo do
programa.

Para preservar a integridade das amostras, os produtos sao coletados utilizando-
se luvas descartaveis, acondicionados em sacos de polietileno de primeiro uso,
lacradas, etiquetadas, e acondicionadas em caixas de isopor contendo gelo para envio
ao laborat6rio credenciado para emisséo dos laudos oficiais (FRAGA; LORENZ, 2013).
Entre os anos de 2010 e 2017 foram analisados 247 principios ativos de agrotéxicos.
A partir de 2018 o minimo de ingredientes pesquisados passou a ser 432, pelos
métodos multirresiduos e especificos, possibilitando, assim, aprofundar o diagnostico
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da qualidade e seguranca dos alimentos vegetais (MPSC, 2018).

O custeio de 120 analises por ano é realizado através do termo de compromisso
de ajustamento de conduta (TAC) firmado pela Central de Abastecimento de Santa
Catarina (CEASA) com Promotorias de Justica de Sao José e Florian6polis. Outras
550 analises por ano, sao custeadas por intermédio de recursos do Fundo para
Reconstituicdo de Bens Lesados (FRBL), instituido pela Lei Estadual n. 15.694, de 21
de dezembro de 2011, e previsto no art. 13 da Lei Federal n. 7.347, de 24 de julho de
1985 (SANTA CATARINA, 2011).

A receita do FRBL é proveniente de condenacdes, multas e acordos judiciais e
extrajudiciais em face de danos causados a coletividade em areas como meio ambiente,
consumidor e patrimonio histérico (MPSC, 2018). Constitui objetivo do fundo financiar
projetos que atendam interesses da sociedade, sendo que a sua administracéo
€ conduzida por conselho gestor composto por representantes de 6rgéos publicos
estaduais e entidades civis.

Os recursos necessarios ao custeio de 550 analises por ano sao obtidos do
FRBL por intermédio de proposta apresentada pelo Centro de Apoio Operacional do
Consumidor, que € 6rgao auxiliar do MPSC, com a finalidade de contratar, via licitacéo,
laboratério acreditado pelo Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO) na Norma de Gestao da Qualidade para Laboratérios Analiticos ABNT
ISO IEC 17025:2005. Ressalta-se que Santa Catarina n&o dispde de laboratorio oficial
estruturado para realizar a analise dessas amostras.

O PASR coletou e analisou os niveis de residuos de agrotoxicos em 2.584
amostras entre os anos 2010 e 2017. Em 2011, os resultados das analises
apresentaram 34,45% das amostras com niveis de residuos de agrotoxicos fora dos
padrbées autorizados, ja no ano de 2017, ultimo ano apresentado, verificou-se que
18,12% das amostras estavam inconformes. Em 2016 os resultados alcangaram o seu
menor nivel de inconformidades, 16,2% (Figura 1).

Os resultados mostram uma redugao no indice de desconformidade de 34,45%
observado no primeiro ano do programa (2011) para 16,80% em 2016, possivelmente
sob a influéncia das acdes coordenadas no ambito do PASR, além do aumento
da demanda dos consumidores por alimentos cultivados sob sistema de producéo
organica, que vem se ampliando no decorrer dos anos em Santa Catarina. Os tipos
de desconformidades encontradas pelo programa em todos os anos foram o uso de
agrotoxicos proibidos, ndo autorizados para a cultura e ou acima do limite maximo de
residuo autorizado.
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Figura 1 — Amostras de alimentos vegetais coletadas e analisadas pelo PASR, para verificagcao
dos residuos de agrotoxicos, entre os anos de 2010 e 2017.

Fonte: MPSC, 2018.

Os resultados do monitoramento de residuos de agrotoxicos nos alimentos
vegetais realizado em Santa Catarina, no ambito do PASR, s&o semelhantes aos
resultados encontrados no Brasil pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria -
ANVISA, no Programa de Anélise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos - PARA,
onde 58% das amostras analisadas apresentaram contaminagdo por agrotoxicos,
sendo que 18,03% apresentaram ingredientes ativos ndo autorizados para aquele
cultivo e/ou ultrapassaram os limites maximos de residuos considerados aceitaveis
(ANVISA, 2016).

Mesmo com a reducéo de quase 16% nas desconformidades em Santa Catarina,
conforme mencionado anteriormente, os 18,12% de irregularidades encontradas em
2017 indicam que 108 amostras das 596 analisadas estavam improprias ao consumo.
E, ainda, que nesse mesmo periodo 72,48% dos alimentos amostrados continham
residuos de agrotoxicos. Em sete anos do programa, tem-se, um patamar médio
superior a 21% de amostras fora da conformidade. Ou seja, 552 amostras de alimentos
analisadas, do total de 2.584, estavam com residuos de agrotéxicos nao autorizados e/
ou acima do limite maximo de residuos permitidos nas normas sanitarias reguladoras.
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Figura 2 — indice percentual de analises sem residuos de agrotoxicos, com residuos em
conformidade e com residuos em desconformidade legal para os anos de 2011 a 2017.

Fonte: MPSC, 2018.

Sempre que constatadas irregularidades nos resultados das analises, os fatos
s&o comunicados aos 6rgaos de fiscalizacdo agropecuaria (CIDASC) e extenséo rural
(EPAGRI) do estado, para medidas administrativas e de orientagcdes.

Outra medida tomada sé@o os acordos extrajudiciais. Entre os anos de 2010 e
2017, as Promotorias de Justica do Consumidor em Santa Catarina, computaram 391
acordos extrajudiciais firmados na forma de termos de compromisso de ajustamento
de conduta (TACs), os quais fixam medidas de adequacéo. Nos acordos extrajudiciais
em casos de produtos fora da conformidade identificados na producéo agricola
catarinense, o compromissario assume a obrigacao de adotar boas praticas agricolas,
previstas na legislacdo. Sempre adotar acées de prevencao dos riscos a saude dos
consumidores, dos trabalhadores e ao meio ambiente. E, também, participar de
Curso ou seminario sobre o uso de agrotoxicos oferecido pela Empresa de Pesquisa
Agricola e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI) ou pelo Servico Nacional de
Aprendizagem Rural (SENAR), comprovando a frequéncia por meio do respectivo
certificado de participagéo.

PROGRAMA e-Origem

O Governo do Estado de Santa Catarina publicou no ano de 2016 a Portaria
Conjunta SES/SAR n° 459, com a finalidade de promover a rastreabilidade dos vegetais
“In Natura” e minimamente processados no Estado e com isso identificar a origem da
producdo agricola com residuo de agrotoxico fora da conformidade legal para que
acoOes educativas e fiscais sejam tomadas (SANTA CATARINA, 2016).

Estalegislacao exige que o produto vegetal destinado ao consumo seja identificado
a partir da sua origem mantendo-a em todas as etapas da cadeia de comercializacao
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até o consumo.

Para dar apoio aos agricultores no cumprimento das obrigacoes de rastreabilidade,
a Secretaria da Agricultura e Pesca de Santa Catarina, através de uma de suas
empresas vinculadas (CIDASC), disponibilizou gratuitamente um sistema informatizado
(e-Origem) que possibilita a rastreabilidade de forma pratica e simples.

No sistema e-Origem o agricultor realiza o cadastro de produtor primario e da
sua producdo, para qual gera um codigo especifico para a rastreabilidade destes
produtos. O proprio agricultor pode realizar o processo no sistema e € o responsavel
pela veracidade das informacdes e por manté-las atualizadas anualmente (CIDASC,
2018).

Cadaproduto que o agricultor cadastrar recebera um codigo para a rastreabilidade.
Este cddigo devera acompanhar o produto pela cadeia produtiva até chegar ao ponto
de venda e ao consumidor final. As informagdes fornecidas pelo produtor em seu
cadastro serdo organizadas para permitir ao mesmo gerar os rétulos de seus produtos
a partir do sistema. Da mesma forma que o rétulo, o sistema permitira que o produtor
imprima os modelos de cartazes ou etiquetas que devem ser expostas sempre que
seus produtos estiverem a venda diretamente ao consumidor (CIDASC, 2018).

O sistema também gera uma proposta de caderno de campo basico, de facil
compreensao e que sera o passo inicial para o registro das praticas agricolas realizadas
para cada producéo, principalmente em relacéo ao uso de agrotdxicos. A legislacéo
exige que o produtor faga os registros do manejo adotado em cada cultura. Entretanto,
o produtor pode adotar o modelo de caderno de campo que preferir. Podera ser o
modelo utilizado no sistema de producgao integrada, certificacao fitossanitaria, producéo
organica, entre outros. Da mesma forma, a Portaria indica o conteudo obrigatério
minimo para identificacdo dos produtos, permitindo que outros modelos de rétulos e
cartazes possam ser utilizados (SANTA CATARINA, 2016).

Os dados da producdo sao disponibilizados para consulta pelo consumidor.
Com a adocédo da rastreabilidade espera-se que o consumidor tenha condi¢des de
consultar através de seu smartphone ou computador, quem produziu o alimento e
onde foi produzido. Isso criard& um ambiente confortavel e seguro ao consumidor,
que poderd inclusive, por exemplo, buscar por um lote de produto de um produtor
especifico (CIDASC, 2018).

CONSIDERACOES

O esforgo conjunto dos signatarios do termo de cooperacgéo técnica revela um
traco muito comum de solidariedade institucional entre os 6rgéos publicos em Santa
Catarina, permitindo o alcance do objetivo geral de promover a melhoria da qualidade
dos produtos e servicos ofertados a populagéao.

O PASR tem permitido a reducdo da presenca irregular de residuos de
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agrotoxicos nos alimentos vegetais produzidos e comercializados no Estado de Santa
Catarina. Entretanto para reduzir ainda mais este indice, acées educativas devem ser
intensificadas e formas eficazes de rastreabilidades implementadas.

A rastreabilidade é fundamental para identificar a origem dos alimentos, a
sua identificacdo para o consumidor e também para resguardar o agricultor quanto
a processos que utiliza na sua producédo. A identificacdo de origem dos alimentos
vegetais “in natura’ proporcionada pela Portaria 459, é uma demanda social, que
podera permitir a valorizacdo da adocdo de boas praticas agricolas, e ainda corrigir
inconformidades.

A articulagéo entre os 6rgaos publicos e entidades com atuag&o na area agricola
e no comércio de horticolas vem estimulando a priorizacdo de novas estratégias para
incentivar a adocao de sistemas de cultivo que promovam a seguranca dos alimentos.
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RESUMO: O uso de antimicrobianos na
medicina veterinaria possibilita a ocorréncia
de residuos nos alimentos, o que pode
representar risco a saude dos consumidores.
Lactentes e criancas de primeira infancia, por
serem suscetiveis fisiologicamente, estdo mais
vulneraveis a efeitos prejudiciais proveniente
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desses residuos quimicos. O documento
CODEX STAN 73-1981 do Codex Alimentarius
Commission estabelece que alimentos de
transic&o para esse publico devem ser isentos
de hormonios e antimicrobianos, e praticamente
livres de outros contaminantes e substancias
farmacologicamente ativas. No Brasil, a Portaria
N° 34/1998 da Anvisa proibe a presenca de tais
substancias. Os macrolideos ganham destaque
nesse contexto ao serem categorizados pela
Organizacao Mundial de Saude (OMS) em
antimicrobianos criticamente importantes para
inducéo de resisténcia bacteriana. O objetivo
desse trabalho foi estabelecer um método
residuos
de macrolideos em sopinhas destinadas a

analitico para determinacao de

lactentes e criancas de primeira infancia. Uma
extracdo simples e efetiva utilizando método
QUECHhERS foi estabelecida para a preparacao
da amostra. Atécnica utilizada paraidentificacéo
e confirmacdo dos analitos foi a Cromatografia
Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas
(LC-MS/MS) com ionizagdo por eletrospray
positivo e modo de aquisicdo de monitoramento
de reac¢des multiplas. O método mostrou-se
adequado para a analise de diferentes tipos de
sopinhas, uma vez que nao foi observado efeito
de matriz relativo em fungcdo da composicéo
diferente de cada matriz. O método estabelecido,
apo6s validado, pode ser utilizado como uma
ferramenta para avaliar o risco de exposicao a
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residuos de macrolideos em alimentos para bebés e criangas.
PALAVRAS-CHAVE: antimicrobianos, macrolideos, alimentos infantis, LC-MS/MS,
QuEChERs.

ABSTRACT: The use of antimicrobials in veterinary medicine allows the occurrence of
residues in food, which may represent a risk to the health of consumers. Infants and
toddlers are more vulnerable to harmful effects from these chemical residues because
they are physiologically susceptible. CODEX STAN 73-1981 of the Codex Alimentarius
Commission stablish that transitional foods for this public should be free of hormones
and antimicrobials and practically free of other contaminants and pharmacologically
active substances. In Brazil, Ordinance N° 34/1998 of Anvisa prohibits the presence of
such substances. Macrolides are highlighted in this context when they are categorized
by the World Health Organization (WHO) as critically important antimicrobials for
induction of bacterial resistance. The objective of this work was to establish an analytical
method for the determination of macrolide residues in soaps for infants and toddlers.
A simple and effective extraction using the QUEChERS method was established for
the preparation of the sample. The technique used to identify and confirm the analytes
was the Liquid Chromatography Coupled to Mass Spectrometry (LC-MS/MS) with
electrospray ionization positive and multiple reaction monitoring acquisition mode.
The method was suitable for the analysis of different types of soup, since no relative
matrix effect was observed as a function of the different composition of each matrix.
The established method, once validated, can be used as a tool to assess the risk of
exposure to macrolide residues in baby foods.

KEYWORDS: antimicrobials, macrolides, baby food, LC-MS/MS, QUEChERSs.

Atingir um nivel de qualidade de vida adequado € um objetivo comum a grande
parcela da populacdo e que tem relacéo direta com multiplos fatores fisicos, mentais
e sociais. Uma alimentacdo balanceada e que nao traga maleficios a saude do
consumidor é parte fundamental nesse processo. Entretanto, sabe-se que existe um
alto risco de contaminagao quimica, sobretudo devido a utilizagdo de agrotoxicos e
produtos de uso veterinarios, o que torna possivel a ocorréncia de residuos nesses
alimentos.

No que diz respeito a presenca de produtos de uso veterinarios em alimentos,
um rigido controle dessas substancias se faz necessario com o intuito de minimizar
seu inerente risco sanitario. No mundo, diversos 6rgaos como, por exemplo, a Agéncia
Americana para Alimentos e Medicamentos (Food and Drug Administration, FDA), a
Agéncia Europeia para a Avaliacao de Medicamentos (European Medicines Agency,
EMA) e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) possuem atribuicbes de
regulamentacao e fiscalizacao, definindo ainda os limites maximos de residuos (LMR)
permitidos para cada substancia, estando os mesmos diretamente relacionados a
segurancga do alimento.

A principio, um alimento que contenha residuos abaixo do LMR é considerado
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seguro, desde que respeitada a ingestao diaria admissivel (IDA), ou seja, a quantidade
qgue pode ser ingerida diariamente, durante toda a vida, sem oferecer risco apreciavel
para a saude humana. Concentracbes acima desses LMR para substéancias
autorizadas e a presenca de susbtancias proibidas podem colocar em risco a saude
dos consumidores, elevando as chances do desenvolvimento de reacbes alérgicas,
discrasias sanguineas e carcinogenicidade. Se tratando de antimicrobianos, mesmo
alimentos com residuos abaixo dos LMR podem ser prejudiciais, devido a possibilidade
da inducédo do surgimento de bactérias resistentes. Esse € um tema recorrente entre
especialistas da saude em virtude da crescente dificuldade do combate as novas cepas
de bacterinas. A preocupacao alcangou a Organizacado Mundial de Saude (OMS) que
elaborou uma lista categorizando antimicrobianos de acordo com sua relevancia para
mecanismos de resisténcia, sendo os macrolideos classificados como antimicrobianos
criticamente importantes.

Vale ressaltar que tais efeitos prejudiciais a saude podem ser ainda mais
pronunciados em lactentes (criangca de zero a doze meses de idade incompletos)
e criancas de primeira infancia (aquelas entre um e trés anos de idade), tanto por
serem mais suscetiveis fisiologicamente, quanto por estarem, proporcionalmente,
mais expostos aos alimentos do que adultos, levando-se em consideragao a taxa de
consumo por unidade de peso.

De acordo com o Manual de orientacdo para a alimentacdo do lactente, do pré-
escolar, do escolar, do adolescente e na escola da Sociedade Brasileira de Pediatria, a
partirdos seis meses de idade € fundamental aintroducao da alimentagcao complementar
no lactente, pois o leite materno ndo supre mais as necessidades nutricionais. A
introducao deve ser gradual sob a forma de papas e sua composi¢cao deve ser variada
e oferecer todos os tipos de nutrientes: cereais ou tubérculos, alimentos proteicos de
origem animal, leguminosas e hortaligas.

Os habitos alimentares da populacdo vém se modificando em consequéncia do
ritmo acelerado de vida, com aumento do consumo de refeicdes praticas e alimentos
industrializados como, por exemplo, as sopinhas, refeicdes salgadas a base de
carnes e ovos destinadas ao publico infantil. Todos esses fatores corroboram com a
necessidade de regulamentacédo, controle e fiscalizacdo desses produtos.No Brasil,
a regulacao de residuos em alimentos para lactentes e criangas de primeira infancia,
€ baseada dentre outros documentos, na Portaria n°® 34 de 1998, que aprova o
regulamento técnico referente a alimentos de transicdo. Os mesmos séo definidos
como os “alimentos industrializados para uso direto ou empregado em preparado
caseiro, utilizados como complemento do leite materno ou de leites modificados
introduzidos na alimentagéo de lactentes e criancas de primeira infancia com o
objetivo de promover uma adaptacéo progressiva aos alimentos comuns, e de tornar
essa alimentacdo balanceada e adequada as suas necessidades, respeitando-se
sua maturidade fisiolégica e seu desenvolvimento neuropsicomotor”. Enquadram-se
nessa definicdo as sopinhas, que segundo o documento ndo podem conter residuos
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de horménios, antibiéticos, bem como residuos de substancias farmacologicamente
ativas. No que diz respeito especificamente as sopinhas, a Portaria supracitada é a
Unica que dispde sobre o tema no pais e embora a mesma descreva que residuos de
antibioticos ndo podem estar presentes nos alimentos destinados ao publico infantil,
ainda néo ha dados nacionais a respeito.

Um documento do CAC, o CODEX STAN 73-1981, que abrange alimentos
industrializados para lactentes e criangas utilizados durante o periodo normal
de desmame ou até que o bebé se acostume ao consumo de alimentos comuns,
enquadrando-se assim as sopinhas, estabelece que esses alimentos devem ser
isentos de horménios e antimicrobianos, e praticamente livres de outras substancias
farmacologicamente ativas. Entretanto o panorama internacional ndo é muito diferente
do encontrado no Brasil e pouco se publica e discute sobre o0 assunto.

Um levantamento bibliografico realizado na base de dados Science Direct,
utilizando os termos baby food e veterinary drug residues, identificou artigos cientificos
gue aplicaram os métodos analiticos desenvolvidos para a avaliacado de residuos de
antimicrobianos em sopinhas e identificaram a presenca de residuos de tetraciclina,
oxitetraciclina, fenbendazol, josamicina, sulfaquinoxalina, levamisol, sulfadimidina,
tilmicosina, tilosina, sendo a maioria dos residuos encontrados em sopinhas a base
de frango. No Brasil, de acordo com os ultimos resultados do PNCRC/MAPA, ainda
€ possivel encontrar residuos de antimicrobianos autorizados acima do LMR e
antimicrobianos proibidos em alimentos. Atualmente, os produtos de uso veterinarios
a base de macrolideos estao autorizados no pais para bovinos, suinos, aves, ovinos
e caprinos.

O objetivo desse trabalho foi estabelecer um método analitico que de determinagéo
de residuos de macrolideos (claritromicina, eritromicina, espiramicina, oleandomicina,
tilmicosina, tilosina e troleandomicina) em sopinhas destinadas a lactentes e criancas
de primeira infancia.

No preparo das amostras diversos testes foram realizados variando-se solventes
e sais de extracdao a fim de se obter o0 método com melhores recuperagdes dos
analitos e maior praticidade. Uma extracéo simples e efetiva foi estabelecida utilizando
método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) para a preparacéo
da amostra. A técnica utilizada para identificacdo e confirmagdo dos analitos foi a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS)
com ionizacao por eletrospray positivo e modo de aquisicdo de monitoramento de
reacoes multiplas.

Recuperacbes satisfatdrias dos analitos foram obtidas (68-103%). O método
desenvolvido mostrou-se adequado para a analise de diferentes tipos de sopinhas,
uma vez que nao foi observado efeito de matriz relativo (RSD < 9%) em funcéo da
composicéo diferente de cada matriz. A estimativa de limite de deteccao alcancou
valores adequados (0,02-4,12 ug/kg).

O método estabelecido, ap6s validado, pode ser utilizado como uma ferramenta

Topicos em Nutricdo e Tecnologia de Alimentos Capitulo 13




para avaliar o risco de exposicao a residuos de macrolideos em alimentos de transicéo
do tipo sopinhas.
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