2016
ggperécia] EU

22 série

Observa¢

— Boletim Epidemiolégico

Informacao ao consumidor e promocao
da saude

Consumer information and heath promotion

A promocao da saude e, designadamente, de medidas de
alimentagao saudavel, sdo uma das grandes prioridades do
atual Governo Constitucional, como tentativa de resposta
ao crescente aumento da obesidade e de doencas associa-
das (cardiovasculares, oncolégicas, diabetes). As Politicas
Saudaveis - forma como é definido um dos quatro eixos es-
tratégicos do atual Plano Nacional de Saude - estabelecem
que todos devem procurar contribuir para, entre outras, a
criacdo de condigbes promotoras e protetoras da saude e
do bem-estar dos cidaddos, bem como assegurar que estes
tém acesso a uma informacéo adequada sobre 0s alimentos
e igual oportunidade de fazer escolhas saudaveis e uma utili-
zacao segura dos géneros alimenticios que consomem.

Neste contexto, a entrada em vigor do Regulamento (UE)
n..1169/2011 (http://data.europa.eu/eli/reg/2011/1169/0j), cons-
tituiu um grande suporte e um importante instrumento aliado
a implementacéo destas politicas de saude, no que se refere,
em concreto, a prestacao de informacao aos consumidores
sobre 0s géneros alimenticios, em particular, através da sua
rotulagem, proporcionando uma base para que estes fagam
escolhas mais adequadas. A recente entrada em aplicacdo
da alinea I), do artigo 9.° do referido Regulamento, em 13 de
dezembro passado, que obriga a indicagdo da declaracao
nutricional na embalagem de todos os géneros alimenticios
pré-embalados, vem reforcar a base para que 0s principios
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orientadores destas politicas, que defendem o direito dos con-
sumidores a informagao sobre os alimentos e a educagéo nutri-
cional da populagédo, sejam implementados.

O Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA),
através do seu Departamento de Alimentagao e Nutrigao, tem
acompanhado com grande atencdo e compromisso todas
estas medidas, procurando participar e intervir de forma rele-
vante na prossecuc¢ao destes objetivos, sobretudo no que se
refere a disponibilizacdo de informacao sobre as carateristi-
cas nutricionais dos géneros alimenticios, em prol da saude
da populagao.

A Tabela da Composicdo de Alimentos (TCA), elaborada e edi-
tada pelo INSA, é o documento de referéncia sobre a compo-
sigdo nutricional dos alimentos portugueses, cuja informacao
resulta predominantemente de andlises a géneros alimenti-
cios realizadas nos seus laboratérios. Este documento tem
vindo a ser atualizado desde os primeiros estudos analiticos
de nutrientes em alimentos, em 1930, por Gongalves Ferreira,
contendo a Ultima edicédo (2016) 1149 alimentos e 43 compo-
nentes. A TCA encontra-se atualmente disponivel para con-
sulta online (http://portfirinsa.pt), e constitui uma fonte de
dados estabelecidos e aceites, podendo desta forma ser uma
importante ferramenta para as empresas, nomeadamente para
o célculo dos valores energéticos e das quantidades dos nu-
trientes que devem constar na declara¢@o nutricional obriga-
toria dos seus produtos (de acordo com o Regulamento (EU)
n.° 1169/2011), bem como para os profissionais de salde, por
exemplo na orientacéo de dietas, e para o proprio consumidor,
permitindo-lhe fazer escolhas mais informadas.
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Para potenciar a centralizagcdo, compilacao, analise e ges-
tao dos dados produzidos em Portugal, permitindo uma me-
lhor utilizacdo dos recursos disponiveis no pais, e pondo-o0s
ao servico da comunidade foi criado, em 2008, o programa
PortFIR (Portal de Informagéo Alimentar). O PortFIR envol-
ve cerca de 60 entidades publicas/privadas, que entre outros
objetivos tem procurado reunir informacgéo alimentar e dados
analiticos, dispersos pela industria, universidades e/ou ou-
tras entidades publicas ou privadas, compilando-os de for-
ma a carregar continuamente uma plataforma de informacéo,
centralizada e atualizada, sobre composigao, contaminagao
e consumos alimentares, onde se inclui a TCA.

PortFIR | I I

Poderiamos, ainda, referir outras iniciativas sobre disponibili-
zagao de informacéo aos consumidores:

—aacéao “Ciéncia e Cultura mas que Mistura”, que se realizou
pela primeira vez em 2016 e que pretendeu aproximar os ci-
daddos da comunidade cientifica do Instituto e do trabalho
desenvolvido nesta area, transmitindo conhecimento técnico
sobre a TCA de forma informal;

- 0 projeto “Educar para Prevenir”, focado no aumento da lite-
racia da populagao estudantil, dos varios niveis de ensino, em
areas distribuidas por trés modulos: seguranca alimentar, com-
posigao nutricional dos alimentos - em concreto a promogao da
utilizagdo da TCA, e rotulagem alimentar.
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Os primeiros materiais de apoio aos professores, que lecionam
disciplinas em cujos programas estes temas se enquadram, es-
tao disponiveis no website do INSA, em:
www.insa.pt/sites/INSA/Portugues/AreasCientificas/AlimentN
utricao/Paginas/EducarparaPrevenir.aspx

Assim, o INSA continuara a seguir de forma cada vez mais ati-
va este percurso, procurando garantir a populagao a disponi-
bilizac&o de mais e melhor informagéo sobre 0s alimentos que
consomem e contribuir para a tomada de decistes mais escla-
recidas na defesa da saude publica.

Roberto Brazao, Maria da Graca Dias, Silvia Viegas

Investigadores da Unidade de Observacdo e Vigilancia
Departamento de Alimentagéo e Nutricdo
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
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_A importancia das leguminosas na alimentacao, nutricao e promocao da saude
The importance of legumes in food, nutrition and health promotion

Carla Motta, Cristina Bento, Ana C. Nascimento, Mariana Santos

carla.motta@insa.min-saude.pt

Departamento de Alimentacdo e Nutrigdo, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal.

_Resumo

A ONU declarou 0 ano de 2016 como Ano Internacional das Leguminosas
Secas com o propdésito de elevar a consciéncia das comunidades sobre
a importancia do papel destes alimentos, em diversas areas entre elas a
saude e a nutricdo. As Leguminosas séo por definicdo gréos contidos em
vagens. Estas dividem-se em leguminosas secas, que incluem o feijdo,
grao, soja e lentilhas e frescas como as ervilhas e as favas. Do ponto de
vista nutricional, as leguminosas sao ricas em hidratos de carbono de ab-
sorcao lenta, fibra, proteinas, vitaminas do complexo B, minerais, como o
célcio, ferro, fésforo, potéssio e magnésio, e fitoquimicos como os com-
postos fendlicos. Considerando os valores de ingestéo diaria recomen-
dados pela EFSA podemos verificar que o consumo de 100 g de feijao
manteiga, preto ou de ervilhas suprem mais de 30% da recomendagao de
ingestao em fibra, 19% da ingest&o proteica e no caso da soja 30% da in-
gestao em zinco, magnésio e fésforo. Por serem isentos de gluten podem
constituir, para os doentes celiacos, excelentes alternativas alimentares,
nomeadamente na substituicao de farinhas em produtos de panificagao.
Estudos epidemiolégicos comprovaram que 0 consumo de leguminosas
pode diminuir em 22% o risco de doenga corondria por diminuicdo dos
fatores de risco, por melhoria do perfil lipidico, diminuigdo da presséo ar-
terial, da atividade plaquetéria e da inflamagéo. Pelas suas carateristicas
demostram possuir um importante papel, nomeadamente, na prevengao
de diversas doengas crénicas como a diabetes mellitus, na doenga celi-
aca e na redugao do risco de obesidade e doenga cardiovascular.

_Abstract

The United Nations declared 2016 the International Year of Pulses
with the purpose of raising the awareness of communities about the
importance of the role of these foods in various areas, including health
and nutrition. Pulses are annual leguminous crops yielding from one
to 12 grains or seeds of variable size, shape and colour within a pod.
From a nutritional point of view, leguminous crops are rich in carbohy-
drates of slow absorption, fiber, protein, B vitamins, minerals such as
calcium, iron, phosphorus, potassium and magnesium, and phenolic
compounds. Considering the daily intake values recommended by
EFSA, we can verify that the consumption of 100g of butter beans,
black beans or peas supply more than 30% of this recommendation on
fiber intake, 19% on protein intake, in the case of soy 30% of zinc, mag-
nesium and phosphorus intake. Because Pulses are gluten-free, may
be excellent alternatives for celiac patients, especially in the substitu-
tion of flour in bakery products. Epidemiological studies have shown
that the consumption of leguminous crops can reduce the risk of coro-
nary heart disease by 22% because of a decrease in risk factors, by
improving the lipid profile, decreasing blood pressure, platelet activity

and inflammation. For their characteristics, they play an important role,
especially in the prevention of various chronic diseases such as diabe-
tes mellitus, celiac disease and reduced the risk of obesity and cardio-
vascular disease.

_Introdugéo

A Assembleia Geral da Organizacao das Nac¢des Unidas (ONU)
declarou 2016, o Ano Internacional das Leguminosas sob o
lema “Sementes nutritivas para um futuro sustentavel”, com
0 propoésito de elevar a consciéncia das comunidades sobre
a importancia do papel destes alimentos, em diversas areas
entre elas a salde e a nutricdo. Com o principal objetivo de
“ajudar a eliminar a fome, a inseguranga alimentar e a desnu-
tricdo" e "tornar a agricultura mais produtiva’, define uma
série de objetivos, entre 0s quais a consciencializagao das po-
pulacOes sobre 0s beneficios para a agricultura e para a nutri-
cao (1), As leguminosas sdo por definigdo graos contidos em
vagens. Estas dividem-se em leguminosas secas, que incluem
o feijao, gréo, soja e lentilhas e as leguminosas frescas, como
as ervilhas e as favas.

Em Portugal, o consumo ainda é bastante baixo quando compa-
rado, por exemplo com cereais como 0 arroz e trigo. Segundo
dados do Instituto Nacional de Estatistica (INE), em 2014 Portu-
gal apresentou um consumo de 4 kg por habitante. Destes cerca
de 3 kg correspondem ao consumo de feijao (2).

Do ponto de vista nutricional caraterizam-se por serem ricas
em hidratos de carbono de absorcao lenta, fibra, proteinas,
vitaminas do complexo B, minerais como o calcio, ferro, fosfo-
ro, potassio e magnésio e fitoquimicos, como os compostos
fendlicos (3). No entanto, as leguminosas possuem diversas
substancias anti nutricionais, que inibem a disponibilidade de
certos nutrientes, sendo uma destas substancias os fitatos (4).
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Os fitatos possuem a capacidade de se ligar com ides de mi-
nerais, nomeadamente, de calcio e magnésio, diminuindo a
sua absorcao intestinal. A demolha em agua, prévia a cozedu-
ra, permite eliminar uma parte significativa desses fatores anti
nutricionais.

Avaliando a qualidade proteica, do ponto de vista da composi-
¢do em aminodcidos, verificamos que existem aminoacidos
essenciais que se apresentam como limitantes, nomeadamen-
te aminodacidos sulfurados. Assim e apesar destes alimentos
serem considerados fonte proteica devemos associar a sua
ingestao a cereais e produtos da carne para colmatar a limita-
¢a0 nesses aminoacidos.

Pela sua composicdo em proteinas sdo muito usadas como
substitutos de outras fontes proteicas como a carne, o pesca-
do ou 0s ovos. Segundo as recomendacdes da roda dos ali-
mentos devem ser consumidas uma a duas porc¢oes diarias.
Uma porcao corresponde a trés colheres de sopa de legumi-
nosas cozinhadas (80 g) (5).

Estudos epidemioldgicos comprovaram que o consumo de legu-
minosas 4 vezes por semana consegue diminuir em 22% o risco
de doenca coronaria com a diminuicdo dos fatores de risco,
como sejam um melhor perfil lipidico, a diminuicao da pressao
arterial, da atividade plaquetaria e da inflamacéo (6:7).

Devido ao seu elevado teor de fibra e de hidratos de carbono
de absorcéo lenta, as leguminosas sdo muito saciantes (8).
Estas propriedades sdo também responséaveis pela manuten-
¢ao dos niveis de acucar no sangue dentro de valores normais
apds as refeigoes (3.

Pelas razoes ja atras referidas estes alimentos podem ter um
papel essencial no controlo do peso (8-10). Existem atualmente
alguns estudos que correlacionam a ingestao deste tipo de ali-
mentos com a diminuicdo do risco de alguns tipos de cancro,
no entanto, nesta area sao ainda necessarios mais estudos.

Também para os doentes celiacos as leguminosas represen-
tam excelentes alternativas alimentares, nomeadamente na
substituicdo de farinhas em produtos de panificacéo (11:12).

2016 )
especial 8 / - A& { o I
-— ) Ed e M=

22 série ‘

_Objetivo

O objetivo deste trabalho foi avaliar, de acordo com as reco-
mendacdes nutricionais, e tendo como base a composi¢ao
em diversos nutrientes, a contribuigao de diferentes tipos de
leguminosas para suprir as recomendacoes nutricionais.

Materiais e métodos

A amostragem foi realizada durante os anos de 2015 e 2016,
em superficies comerciais nas regides de Lisboa e Porto. As
amostras estavam ja cozidas e enlatadas ou congeladas. As
amostras congeladas foram cozinhadas posteriormente, de
acordo com as indicagdes das embalagens.

Neste estudo, as amostras foram analisadas em condicdes
de garantia da qualidade, cumprindo os requisitos descritos
nanorma EN ISO/IEC 17025:2005 (13), de acordo com os mé-
todos publicados por Nascimento et al. (2014) (14),

_Resultados e discussao

No que diz respeito & composicao nutricional, nomeadamente
aos macronutrientes podemos verificar que as leguminosas
apos cozedura apresentam valores elevados de proteina e fibra
(tabela 1). Assim, se considerarmos as recomendacoes da
European Food Safety Authority (EFSA), de 25 g de ingestao
diéria para a fibra alimentar (15), podemos verificar que 100 g
de feijdo manteiga, preto ou de ervilhas suprem mais de 30%
dessa recomendacao (DRV- Dietary Reference Valuge), poden-
do assim ser considerados como alimentos ricos em fibra.

Avaliando a qualidade proteica verificamos do ponto de vista
da composigao em proteina, estes alimentos podem ser consi-
derados fonte proteica, fornecendo entre 11% a 25% da protei-
na recomendada.

No que diz respeito ao perfil em minerais (tabela 2) verificamos
gue na sua maioria suprem mais de 15% da ingestdo diaria
recomendada, no entanto, é de salientar que no caso da soja
para 0 Zn, Mg e P essa percentagem ultrapassa os 30%, tor-
nando estes alimentos ricos nestes minerais. As leguminosas
frescas quando comparadas com as secas apresentam sempre
valores mais baixos destes minerais.
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Tabela 1: [1 Composigao nutricional das leguminosas cozidas (g/100g).

A Protei Gordura Hidratos Fibra Keal
gua roteina total de Carbono  alimentar ca

Leguminosas secas cozidas

Feijao branco F70 6,6 0,5 15 6,7* 91

Feijao manteiga 69 7,8* 0,6 14 7,0 94
Feijao frade 66 8,8" 0,7 18 47" 116
Feijao preto 66 8,8* 0,5 19 8,7** 132
Grao de bico 66 8,4* 2,1 17 5,1* 116
Lentilhas 67 9,1* 0,3 17 4,4* 108
Soja 67 12,5* 7,5 5,6 5,6 140
Leguminosas frescas cozidas

Ervilhas 79 5,6 0,5 7,5 7,3 57
Favas 79 6,7 0,5 7,4 5,8* 61

*16% < DRV < 30% ** DRV > 30%

Tabela 2: [ Perfil mineral de leguminosas cozidas (mg/100g).

IFe) Zn Mg Ca P K

Leguminosas secas

Feijao branco 2,5% 1,0 a7+ 65 120* 320
Feijao manteiga 2,7 1,0* 51* 50 148* 415
Feijao frade 1,9* 1,1 a7+ 21 140* 320
Feijao preto 2,1* 1,1 70** 27 140* 355
Grao de bico 2,1* 1,2 39" 46 83 270
Lentilhas 2,3 1,4 33* 25 106* 278
Soja 2,6" 1,4 84** 82 235** 513
Leguminosas frescas

Ervilhas 1,2 0,7 19 32 91 160
Favas 1,0 0,9 30 24 79 233

*16% < DRV < 30% ** DRV > 30%

Conclusdes Pelas suas carateristicas demostram possuir um importante

R : L apel, nomeadamente, na prevencado de doengas como a dia-
Devido as suas propriedades nutricionais, 0 consumo de legu- papel, P ¢ ¢

. o . ~ ) tes, n rdiov lar i .
minosas contribui para uma alimentacao saudavel. betes, a doenga cardiovascular ¢ a obesidade
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_Resumo

O selénio e o iodo sao micronutrientes essenciais para a sintese das hor-
monas da tiroide e para o seu funcionamento. Sendo a alimentagéo a
principal fonte destes oligoelementos, o objetivo deste trabalho foi a de-
terminacao de iodo e selénio em alimentos consumidos pelos portugue-
ses. A metodologia de amostragem seguiu as recomendacdes do projeto
TDS-Exposure. Os mil setecentos e sessenta e quatro alimentos recolhi-
dos foram agrupados em pools de 12 amostras e analisados por ICP-MS,
em condigOes de controlo de qualidade acreditadas pela norma NP EN
ISO/IEC 17025:2005. Em cada pool foi calculada a contribuicao do selé-
nio para a dose diaria recomendada (DDR). Partindo de dados de iodo re-
centes obtidos nas mesmas condigoes, foi calculado, para cada alimento
a sua contribuicéo para a DDR de iodo. O grupo do pescado foi onde se
identificaram os alimentos mais ricos em selénio, seguido da carne, ovos
e laticinios. Em varias pools de frutas e vegetais o teor de selénio nao foi
quantificavel estando abaixo do limite de quantificagdo do método anali-
tico. Quando calculadas as contribuigcdes dos alimentos em estudo para
as doses diarias recomendadas de iodo e selénio estimou-se que uma
porgao de peixe magro pode contribuir com 48% da DDR de lodo e 100%
de selénio enquanto trés porgdes de laticinios podem suprimir até 48%
da DDR de iodo. Com base nestes resultados que se suportam em teores
obtidos em alimentos representativos da dieta portuguesa, uma alimen-
tacdo rica em pescado e lticinios pode suprir as doses didrias recomen-
dadas para iodo e selénio, para uma populag@o saudavel.

_Abstract

Selenium and iodine are essential micronutrients for the synthesis of
thyroid hormones as well as for their functioning. Being food the main
source of these trace elements the objective of this work was the deter-
mination of iodine and selenium in foods consumed by the Portuguese
population. The sampling methodology followed the recommendations
of the TDS-Exposure project. The one thousand seven hundred and sixty
four collected foods were grouped in pools of 12 samples and analyzed
by ICP-MS under conditions of quality control accredited under NP EN
ISO/IEC 17025:2005. The contribution of selenium to the recommended
daily intake (RDI) was calculated for each pool. Based on recent iodine
data obtained under the same conditions as the present work, for the
contribution of each food to iodine RDI was calculated. The fish group
provided the richest foods in selenium, followed by meat, eggs and dairy
products. In several fruit and vegetable pools selenium contents were
not quantifiable since results were below the limit of quantification of the
analytical method. When calculating the contribution of the foods under
study to the RDI of iodine and selenium it was estimated that one portion

of lean fish could contribute up to 48% of the RDI of iodine and 100% of
selenium, while three portions of dairy products can suppress up to 48%
of iodine RDI. The present results, which are based on levels of selenium
and iodine obtained for foods representative of the Portuguese food con-
sumption, evidence that for a healthy population a diet rich in fish and
dairy products can fully supply the RDI for these two micronutrients.

_Introdugéo

O selénio e 0 iodo sdo micronutrientes envolvidos na biossin-
tese das hormonas da tiroide e no seu funcionamento. Existe
evidéncia que o baixo teor de selénio e de iodo aumenta
também o risco de doencas autoimunes da tiroide (1). Os
niveis plasmaticos destes oligoelementos estédo correlacio-
nados com 0s seus aportes diarios, dado a alimentagao ser a
fonte essencial de iodo e de selénio (2). Nesta década, Portu-
gal acompanhou os esfor¢os a nivel europeu que permitiram
melhorar o aporte diario de selénio e iodo. Porém estudos re-
centes mostraram existir ainda alguma caréncia na maioria
da populacdo da Unido Europeia (1:2). Decorrem neste mo-
mento estudos epidemioldgicos a nivel europeu para avaliar
as consequéncias da caréncia ligeira de iodo e de selénio (4).
Sendo Portugal um dos paises com um elevado consumo de
pescado, 0s seus dados podem ser uma contribuigdo para
estes estudos desde que suportados por valores robustos.
Em trabalhos anteriores e recentemente publicados carateri-
z&mos o perfil de iodo nos alimentos representativos da dieta
portuguesa (5). Assim, existindo a necessidade de se conhe-
cer a contribuicao dos alimentos para a dose diaria recomen-
dada de iodo e selénio, torna-se necessério determinar o teor
de selénio nestes alimentos. Esta informacgao reveste-se de
grande importancia quando se pretende selecionar alimentos
para grupos de populacdo que necessitam de monitorizar 0s
aportes de iodo e selénio.
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_Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram: 1) determinar o teor de se-
Iénio em alimentos consumidos pelos portugueses, seguindo
planos de amostragem e metodologias analiticas adotadas no
projeto Total Diet Study (TDS)-Exposure; 2) para estes alimen-
tos calcular a sua contribuicéo para a Dose Diaria Recomen-
dada (DDR) utilizando os valores de selénio reportados neste
trabalho e os valores de iodo previamente determinados, nas
mesmas condicoes; 3) escrutinar alimentos segundo o perfil
combinado de iodo e selénio.

_Materiais e métodos

As amostras num total de mil setecentas e sessenta e quatro
foram recolhidas de acordo com o plano de amostragem repre-
sentativo da dieta portuguesa estabelecido no projeto TDS-
Exposure (6). Os alimentos foram preparados segundo os pro-
€essos culinarios mais utilizados em concordéncia com os ha-
bitos de consumo da populacéo portuguesa. Foram agrupados
pela sua similaridade em 147 pools, cada uma constituida por
12 alimentos.

O teor de selénio foi determinado por espectrometria de massa
com plasma indutivo acoplado (ICP-MS - Inductively Coupled
Plasma Mass Spectrometry), tendo como referéncia a Norma
NP EN 15763:2009, precedido por digestao acida em vaso fe-
chado no micro-ondas. Os resultados foram obtidos através
de procedimentos analiticos que refletiram os requisitos de ga-
rantia da qualidade, descritos na norma ISO/IEC 17025:2005.
A concentragdo foi expressa, pela média de trés réplicas, em
ug de selénio/100 g de alimento.

Os dados analiticos foram organizados, seguindo a classifi-
cacéo da European Food Safety Authority (EFSA), em nove
grupos: carne, pescado, cereais e derivados, laticinios, ovos,
frutas, leguminosas, pratos compostos e tubérculos (7). A
contribuicao de cada alimento para a Dose Diaria Recomen-
dada de iodo foi calculada a partir dos valores de iodo produ-
zidos no Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
(INSA) e publicados recentemente (5).,
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_Resultados e discussdo

Os alimentos analisados, assim como o0s teores de selénio en-
contrados, sao apresentados na tabela 1. Como se pode verifi-
car nas frutas, nos tubérculos, nas saladas e no arroz o teor de
selénio € inferior ao limite de quantificac@o do método analitico
(0,4-4,9 ug/100g). Os valores mais elevados de selénio foram
encontrados no grupo do pescado. Em todos 0s grupos os re-
sultados obtidos evidenciam uma larga variabilidade dos teores
deste nutriente na parte edivel dos alimentos, como se pode
observar pelos valores minimos e maximos particularmente das
frutas frescas, Alfthan e colaboradores (8) sugerem que esta
variagdo pode dever-se ao teor do elemento nos solos, nas
pastagens ou nas aguas. Assim, eram esperadas grandes va-
riacdes no teor de selénio entre alimentos de grupos diferentes,
do mesmo grupo ou entre 0 mesmo alimento de diferentes pro-
veniéncias. Os valores encontrados diferem dos publicados em
outras tabelas de composicdo de alimentos, estando por isso
alinhados com o postulado na literatura (?). Os grupos de traba-
lho European Food Information Resource (EuroFIR) e Interna-
tional Network of Food Data Systems (FAO/InFoods) reforgam
a necessidade de dados nacionais para avaliar, de forma real, a
ingestéo deste micronutriente pela populacéo.

No gréfico 1 é apresentado um histograma comparativo com
as contribuigdes dos alimentos para as doses diarias reco-
mendadas de iodo e selénio, calculados a partir do teor de
micronutriente encontrado em 100 g de alimento. Como se
pode observar, 0 pescado é 0 grupo mais rico em selénio e
iodo, sequido pelos laticinios e pelos ovos. Segundo o Insti-
tuto de Medicina (EUA), (Institute of Medicine, IOM) a inges-
tao alimentar recomendada é, respetivamente para o iodo e o
selénio, de 150 pg e de 55 pg por dia para um adulto (10.11),
Deste modo, uma refeicdo de 160 g (atendendo ao consu-
mo por dia per capita portugués) de peixe constitui um bom
contributo para se atingir a DDR para cada um destes micro-
nutrientes. Se associarmos a este contributo trés porgoes di-
arias (aproximadamente 300 g) de laticinios (leite, iogurte ou
queijo) e um ovo poderemos verificar que uma alimentacao
saudavel é suficiente para preencher os requisitos recomen-
dados em selénio e iodo, para adultos saudaveis.
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Tabela 1: [ Teor de selénio em alimentos consumidos pelos portugueses.

Alimentos Amos?ras Pgols Média Mediana Minimo Méximo
recolhidas  analisadas ug/100g ug/100g ug/100g ug/100g
Carne
Carne branca 36 3 32 31 28 38
Carne vermelha 48 4 16 14 12 22
Charcutaria 36 3 25 28 14 34
Pescado
Peixe magro 168 14 53 56 22 82
Peixe gordo 144 12 81 76 43 130
Moluscos 36 3 30 30 14 46
Bivalves 12 1 61
Crustéceos 12 1 69
Cereais e derivados
Arroz 12 1 <LQ
Pao 24 2 5,6 5,6 5,4 5,9
Massa 12 1 8,0
Confeitaria sem chocolate 144 12 6,1 5,5 3,7 12
Confeitaria com chocolate 48 4 7,6 6,8 3,6 13
Laticinios
Leites 36 3 4,4 3,9 1,8 7,6
logurtes 24 2 2,1 2,1 1,8 2,4
Queijos 12 1 16
Ovos
Omolete 12 1 15
Mistura de ovos 12 1 34
Frutas
Frutas frescas 312 26 <LQ <LQ 25
Frutas enlatadas 12 1 <LQ
Frutos secos 60 5 <LQ <LQ 2,5
Sumos 24 2 <LQ
Compotas 12 1 <LQ
Leguminosas
Frescas 24 2 <LQ
Secas 48 4 14 14 9,1 20
Pratos compostos
Pratos & base de carne, 300 25 9,4 9,0 2,6 16
pescado ou mistos
Sopas 72 6 3,8 3,5 <LQ 47
Saladas 24 2 <LQ <LQ 8,7
Tubérculos
Batatas confecionadas 48 4 <LQ
Total 1764 147 25 9,0 1,8 130

LQ- Limite de quantificagao.
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Grafico 1: [ Contribui¢do dos alimentos mais significativos, expressos por 100 g de alimento para as doses
didrias recomendadas (DDR) de iodo (150 pg) e selénio (55 ug), para uma populagao saudavel.
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_Conclusdes

Até ao presente, em Portugal, estavam publicados poucos
dados sobre selénio em alimentos representativos da dieta
nacional. O plano de recolha e de analise das amostras de
alimentos como consumidos seguiu uma metodologia recen-
temente adotada em varios paises. Esta abordagem permite
uma comparacao robusta entre valores de diversas proveni-
éncias assim como a sua integracao em bases de dados de
ambito europeu como as da EFSA.

O tratamento estatistico de dados analiticos revelou-se ade-
quado para agrupar alimentos em funcéo da sua contribuigao
para as doses diarias recomendadas de iodo e selénio. Este
conceito € particularmente Util quando se pretende, em dietas
personalizadas, aportes de iodo e selénio no mesmo alimento.
Os resultados também permitem concluir que uma dieta rica
em pescado e laticinios é suficiente para satisfazer as neces-
sidades diarias da populacao saudavel.
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_Resumo

O consumo de sementes (especialmente girassol, sésamo, linhaca e pevides
de abdbora) aumentou, nos ultimos anos, devido a associagao da sua inges-
tao a efeitos benéficos para a satde. Mais recentemente, e em resposta a esta
tendéncia do mercado, foram introduzidas "novas" sementes na alimentagao,
caso das sementes de chia e de papoila. O objetivo deste trabalho foi deter-
minar o teor total de gordura e o perfil em acidos gordos de diferentes se-
mentes disponiveis no mercado portugués, e estimar o beneficio/risco para a
saude da populagéo portuguesa, associado ao consumo das sementes ana-
lisadas. Verificou-se que 75% das amostras analisadas apresentaram o acido
linoleico (C18:2,n6) como o acido gordo maioritario, e nas restantes sementes
foi 0 acido alfa-linolénico (C18:3,n3) o mais abundante. As sementes de pa-
poila apresentaram o maior teor de &cido linoleico (71,6%), e as sementes de
sésamo apresentaram o teor mais elevado de acido oleico (39,6% dos acidos
gordos totais). Todas as sementes analisadas apresentam um perfil de acidos
gordos considerado saudavel, sendo maioritarios os acidos gordos insatura-
dos relacionados com a prevengao de doengas cardiovasculares.

_Abstract

Consumption of seeds (especially sunflower, sesame, flaxseed and pump-
kin seeds) has increased in recent years due to the association of their in-
take with beneficial effects on health. More recently, and in response to this
market trend, "new" seeds were introduced in the food chain, such as chia
and poppy seeds. The objective of this work was to determine the total fat
content and the fatty acid profile of different seeds available in the Portu-
guese market, and to estimate the potential health benefit/risk for the Por-
tuguese population, associated to the consumption of the analysed seeds.
It was found that 756% of the analysed samples presented linoleic acid
(C18:2,n6) as the major fatty acid, and in the remaining seeds alpha-lino-
lenic acid (C18:3,n3) was the most abundant. Poppy seeds had the highest
content of linoleic acid (71.6%) and sesame seeds had the highest content
of oleic acid (39.6% of total fatty acids). All the analysed seeds present a
fatty acid profile considered healthy, being the major fatty acids unsaturat-
ed which are related to the prevention of cardiovascular diseases.

_Introdugéo

O consumo de sementes (especialmente girassol, sésamo,
linhaca e pevides de abdbora) aumentou, nos Ultimos anos,
devido a associagao da sua ingestao a efeitos benéficos para
a salde. Mais recentemente, e em resposta a esta tendéncia
do mercado, foram introduzidas "novas" sementes na alimen-
tacéo, caso das sementes de chia e de papoila.

A producgao mundial de alguns tipos de sementes, duplicou na
Ultima década, caso do girassol e sésamo (). No caso das se-
mentes de chia e de alpista, de acordo com os ultimos dados
da Food and Agriculture Organization of the United Nations
(FAOSTAT), a sua producéo esta em decréscimo (1),

As sementes sdo adicionadas a batidos, iogurtes e sumos
de fruta, ou sdo usadas como ingredientes de produtos de
padaria e/ou pastelaria. Nos ultimos tempos, sdo cada vez
mais utilizadas como matéria-prima, por parte da industria
alimentar, para o desenvolvimento de alimentos funcionais
devido as suas carateristicas nutricionais e porque oferecem
algumas vantagens em relacao a outras fontes disponiveis.

De uma forma geral, estas sementes sdo maioritariamente
constituidas por gordura (2). Por tal motivo, é de elevada
importancia conhecer o tipo de gordura presente na sua
constituicdo, uma vez que esta terd uma relagéo direta com
0s efeitos na saude.

_Objetivos

Determinar o teor total de gordura e o perfil em acidos gordos
de diferentes sementes disponiveis no mercado portugués.
Pretendeu-se estimar o beneficio/risco para a saude da popu-
lagao, associado ao consumo das sementes analisadas, com
base nos valores obtidos.
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_Material e métodos

Foram adquiridos em 2015, em superficies comerciais e erva-
narias da regido de Lisboa, oito tipos de sementes (figura 1):
papoila (Papaver somniferum L.), chia (Salvia hispanica), alpis-
ta (Phalaris canariensis L.), canhamo (Cannabis sativa L.), abd-
bora (Cucurbita L.), girassol (Helianthus annuus L.), sésamo
(Sesamum indicum L.) e linhaca (Linum usitatissimum L.).

O teor total de gordura foi determinado por hidrélise &cida se-
guida de extracdo em Soxhlet com éter de petrdleo (2). Para a
quantificagao dos acidos gordos nas amostras selecionadas,
utilizou-se uma transesterificacdo a frio por meio de uma solu-
cao metandlica de hidroxido de potassio, seguida de analise
por cromatografia gasosa acoplada a detegao por ionizacdo
de chama ().

Figura 1: [1 Amostras de sementes selecionadas para anélise.

Sementes de papoila
(Papaver somniferum L.)

Sementes de alpista
(Phalaris canariensis L.)

Pevides de abodbora
(Cucurbita L.)

Sementes de sésamo
(Sesamum indicum L.)

Sementes de chia
(Salvia hispanica)

Sementes de canhamo
(Cannabis sativa L.)

Sementes de girassol
(Helianthus annuus L.)

Sementes de linhaga
(Linum usitatissimum L.)
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_Resultados e discussdo

De acordo com os resultados obtidos, o teor total de gordura
nas amostras de sementes analisadas variou entre 6,33 + 0,2
e 60,0 + 0,3 g/100 g de parte edivel, para as sementes de
alpista e de girassol, respetivamente (grafico 1). A dose de
referéncia para a ingestao diaria de gordura para um individuo
saudavel, tendo por base uma dieta padrao de 2000 kcal, é
de 70 g/dia (%), De acordo com a rotulagem das sementes ana-
lisadas, € aconselhado o consumo diério de 1 a 2 colheres de
sopa. Desta forma, considerando uma porgao média de duas
colheres de sopa de sementes de girassol, a sua ingestao
pode contribuir com 14% da dose recomendada de gordura.
A composicao em acidos gordos dos alimentos é fundamental
na avaliagdo do impacto na saude da populagao que 0s conso-
me, sendo também muito importante para determinar o tipo
de aplicacao mais adequada. Isto é, alimentos ricos em &cidos
gordos polinsaturados tém menor resisténcia aos fendomenos
de oxidacao lipidica quando expostos a luz, a temperatura e a
presenca de oxigénio, entre outros aspetos (6). Pelos motivos
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referidos, o consumidor deve ter alguns cuidados especificos
no armazenamento e conservacao deste tipo de sementes. No
entanto, a ingestdo de alimentos ricos em &cidos gordos polin-
saturados esta relacionada com inimeros beneficios para a
saude, sobretudo no que diz respeito a prevencéo de doencas
cardiovasculares (7).

De acordo com o grafico 2, verificou-se que 75% das amostras
analisadas apresentaram o &cido linoleico (C18:2,n6) como o
acido gordo maioritario, e nas restantes sementes foi o 4cido
alfa-linolénico (C18:3,n3) o mais abundante. O &cido linoleico e
0 acido alfa-linolénico sao exemplos de acidos gordos que nao
sao sintetizados pelo nosso organismo, sendo acidos gordos
essenciais, motivo pelo qual a nossa alimentacao deve garantir
um aporte adequado (7).

As sementes de papoila apresentaram o maior teor de acido
linoleico (71,6%), e as sementes de sésamo apresentaram o
teor mais elevado de acido oleico (39,6% dos acidos gordos
totais).

Grafico 1: [ Teor total de gordura (g/100 g de parte edivel) das amostras de sementes analisadas.
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Gréfico 2: [1 Composi¢do em 4cidos gordos (%) das amostras de sementes analisadas.
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_Conclusdes

Todas as sementes analisadas apresentam um perfil de acidos
gordos considerado saudavel, sendo maioritarios os acidos
gordos insaturados relacionados com a prevengao de doen-
cas cardiovasculares. Este estudo fornece novos dados sobre
o perfil de &cidos gordos de sementes amplamente disponi-
veis no mercado, que poderao ser Uteis para avaliar o padréo
alimentar da populagdo portuguesa, mas também para o
desenvolvimento de futuras recomendagdes e orientacdes ali-
mentares.
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_Resumo

O consumo excessivo de sal pela populagdo é um dos maiores riscos de
saude publica em Portugal, sendo urgente propor medidas para a sua re-
ducéo. Este trabalho teve como objetivo, a determinagao do teor de sal
em alimentos representativos da dieta portuguesa. A definicao da amos-
tragem, recolha e preparacdo das amostras seguiu as metodologias esta-
belecidas pelo projeto TDS_EXPOSURE. As amostras foram agrupadas
de acordo o sistema FoodEx2, foram analisadas em triplicado recorrendo
a metodologia de espectrometria de emissé@o ética com plasma indutivo
acoplado (ICP-OES). O teor em sal em g/100 g de alimento foi calculado
pela férmula: sal = sodio (Na) x 2,5. O grupo do peixe, produtos da pesca
e invertebrados foi o que apresentou alimentos com um valor médio de sal
mais elevado (2,4-2,6) g/100 g de alimento. Nos restantes grupos de ali-
mentos, 0s valores médios de sal mais elevados situaram-se entre 1,0-1,8
9/100 g de alimento. Os resultados observados permitem concluir que, em
Portugal o sal em excesso na alimentagdo ¢ uma realidade identificada. A
educagdo para a saude, nomeadamente a promogao de formas mais sau-
daveis de confecionar os alimentos, devera ser cada vez mais uma parte
integrante da estratégia para a redugao do sal.

_Abstract

The excessive salt consumption by the population is one of the greatest
risks of public health in Portugal, and it is urgent to propose measures
for its reduction. The objective of this work was the determination the
salt content in foods representative of the Portuguese diet. The defini-
tion of sampling, collection and preparation of the samples followed the
methodologies established by the TDS_EXPOSURE project. The samples
were grouped according to the FoodEx2 system, were analyzed in tripli-
cate using the optical emission spectrometry methodology with coupled
inductive plasma (ICP-OES). The salt content in g/100 g of food was cal-
culated by the formula: salt = sodium (Na) x 2.5. The group of fish, fishery
products and invertebrates presented foods with a higher average salt
value (2.4-2.6) 9/100 g of food. In the remaining food groups, the high-
est mean salt values were between 1.0-1.8 g/100 g food. The observed
results allow to conclude that, in Portugal, the salt excess in food is an
identified reality. Health education, namely promoting healthier ways of
food production, should increasingly be an integral part of the salt reduc-
tion strategy.

_Introducéo

O sal de mesa ou sal de cozinha é um composto, quimicamente
denominado de Cloreto de Sodio (NaCl). O sal é talvez o condi-
mento mais antigo, usado pelo Homem, supondo-se que 0 seu
aparecimento data de 2700 a.C., na China (1),

O consumo excessivo de sal pela populagao é um dos maio-
res perigos para a saude publica em Portugal, tornando-se ur-
gente propor medidas para a sua redugao. Pequenas reducdes
no consumo podem trazer grandes beneficios para a salde
das populacdes nao s6 ao nivel das doengas cardiovasculares,
mas também ao nivel de outras doencas crénicas prevalentes
no pais (2),

Relativamente ao conteudo de sal na alimentacao, sabe-se que
75% do sddio necessario provém dos proprios alimentos e que
a adicéo de sal de mesa as refeicdes ja confecionadas devera
ser um dos principais pontos de intervengao, uma vez que o sal
de mesa contém 30% de sodio (4.

Na educacao para a saude, a promocéao de formas mais sau-
daveis de confecionar os alimentos devera ser cada vez mais
uma parte integrante da estratégia para a reducao do sal.

Em Portugal, de acordo com o estudo PHYSA - Portuguese
Hypertension and Salt Study, realizado em 2012 pela Socie-
dade Portuguesa de Hipertensao, o consumo médio estimado
de sal é de 10,7 g por dia (determinado pela excregéo urinaria
de sédio no periodo de 24 horas) (4). Este valor equivale a um
total de 4,28 g de sodio por dia, 0 que corresponde aproxima-
damente ao dobro do estabelecido pelas recomendacoes in-
ternacionais, nomeadamente a Organizagdo Mundial de saude
(OMS) e a Organizacdo de Alimentacdo e Agricultura (FAQ)
recomendam um consumo diario maximo de 5 g de sal corres-
pondentes a 2 g de sddio, como forma de prevencao da hiper-
tensdo arterial (HTA) secundaria (5).
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A Dire¢do-Geral da Salde, em 2013, define cinco objetivos es-
tratégicos para a redugao do sal que passam pela implemen-
tacdo de um sistema de avaliagéo da ingestao de sal a nivel
populacional e monitorizacéo da sua quantidade nos alimen-
tos; sensibilizagcdo dos consumidores para um consumo redu-
zido de sal; desenvolvimento de rotulagem capaz de destacar
o0 contetdo de sal dos alimentos e identificagdo de produtos
com pouco sal; envolvimento da indUstria tanto na reformula-
cao e oferta de produtos alimentares com menores contelidos
em sal, como na mudanca do conhecimento, atitudes e com-
portamento dos consumidores (6).

_Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo a determinacéo do teor
de sal em alimentos representativos da dieta portuguesa.

_Materiais e métodos

A definicdo da amostragem do estudo, recolha e preparagao
das amostras seguiu as metodologias harmonizadas a nivel eu-
ropeu no ambito do projeto TDS EXPOSURE - Total Diet Study
Exposure (7). Neste projeto a amostragem e selecao de alimen-
tos baseou-se nos dados de consumo alimentar, por forma a
serem representativas do consumo e da forma como os alimen-
tos sdo consumidos no pais em questao.

As amostras analisadas foram agrupadas de acordo com o sis-
tema de classificacdo FoodEx2 (8): pratos compostos e sopas
(14 amostras), peixe, produtos da pesca, anfibios, répteis e in-
vertebrados (9 amostras), carne e produtos a base de carne
(6 amostras), cereais e produtos a base de cereais (15 amos-
tras). Cada amostra é composta por 12 subamostras represen-
tativas dos habitos de consumo para aquele tipo de alimento.
A amostragem foi realizada na regi@o da Grande Lisboa.

Neste estudo foram analisadas 44 amostras recorrendo a me-
todologia de espectrometria emissao ética com plasma induti-
vo acoplado (ICP-OES), para a determinacé@o do conteudo em
sédio (Na) das amostras. O contetdo em sal em g por 100 g
de alimento foi calculado pela formula: sal = sédio (Na) x 2,5.

As amostras foram analisadas em triplicado em condigdes de
garantia da qualidade, cumprindo os requisitos descritos na
norma EN ISO/IEC 17025:2005 (9),

_Resultados e discussédo

Nos graficos 1 a 4 sdo apresentados os valores médios de sal
obtido nos diferentes grupos de alimentos analisados.

Grafico 1: [ Teor médio de sal (Nax2,5) nas amostras analisadas em pratos compostos e sopas (n=14).
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Gréafico 2: ] Teor médio de sal (Nax2,5) nas amostras analisadas em peixe, produtos da pesca e invertebrados (n=9).

Q@

_@L Alimentos

Conquilhas e améijoas

Caracois

Douradinhos
Polvo

Lulas
Camarao
Cavala

Sardinha

\ \ \ \ \ \ |
0,0 0,5 1,0 1,6 2,0 2,5 3,0

g de sal/100 g de alimento

Gréafico 3: [ Teor médio de sal (Nax2,5) nas amostras analisadas em carne e produtos a base de carne (n=6).
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Gréfico 4: [ Teor médio de sal (Nax2,5) nas amostras analisadas em cereais e produtos a base de cereais (n=15).
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Ao analisarmos os resultados obtidos destacamos:

Pratos compostos e sopas: o valor médio de sal variou entre o
valor minimo de 0,8 g/100 g e um maximo de 1,6 g/100 g, para
a amostra de piza. Para as sopas, o0 teor de sal das amostras
analisadas foi semelhante com um valor médio entre 0,4-0,7 g
por 100 g de amostra.

Peixe, produtos da pesca e invertebrados: destacam-se as
conquilhas, ameijoas e caractis como 0s alimentos com um
teor mais elevado de sal (2,4-2,6) por 100 g de alimento, segui-
do da sardinha com um de valor médio de 1,8 g de sal /100 g
de alimento.

Carne e produtos a base de carne: destacam-se o fiambre e
as salsichas onde foi encontrado um valor médio de 1,4 e 1,8 g
de sal /100 g de alimento, respetivamente.

Cereais e produtos a base de cereais: destaca-se as bolachas
de &gua e sal e 0 pao como 0s alimentos com um contributo
entre 1,0-1,5 g de sal/100 g de alimento.

Tendo em conta as recomendacbes da OMS, de 2 g de
sodio/dia (5 g de sal/dia), verifica-se que o consumo de 100
g de um prato composto ou de um produto a base de cereais
(pdo/bolacha de agua e sal) pode representar cerca de 30%
da ingestao diaria de sal e o consumo de 100 g de produtos
da pesca e invertebrados (conquilhas/ameijoas/caracois)
pode representar cerca 50% da ingestao diaria de sal.

_Conclusoes

Em suma, o sal em excesso na alimentagao é uma realidade
identificada, tendo sido observado que o consumo de 100g
de um prato composto ou de um produto a base de cereais
(pdo/bolacha de agua e sal) pode representar cerca de 30%
da ingestao diéria de sal.

A educacgao para a saude, nomeadamente a promogéo de
formas mais saudaveis de confecionar os alimentos, devera
ser cada vez mais uma parte integrante da estratégia para a
reducao do sal.
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A implementacé@o de um sistema de avaliacéo da ingestao de
sal a nivel populacional e monitorizacdo da sua quantidade nos
alimentos e simultaneamente a sensibilizacdo dos consumido-
res para um consumo reduzido de sal, podem trazer grandes
beneficios para a saude das populagdes.
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Are there differences from a nutritional point of view between bakery products with and without gluten?

Tania Gongalves Albuquerque™?, Mafalda Alexandra Silva®, M. Beatriz P.P. Oliveira®, Helena S. Costa™?

tania.albuquerque@insa.min-saude.pt

(1) Unidade de Investigacdo e Desenvolvimento. Departamento de Alimentagdo e Nutrigdo, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal.

(2) REQUIMTE-LAQV/Faculdade de Farm4cia, Universidade do Porto, Porto, Portugal.

_Resumo

A doenca celiaca ¢ uma doenga auto-imune, desencadeada pela ingestéo
de gluten, em individuos com predisposicdo genética. O tratamento desta
doenga passa, Unica e exclusivamente, pela pratica de uma alimentagao
isenta de gluten, ao longo de toda a vida do doente celiaco. Por este motivo,
a industria alimentar tem investido no aumento de oferta e variedade de pro-
dutos alimentares isentos de gluten. Este trabalho de investigagao pretendeu
avaliar diferencas, do ponto de vista nutricional, entre produtos de pastelaria
com e sem gluten. Em 2015, foram adquiridos 14 produtos, dos quais 9 com
gluten e 5 sem gluten. Determinaram-se os teores de gordura total, de sal
e o perfil de acidos gordos. As bolachas tipo “Crackers” e tipo “Maria” sem
gluten apresentaram teores de gordura superiores aos produtos similares
com gluten. No entanto, é muito importante avaliar que tipo de gordura se
encontra nestes alimentos. Nas bolachas tipo “Maria” sem gluten a gordura
era maioritariamente monoinsaturada, cuja ingestdo esta associada a um
efeito protetor no desenvolvimento de doenca coronéria. Sendo este tipo de
alimentos, apreciado por todas as faixas etarias, mas sobretudo por jovens,
€ muito importante alargar este trabalho de investigagédo a uma maior gama
de produtos.

_Abstract

The coeliac disease is an autoimmune disease triggered by the ingestion of
foodstuffs with gluten in genetically predisposed individuals. The treatment
of this disease is based on a gluten-free diet, which should be followed
throughout life by the coeliac patient. For this reason, the food industry has
developed efforts to increase the supply and variety of gluten-free foods.
This research aimed to evaluate the differences from a nutritional point
of view of bakery products with and without gluten. During 2015, 14 prod-
ucts of which 9 were with gluten and 5 were gluten-free were acquired in
different food chains. Total fat, salt and fatty acid profile were determined
in the selected samples. The "Crackers" and "Maria" gluten-free biscuits
present a higher fat content than similar products with gluten. However, it
is very important to evaluate what type of fat can be found in these foods.
In "Maria" gluten-free biscuits fat is mostly monounsaturated, whose intake
is associated with a protective effect on the development of coronary heart
disease. As this type of food, is appreciated by all the age groups, but es-
pecially by young people, it is very important to extend this research to a
wider range of products.

_Introdugéo

A doenca celiaca ¢ uma doenga autoimune desencadeada
pela ingestédo de gluten em individuos com predisposicao ge-
nética (1). Por este motivo a populacéo portadora desta doen-
¢a ndo pode ingerir alimentos que contenham trigo, centeio
e/ou cevada, sendo que a ingestdo de produtos que contém
aveia permanece controversa e por isso é muitas vezes res-
tringida (1). O tratamento desta doenga passa, Unica e exclu-
sivamente, pela pratica de uma alimentacao isenta de gllten
que deve ser seguida toda a vida pelo doente celiaco (1),

Recentemente surgiram outras situagdes associadas ao gluten,
como por exemplo a sensibilidade ao gluten nao celiaca, em
que as pessoas apresentam melhorias quando praticam uma
dieta isenta de gluten, mas n&o preenchem os critérios de diag-
néstico de doenca celiaca. Dada a necessidade de praticarmos
uma alimentacao equilibrada, diversificada e completa, a indUs-
tria alimentar tem-se empenhado no sentido de aumentar a ofer-
ta e variedade de produtos alimentares isentos de gluten. As
bolachas, biscoitos, bolos, farinhas e massas sao alguns dos
produtos que podemos encontrar nas superficies comerciais e
para 0s quais ja existe uma grande variedade. Algumas destas
categorias de alimentos sdo consideradas fontes de gordura
saturada, sal e agucar, sendo 0 seu consumo muitas vezes de-
saconselhado. Existem algumas publicacdes cientificas que su-
gerem que uma alimentagao isenta de gluten pode apresentar
défices do ponto de vista nutricional, nomeadamente em termos
de fibra alimentar, vitaminas e minerais (-4),

_Objetivo

Este trabalho de investigacao pretendeu avaliar diferencas do
ponto de vista nutricional entre produtos de pastelaria com e
sem gluten, tendo por base a determinacéo analitica dos teo-
res de gordura e de sal, e do perfil de &cidos gordos.
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_Material e métodos

Foram adquiridos, em 2015, 14 produtos de pastelaria
(bolachas tipo “Maria”, bolachas tipo “Crackers”, bolachas tipo
“Wafers”, bolachas recheadas e madalenas) dos quais 9 com
gluten e 5 sem gluten. O teor de gordura total foi determinado
utilizando uma hidrolise acida seguida de extracdo em Soxhlet
com éter de petrdleo, e o teor de sal foi determinado por titula-
a0 pelo método de Charpentier-Volhard (5). Para a determina-
¢ado dos acidos gordos nas amostras selecionadas, utilizou-se
uma transesterificagao a frio com uma solucéo metandlica de
hidroxido de potassio, seguida de anélise por cromatografia
gasosa acoplada & detecdo por ionizagdo de chama (%),

_Resultados e discussédo

O teor de gordura total nas amostras analisadas variou entre
11,1 +£0,0e 27,7 £1,0 g/100 g de parte edivel, para as bolachas
tipo “Maria” com gluten e as bolachas tipo “Wafers”, respetiva-
mente (grafico 1). Tendo em conta que a dose de referéncia
para a ingestao de gordura é de 70 g por dia, uma porgao de
bolachas recheadas (3 bolachas = 75 g) pode contribuir com
22% da dose de referéncia (6). As bolachas tipo “Crackers” e
tipo “Maria” sem gluten apresentaram teores de gordura supe-
riores aos produtos similares com gluten.

As bolachas tipo “Crackers” apresentaram os teores de sal
mais elevados, com valores a variar entre 1,07 e 1,40 g/100 g

Grafico 1:
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de parte edivel (grafico 2). A ingestao excessiva de alimentos
ricos em sal estéa relacionada com um aumento na predisposi-
cao para o desenvolvimento de doengas cronicas, tais como
a hipertensao arterial (7). Nesse sentido, tém sido desenvolvi-
das iniciativas para diminuir o teor de sal dos alimentos. Dos
produtos analisados, as madalenas, as bolachas recheadas e
as bolachas tipo “Crackers” sem gluten apresentaram teores
de sal superiores comparativamente aos produtos similares
com gluten. Em 71% dos alimentos analisados neste trabalho,
os acidos gordos maioritarios sao saturados (grafico 3), sen-
do os acidos gordos saturados mais abundantes o acido mi-
ristico (C14:0) e o acido palmitico (C16:0).

A ingestao de alimentos ricos neste tipo de acidos gordos esta
relacionada com um aumento do colesterol das lipoproteinas
de baixa densidade e consequentemente com um aumento do
risco de desenvolvimento de doenca coronaria. A bolacha tipo
“Maria” sem gluten apresentou um teor de acidos gordos mo-
noinsaturados cerca de 4 vezes superior aos produtos similares
com gluten. Este facto esté relacionado com o tipo de gordura
utilizado na produgao destas bolachas e leva-nos a considerar
que é possivel produzir produtos similares com melhor qualida-
de nutricional. Relativamente aos acidos gordos trans, os teo-
res determinados nos produtos analisados séo inferiores aos
valores recomendados internacionalmente, ou seja, inferior a
2% do teor de gordura total ().

Teor de gordura total (g/100 g de parte edivel) nos produtos de pastelaria analisados (n=14).

Bolacha tipo "Crackers" Bolacha tipo "Maria"

Com gliten  Com gluten  Sem gliten | Com gliten  Com gliten ~ Sem gliten | Com gluten

Bolachas tipo "Wafers"

Com gliten ~ Sem gliten | Com gluten ~ Sem gluten | Com gliten = Com gliten ~ Sem gluten

Madalenas Bolachas recheadas
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Grafico 2: [l Teor de sal (g/100 g de parte edivel) nos produtos de pastelaria analisados (n=14).
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Grafico 3: 7] Composicdo em acidos gordos (g/100 g de parte edivel) nos produtos de pastelaria analisados (n=14).
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_Conclusoes

Os resultados obtidos indicam que alguns dos produtos sem
gluten analisados apresentam teores de gordura e de sal su-
periores aos produtos semelhantes com gluten. No entanto, é
muito importante avaliar que tipo de gordura se encontra nes-
tes alimentos.

Neste trabalho apesar das bolachas tipo “Maria” sem gluten
apresentarem um teor de gordura superior as com gluten, essa

gordura é maioritariamente monoinsaturada cuja ingestao esta
associada a um efeito protetor no desenvolvimento de doenga
coronaria. Relativamente ao teor de sal nos alimentos analisa-
dos, considera-se que é muito importante continuar a desen-
volver iniciativas no sentido de diminuir os seus teores. Sendo
este tipo de alimentos, apreciado por todas as faixas etérias,
mas sobretudo por jovens, é muito importante alargar este tra-
balho de investigacdo a uma maior gama de produtos.
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_Resumo

Os sumos detox sd@o uma nova tendéncia alimentar associada a perda de
peso e a um estilo de vida saudavel. Sdo constituidos por frutas e hortico-
las, alimentos naturalmente ricos em antioxidantes, compostos bioativos e
vitaminas, cujo consumo estg associado a redugao de fatores de risco de
doencas cronicas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a percegao dos con-
sumidores relativamente aos efeitos na saude associados ao consumo de
sumos detox. Foi desenvolvido e aplicado um questionario online a 285 in-
dividuos com idades compreendidas entre os 18 e 0s 84 anos. Os resulta-
dos obtidos indicaram que a maioria da populacéo inquirida j& ouviu falar
em sumos detox e considera que estes ndo constituem uma boa op¢éo para
substituir refeicdes, embora lhes associe diversos beneficios. Relativamen-
te aos beneficios nutricionais dos sumos detox, os inquiridos destacaram a
sua riqueza vitaminica (80,7%), o seu poder de hidratacao (61,4%), a sua ri-
queza mineral (57,9%) e seu teor de fibra (52,6%).

_Abstract

Detox juices are a new food trend associated with weight loss and a healthy
lifestyle. They are recognised as a source of natural antioxidants, bioactive
compounds and vitamins, and its consumption is associated with the re-
duction of risk factors for chronic diseases. The objective of this study was
to evaluate consumers' perception regarding the health effects associated
with the consumption of detox juices. An online questionnaire was devel-
oped and applied to 285 individuals aged between 18 and 84 years. The re-
sults indicate that the majority of the population surveyed has already heard
about detox juices and consider that these juices are not a good option to
replace meals, although they recognize the relationship between detox juic-
es and several potential benefits. Regarding the nutritional benefits of detox
juices, the subjects highlighted their vitamin richness (80.7%), their hydra-
tion maintenance (61.4%), their mineral richness (57.9%) and their fibre con-
tent (52.6%).

_Introdugéo

A crescente preocupacdo por parte da populacdo em fazer
escolhas alimentares saudaveis e em consumir alimentos
frescos e naturais levou os consumidores e a industria a cria-

rem diferentes opcdes para o consumo de frutas e horticolas,
tendo assim surgido os sumos detox.

Os sumos detox sao uma tendéncia alimentar da atualidade ().
Sé&o divulgados e publicitados em diversas revistas, websites,
programas televisivos, livros, e outros meios de comunicacéo,
alegadamente como desintoxicantes, coadjuvantes de progra-
mas de reducédo de peso, drenantes, entre outras alegacgoes.
Atualmente, os consumidores sdo muitas vezes incentivados a
consumi-los como substitutos de refeicdes, dias ou semanas
alimentares.

Embora o consumo destes sumos tenha crescido exponencial-
mente nos Ultimos anos e sejam diversas as vantagens que lhes
estéo associados, as evidéncias cientificas que comprovam o0s
seus beneficios do ponto de vista nutricional sdo ainda muito
limitadas.

No entanto, existem evidéncias cientificas que sustentam que
0 consumo regular de horticolas e frutas esta associado a
efeitos benéficos para a salde, nomeadamente na redugao de
doengas cardiovasculares e cancro (2:3). As frutas e horticolas
sdo alimentos naturalmente ricos em compostos bioativos e
antioxidantes, assumindo um papel de extrema importancia
na nossa alimentacdo (4). Verifica-se que o consumo destes
alimentos nos paises luséfonos ¢ significativamente inferior as
recomendacdes atuais, sendo a promogao do Seu consumo
uma prioridade a ter em conta na formulagao de politicas nutri-
cionais, alimentares e agricolas destes paises (). Um consumo
reduzido de frutas e horticolas esta entre os 10 principais fac-
tores de risco para a mortalidade global (5).
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_Objetivo

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a percecdo do
consumidor relativamente aos efeitos na salde associados
a0 consumo de sumos detox.

_Material e métodos

No ano de 2016 foi desenvolvido e aplicado um questionario
online, disponibilizado ao publico por email e através das redes
sociais. Este encontrava-se organizado em 3 seccdes:; dados
gerais e sociodemograficos, consumo de sumos detox e perce-
¢cdo dos efeitos na saude. Foi aplicado a 285 individuos com
idades compreendidas entre 0s 18 e 0s 84 anos.

Figura 1:

Classificagao dos inquiridos
quanto ao género (n=285)
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_Resultados e discussdo

Dos 285 individuos inquiridos 76,1% pertenciam ao género
feminino e 23,9% ao género masculino. 82,8% da populagao
inquirida possufa formagao superior sendo que destes 42,4%
tinha formacao na area da sadde. Foram abrangidos 18 distri-
tos de Portugal continental e as Regides Auténomas da Ma-
deira e dos Acores, embora 72,6% da populagdo inquirida
fosse residente no distrito de Lisboa.

De acordo com os resultados obtidos (figura 1), 97,9% dos in-
quiridos ja ouviram falar em sumos detox, 90,2% sabem no que
estes consistem, mas apenas 48,8% ja os consumiram pelo

Algumas das respostas obtidas apds aplicagdo online do questionério.

Sabe 0 que sao sumos detox?

Ja ouviu falar em sumos detox?

Ja alguma vez consumiu
este tipo de sumos?

. Sim

= Nao

Acha que estes sumos constituem uma
boa opgéo para substituir uma refeicao?

L Sim

@ Néao
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menos uma vez. Dos 51,2% que nunca consumiram Sumos
detox 50,7% dizem que tém curiosidade em experimenta-los e
35,6% considera que estes poderao ter um sabor agradavel.

As principais vantagens associadas a estes sumos foram:
poder desintoxicante (64,9%); capacidade de repor 0s cons-
tituintes em défice no organismo, como vitaminas e minerais
(56,8%); capacidade drenante (35,1%); e coadjuvantes na
perda de peso (25,3%).

Dos 285 individuos inquiridos, 32,6% considera 0s sumos
detox adequados para serem utilizados como substitutos de
refeicdes. Dos 32,6% que considera os sumos adequados
para serem utilizados como substitutos de refeicoes, 68,8%
referiu 0 seu consumo a meio da manha como a refei¢édo
apropriada para substituir. Por outro lado, a populacéo inqui-
rida que nao considera 0s sumos como uma boa op¢ao para
substituir refeicdes (67,4%) afirma que estes nao fornecem os
nutrientes necessarios ao organismo (56,8%), nao fornecem

a energia necessaria (38,5%) e/ou nao sdo saciantes (37,0%).

Relativamente aos beneficios nutricionais dos sumos detox, 0s
inquiridos destacaram a sua riqueza vitaminica (80,7%), o seu
poder de hidratacéo (61,4%), a sua riqueza mineral (57,9%) e o
seu teor de fibra (52,6%).

_Conclusdes

Os resultados obtidos neste trabalho permitem ter uma nogao
clara da tendéncia alimentar que os sumos detox constituem.
A populacéo inquirida ja ouviu falar em sumos detox, cerca de
50% ja os consumiu pelo menos uma vez e 33% considera-0s
adequados para serem utilizados como substitutos de refeicdes.

As evidéncias cientificas que existem sobre este tema sé&o
muito limitadas mas os beneficios associados aos sumos
detox, por parte da populacdo em geral, séo variados. Torna-se
crucial desenvolver trabalhos de investigacdo que contribuam
para a existéncia de informacéo fidedigna sobre esta temética,
permitindo aos consumidores fazer escolhas alimentares com
base em informacdes cientificamente sustentadas.
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_Resumo

Os 6leos essenciais (OEs) s&o metabdlitos secundarios, produzidos por
plantas aromaticas e medicinais, com propriedades bioldgicas interes-
santes como a capacidade antimicrobiana e antioxidante. Neste trabalho,
foi determinada a atividade antimicrobiana e a capacidade antioxidante
dos OEs de manjericdo (Ocimum basilicum), canela (Cinnamomum cassia
(L) J. Presl e Cinnamomum zeylanicum Blume) e alecrim (Rosmarinus
officinalis L.). O OE da C. cassia mostrou ter a melhor atividade antimi-
crobiana contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Penicillium
spp. enquanto o 6leo de C. Zeylanicum exibiu a melhor capacidade an-
tioxidante pelo método da captacédo do DPPHe (radical 2,2-difenil- 1-pi-
crilhidrazil) e pelo ensaio do branqueamento do B-caroteno. No entanto,
todos os OEs analisados apresentaram boa atividade bioldgica, revelan-
do um grande potencial para serem aplicados como aditivos naturais, di-
retamente aos alimentos ou, indiretamente, a embalagens ativas.

_Abstract

Essential oils are secondary metabolites, produced by aromatic and me-
dicinal plant species, with interesting biological properties such as anti-
microbial and antioxidant activities. In this research the antimicrobial and
antioxidant capacities of the essential oils of basil (Ocimum basilicum L.),
cinnamon (Cinnamomum cassia (L.) J. Presl and Cinnamomum zeylani-
cum) and rosemary (Rosmarinus officinalis L.) were evaluated. C. cassia
essential oil presented the highest antimicrobial against Escherichia coli,
Staphylococcus aureus and Penicillium spp. while the C. zeylanicum es-
sential oil presented the highest antioxidant capacity by the DPPHe (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl radical) scavenging method and the B-carotene
bleaching assay. However, all the analysed essential oils presented high
biological activity, revealing a great potential to be applied as food addi-
tives, directly to food or, indirectly, to active packaging.

_Introdugéo

Os 6leos essenciais (OEs) sdo misturas complexas de substan-
cias aromaticas volateis, produzidos naturalmente como meta-
bolitos secundarios de diferentes partes das plantas como as
folhas, flores, frutos, caules, raizes, rizomas e sementes (1-7),

A composicao dos OEs pode variar de acordo com a espécie e
parte da planta de que sdo extraidos, do método de extragdo e
solvente utilizado, das carateristicas edafoclimaticas da planta,
do estagio de desenvolvimento da planta, entre outros (8-13).

O interesse pelos OEs tem aumentado nas Ultimas décadas
devido a sua comprovada atividade biolégica, incluindo a ca-
pacidade antimicrobiana e antioxidante (5:14,15),

Muitos dos OEs s&o reconhecidos como Generally Recognized
as Safe (GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA), po-
dendo ser utilizados nos alimentos e em embalagens alimenta-
res como aditivos naturais a fim de manterem ou melhorarem
as propriedades nutricionais e organoléticas dos mesmos,
aumentando o seu tempo de prateleira e contribuindo para
manter a sua seguranca (16-20),

_Objetivo

Neste trabalho foi avaliada a capacidade antimicrobiana e an-
tioxidante in vitro dos 6leos essenciais de manjericao, canela
(de duas espécies) e alecrim.

_Material e métodos

Os OEs selecionados para o estudo (tabela 1) foram adquiridos
da Ferquima® (Ferquima Industria e Comércio Ltda, Vargem
Grande Paulista, Sao Paulo).

A atividade antimicrobiana foi analisada através do método
de difusdo em agar (21) contra as bactérias Escherichia coli
(ATCC 1122), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e o fungo
Penicillium spp. As culturas bacterianas e os fungos foram
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pré-ativados e incubados a 35 °C em Plate Count Agar (PCA),
e a 25 °C em Potato Dextrose Agar (PDA), respetivamente.

Um disco de papel de filtro estéril (6 mm de diametro, Unifil)
impregnado com 3 pL de OE foi colocado no centro das placas
de Petri contendo o meio de cultura agar Mueller- Hinton pre-
viamente inoculado com a bactéria (1 x 107 ufe/mL) ou o fungo
(107 esporos/mL). As placas foram incubadas & temperatura
6tima dos microrganismos e apos 24 h (bactérias) e 48 h
(fungo) foram observados e medidos os halos de inibicdo.

O método de captacéo do radical DPPH e o ensaio do bran-
gueamento do B-caroteno foram utilizados para avaliar a ca-
pacidade antioxidante dos OEs.

O método utilizado para o ensaio do DPPHe foi adaptado do
método descrito por Moure et al. (2001). Foi preparada uma so-
lucdo metandlica de DPPHe (Sigma-Aldrich, Madrid, Espanha)
de concentracédo 3,6 x 10-5 M. A 2 mL da solugdo metandlica
de DPPHe foram adicionados 50 plL de OE. Para os testes con-
trolo foram utilizados 50 pL de metanol. As amostras foram co-
locadas a temperatura ambiente, protegidas da luz durante 30
min, e em seguida, a sua absorvancia foi medida (A = 515 nm)
num espectrofotometro (U-2000, Hitachi). A percentagem de
inibicao (PI) dos OEs foi calculada pela equacéo 1.

absC-absA
Pl (%) =—— x 100
absC

Em que absC representa a absorvancia da amostra controlo e
absA representa a absorvancia da amostra.

O ECg,, ou seja, a concentragdo que causa uma inibigéo
de 50% do radical DPPH, foi determinado para os OEs com
maior capacidade antioxidante (OEs de C. zeylanicum e R.
officinalis). Para tal, prepararam-se diversas diluicdes dos OEs
e determinaram-se as suas respetivas Pl. Posteriormente foram
tracados graficos com PI (%) versus concentracdo (mg/mL)
e pelo Método dos Minimos Quadrados foi estabelecida uma
equacao linear para cada curva, sendo depois possivel calcular
as concentragdes que originaram uma Pl (%) igual a 50%, ou
seja, 0 EC,, por interpolagéo (22-29),
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No ensaio do branqueamento do B-caroteno, adaptado do
método descrito por Miller (1971), foi realizada uma solucéo de
0,2 mg/mL de B-caroteno (Sigma-Aldrich, Madrid, Espanha)
em cloroférmio. Desta diluigao, retirou-se 1 mL ao qual foram
adicionados 20 mg de &cido linoleico (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espanha) e 200 mg de Tweend40®. O cloroférmio desta solu-
¢éo foi evaporado a 40 °C a 100 mbar. De seguida, 50 mL
de agua ultrapura foram adicionados e a solugao foi vigorosa-
mente agitada para assegurar a formacdo de uma emulsédo
de B-caroteno e acido linoleico. Para realizar o ensaio, foram
adicionados 0,2 mL de diferentes concentragdes dos OEs em
metanol a 5 mL da emulsao de -caroteno. As amostras foram
aquecidas a 50 °C durante 120 minutos. Apds este tempo, a
absorvancia das amostras foi medida (A = 470 nm) num espec-
trofotdmetro (U-2000, Hitachi). As amostras controlo foram
preparadas com metanol em substituicdo dos OEs e a sua ab-
sorvancia foi medida antes do periodo de incubacéo (0 min)
e apds 120 min de incubacéo. A Capacidade da Atividade An-
tioxidante (AAC, Antioxidant Activity Capacity) foi calculada
através da equacéo 2.

AA120-
AC120

AC0-AC120

AAC = X 1000

Na qual AA720 representa a absorvancia da amostra aos
120 min, ACO representa a absorvancia do controlo aos 0
min, e AC720 representa a absorvancia do controlo aos 120
minutos.

Todos os testes foram expressos como médias + desvio
padrdo de, pelo menos, trés repeticoes. Os valores foram tra-
tados com recurso a analise de variancia (ANOVA), seguida
pelo teste de Tukey com um nivel de probabilidade de 0,1 e
0,05 para os resultados da capacidade antimicrobiana e antio-
xidante, respetivamente, utilizando o software STATISTICA®
10.0 (Statsoft Inc. 2325, Tusla, OK).
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_Resultados

Os resultados da atividade antimicrobiana dos OEs estdo com-
pilados na tabela 2. O OE de C. cassia apresentou 0s melho-
res resultados de atividade antimicrobiana enquanto o OE de
O. basilicum mostrou reduzida ou inexistente agéo contra E.
coli, S. aureus e Penicillium spp (tabela 2). O OE de alecrim
néo exibiu atividade antimicrobiana contra 0s microrganismos
testados.

AE. colieoS. Aureus foram inibidos pelos OEs provenientes
das duas espécies de canela. O fungo apresentou suscetibili-
dade a todos OEs testados, exceto ao de alecrim (tabela 2).

Relativamente a capacidade antioxidante dos 6leos (tabela 3),
o OE de C. zeylanicum, exibiu 0 maior resultado pelo ensaio
do radical DPPH e do branqueamento do B-caroteno seguido
pelos 6leos de R. officinalis, de C. cassia e, por fim, pelo 6leo
de O. basilicum.

Tabela 1: 1 Descrigdo dos leos essenciais disponibilizada pelo fabricante.

Planta aromética Nome cientifico

Parte da planta utilizada
para preparar os OEs

Manjericao Ocimum basilicum L. Folhas

Canela Cinnamomum cassia (L.) J. Presl Caule, casca e folhas
Cinnamomum zeylanicum Blume Folhas

Alecrim Rosmarinus officinalis L. Folhas

Tabela 2: [ Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais (adaptado de Ribeiro-Santos et al., 2017).

Diametro médio da zona de inibigéo (cm) (13

Escherichia coli

Oleos essenciais -
(Gram-negativa)

Staphylococcus aureus

(Gram-positiva) Penicillium spp

0. basilicum 0,135 + 0,03° 0,0 + 0,02 0,342 + 0,003%
C. cassia 1,085 + 0,19° 1,85 + 0,31° 4,292 + 0,26°
C. zeylanicum 0,415 + 0,05° 0,775 + 0,06° 3,192 + 0,19°¢
R. officinalis 0,0 +0,0% 0,0 +0,0% 0,0 +0,0%

a) Nao inclui o diametro do disco de 0,6 cm.

b) Os resultados obtidos sdo a média dos testes + desvio padréo, n=3.
c) As médias, dentro da mesma coluna, que apresentem a mesma letra, ndo apresentam diferengas

significativas (p > 0,1) pelo Teste de Tukey.

Tabela 3: [] Capacidade antioxidante dos 6leos essenciais ""? (adaptado de Ribeiro-Santos et al., 2017).

Oleos essenciais DPPHe DPPHe Branqueamento do
(P1'%) [EC5q (mg/mL)] B-caroteno (AAC)

0. basilicum 26,6 + 1,802 nd 8,88 + 0,33%

C. cassia 44,8 + 1,87b nd 8,94 + 2,26

C. zeylanicum * 0,14 +0,002 927 + 3,62°

R. officinalis 80,2 + 0,28° 38,5 +0,51° 68,3 + 17,4°

a) Os resultados obtidos sdo a média dos testes + desvio padréo, n=3.

b) As médias, dentro da mesma coluna, que apresentem a mesma letra, ndo apresentam
diferencas significativas (p > 0,05) pelo Teste de Tukey.

* superior a 100%; nd - ndo determinado.
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_Discussao

Em geral, as bactérias Gram negativo, como a E. coli, s&o
mais resistentes a agentes antimicrobianos do que as bacté-
rias Gram positivo, devido a complexidade da dupla membra-
na celular comparativamente com a membrana simples das
bactérias Gram positivo. No caso da E. coli, esta bactéria tem
uma parede celular externa constituida por lipopolissacaride-
0s, 0 que torna mais dificil a penetracao dos componentes
dos OEs (2,25),

Os resultados encontrados para o OE de alecrim estao de
acordo com os resultados encontrados por Teixeira et al. (26).
No entanto sédo diferentes dos resultados encontrados por
Mathlouthi et al. (27) nos quais foi observada atividade antimi-
crobiana do OE de alecrim contra E. coli e S. aureus.

Bozin et al. (28) encontraram resultados semelhantes ao deste
trabalho para a mesma espécie de manjericao.

No que diz respeito a capacidade antioxidante, os resultados
encontrados para o OE de canela estdo de acordo com os re-
sultados obtidos por Prasad et al. (29).

Nao obstante, é de salientar que os OEs sao misturas de subs-
tancias bastante heterogéneas e as suas atividades bioldgicas
devem-se a um componente maioritario e a efeitos sinérgicos
e/ou antagonistas dos seus componentes, que sao de caracter
bastante varidvel e dependem nao sé das espécies das plan-
tas, mas também do método de extracéo e parte da planta uti-
lizados (30,31),

_Concluséo

O ¢leo essencial de canela, e em particular, o éleo proveniente
da espécie C. cassia, foi 0 que apresentou maior atividade anti-
microbiana. Por outro lado, o 6leo proveniente da espécie C.
zeylanicum foi 0 que apresentou maior capacidade antioxidante.
Os oleos essenciais estudados, utilizados individualmente ou
em combinagao, sdo uma 6tima alternativa aos aditivos sintéti-
COS uma vez que possuem capacidade antioxidante e/ou antimi-
crobiana, podendo ser adicionados diretamente aos alimentos
ou podem ser incorporados em embalagens alimentares ativas
com o objetivo de prolongar a vida Util dos alimentos.

2016 ' I
especials / - A { #
-~ $ ~’ =T v R 7N

22 série

Referéncias bibliograficas:

(1) Nakatsu T, Lupo AT, Chinn JW, et al. Biological activity of essential oils and their
constituents. Studies Nat Prod Chem 2000;21(Part B):571-631.

(2) Sartoratto A, Machado ALM, Delarmelina C, et al. Composition and antimicrobial activity
of essential oils from aromatic plants used in Brazil. Braz J Microbiol. 2004;35(4):
275-80. www.scielo.br/pdf/bjm/v35n4/v35n4a01.pdf

(3) Burt S. Essential oils: their antibacterial properties and potential applications in foods -
areview. Int J Food Microbiol. 2004;94(3):223-53.

(4) Dvaranauskaité A, Venskutonis PR, Raynaud C, et al. Variations in the essential oil com-
position in buds of six blackcurrant (Ribes nigrum L.) cultivars at various development
phases. Food Chem. 2009;114(2):671-9.

(5) Aidi Wannes W, Mhamdi B, Sriti J, et al. Antioxidant activities of the essential oils and
methanol extracts from myrtle (Myrtus communis var. italica L.) leaf, stem and flower.
Food Chem Toxicol. 2010;48(5):1362-70.

(6) LvJ, Huang H, Yu L, et al. Phenolic composition and nutraceutical properties of organic
and conventional cinnamon and peppermint. Food Chem. 2012;132(3):1442-50.

(7) Hill LE, Gomes G, Taylor TM. Characterization of beta-cyclodextrin inclusion complexes
containing essential oils (trans-cinnamaldehyde, eugenol, cinnamon bark, and clove bud
extracts) for antimicrobial delivery applications. LWT - Food Sci Technol. 2013;51(1):86-93.

(8) Khajeh M, Yamini Y, Bahramifar N, et al. Comparison of essential oils compositions of
Ferula assa-foetida obtained by supercritical carbon dioxide extraction and hydrodistilla-
tion methods. Food Chem. 2005;91(4):639-44.

(9) Elzaawely A, Xuan T, Koyama H, et al. Antioxidant activity and contents of essential oil
and phenolic compounds in flowers and seeds of Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt. &
R.M. Sm. Food Chem. 2007;104(4):1648-53.

(10) Negi PS. Plant extracts for the control of bacterial growth: efficacy, stability and safety
issues for food application. Int J Food Microbiol. 2012;156(1):7-17.

(11) Riahi L, Elferchichi M, Ghazghazi H, et al. Phytochemistry, antioxidant and antimicrobial acti-
vities of the essential oils of Mentha rotundifolia L. in Tunisia. Ind Crops Prod. 2013;49:883-9.

(12) Costa DC, Costa HS, Albuquerque TG, et al. Advances in phenolic compounds
analysis of aromatic plants and their potential applications. Trends Food Sci Technol.
2015;45(2):336-54.

(13) Ribeiro-Santos R, Carvalho-Costa D, Cavaleiro C, et al. A novel insight on an ancient
aromatic plant: the rosemary (Rosmarinus officinalis L.). Trends Food Sci Technol.
2015;45(2):355-68.

(14) Brahmi F, Abdenour A, Bruno M, et al. Chemical composition and in vitro antimicrobial,
insecticidal and antioxidant activities of the essential oils of Mentha pulegium L. and
Mentha rotundifolia (L.) Huds growing in Algeria. Ind Crops Prod. 2016;88:96-105.

(15) Seydim AC, Sarikus G. Antimicrobial activity of whey protein based edible films incorpora-
ted with oregano, rosemary and garlic essential oils. Food Res Int. 2006;39(5):639-44.

(16) Food And Drug Administration. Code of Federal Regulations (CFR) Title 21 - Food and
Drugs. Chapter I - Food Drug Adm Dep Heal Hum Serv. Subchapter B - Food for human
consumption. Part 182 - Substances generally recognized as safe [Em linha]. [[consult.
22/12/2016]. www.law.cornell.edu/cfr/text/21/part-182

17) Keshvari M, Asgary S, Jafarian-Dehkordi A, et al. Preventive effect of cinnamon essential
oil on lipid oxidation of vegetable oil. ARYA Atheroscler. 2013;9(5):280-6.

18) Dussault D, Vu KD, Lacroix M. In vitro evaluation of antimicrobial activities of various
commercial essential oils, oleoresin and pure compounds against food pathogens and
application in ham. Meat Sci. 2014;96(1):514-20.

19) Szczepanski S, Lipski A. Essential oils show specific inhibiting effects on bacterial biofilm

formation. Food Control. 2014;36(1):224-9.

Echegoyen Y, Nerin C. Performance of an active paper based on cinnamon essential oil

in mushrooms quality. Food Chem. 2015;170:30-6.

21) National Committee for Clinical Laboratory Standards.Performance standards for antimi-
crobial disk susceptibility tests (Approved standard). 8th ed. Wayne, Pa: NCCLS, 2003
(Document M2-A8).

22) Cruz JM, Dominguez H, Paraj¢ JC. Anti-oxidant activity of isolates from acid hydrolysates
of Eucalyptus globulus wood. Food Chem. 2005;90(4):503-11.

23) Cruz JM, Conde E, Dominguez H, et al. Thermal stability of antioxidants obtained from

wood and industrial wastes. Food Chem. 2007;100(3):1059-64.

Miller HE. A simplified method for the evaluation of antioxidants. J Am Oil Chem Soc.

1971;48(2):91-101.

Zinoviadou KG, Koutsoumanis KP, Biliaderis CG. Physico-chemical properties of whey

protein isolate films containing oregano oil and their antimicrobial action against spoilage

flora of fresh beef. Meat Sci. 2009;82(3):338-45.

20

24

25




Doutor Ricardo Jorge

‘ ’ nstteto_Nacional de Saude Observagoes_ Boletim Epidemiolégico

artigos breves_ n. 7

26) Teixeira B, Marques A, Ramos C, et al. Chemical composition and antibacterial and an-

27

28

29

)

30)

31

32

=

i

Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge, IP

2016 N\

nimero
especial 8 Z . Iﬂ'
22 série -

tioxidant properties of commercial essential oils. Ind Crops Prod. 2013;43(1):587-95.
Mathlouthi N, Bouzaienne T, Oueslati |, et al. Use of rosemary, oregano, and a commercial
blend of essential oils in broiler chickens: in vitro antimicrobial activities and effects on
growth performance. J Anim Sci. 2012;90(3):813-23.

Bozin B, Mimica-Dukic N, Simin N, et al. Characterization of the volatile composition of
essential oils of some lamiaceae spices and the antimicrobial and antioxidant activities
of the entire oils. J Agric Food Chem. 2006;54(5):1822-8.

Prasad KN, Yang B, Dong X, J, et al. Flavonoid contents and antioxidant activities from
Cinnamomum species. Innov Food Sci Emerg Technol. 2009;10(4):627-32.

Singh G, Maurya S, DeLampasona MP, et al. A comparison of chemical, antioxidant
and antimicrobial studies of cinnamon leaf and bark volatile oils, oleoresins and their
constituents. Food Chem Toxicol. 2007;45(9):1650-61.

Ojeda-Sana AM, van Baren CM, Elechosa MA, et al. New insights into antibacterial and
antioxidant activities of rosemary essential oils and their main components. Food Control.
2013;31(1):189-95.

Ribeiro-Santos R, Andrade M, de Melo NR, et al. Biological activities and major compo-
nents determination in essential oils intended for a biodegradable food packaging. Ind
Crops Prod. 2017;97:201-10.

33



Nacional de Satde

Doutor Ricardo Jorge

Observagbes_ Boletim Epidemiolégico

| __ _Segurancga alimentar

2 -0 l== ]

22 série

2016 | 3
= ls)) S f 5
| e =< law Myli=

_Primeiro caso de botulismo tipo F, em Portugal

First case of type F botulism, in Portugal
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_Resumo

A nivel mundial, estédo descritos poucos casos de botulismo tipo F em
humanos. Em julho de 2016 foi identificado o primeiro caso de botulis-
mo tipo F, em Portugal. Foi detetada toxina botulinica tipo F (BoNT/F)
nas fezes de um doente com quadro clinico tipico de botulismo e iso-
lada a estirpe de Clostridium botulinum produtora de BoNT/F.

_Abstract

Worldwide few cases of type F botulism are described in humans. In
July 2016 the first case of type F botulism in Portugal was identified.
Botulinum toxin type F (BoNT/F) was detected in the stool of a patient
with clinical symptoms typical of botulism and the strain of Clostridium
botulinum F producer of BoONT was isolated.

_Introdugéo e objetivo

A nivel mundial, estao descritos poucos casos de botulismo
tipo F em humanos (1). Na sua maioria, 0s casos de botulis-
mo descritos em humanos tém sido provocados por toxinas
do tipo A, B ou E. Os microrganismos que tém sido identifi-
cados como produtores de toxina F sdo o C. botulinum e o
C. baratii (). Podem ser causa de botulismo: a ingestao de
alimentos contaminados ou, mais raramente, a infecao de fe-
ridas, a produgao de toxina no trato intestinal se imunologica-
mente imaturo (botulismo infantil) ou a colonizagao intestinal
no adulto (1),

Este trabalho resulta da colaboracéo entre o Departamento de
Alimentacao e Nutricdo do Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge (INSA), o Hospital de Sdo Bernardo do Centro

Hospitalar de Setubal e o Departamento de Saude Publica, da
Administragdo Regional de Saude de Lisboa e Vale do Tejo e
apresenta o primeiro caso de botulismo tipo F, identificado em
Portugal.

_Caso clinico

Um homem de 53 anos foi admitido no Servigo de Urgéncia do
Hospital de S. Bernardo, em Settbal, com quadro clinico de
botulismo que inclufa visdo turva, diplopia, ptose palpebral, di-
sartria, disfagia, boca seca e midriase bilateral nao-reativa. O
doente reportou nduseas, perturbacdes abdominais e vomitos,
apdés o jantar do dia anterior. Foi hospitalizado com o diagnos-
tico possivel de botulismo versus sindrome de Guillain-Barré
atipico. Subsequentemente, apresentou dificuldade respirato-
ria progressiva, retengao urinaria e paraparésia flacida, tendo
sido transferido para a Unidade de Cuidados Intensivos. Uma
amostra de soro e uma amostra de fezes resultante de um
micro enema foram enviadas ao INSA. Apesar de lhe ter sido
administrada antitoxina botulinica (A,B,E), o doente necessitou
de suporte ventilatorio durante 8 dias. O doente teve alta apos
30 dias de internamento e n&o apresentava sintomatologia as-
sociada ao caso passado 3 meses.

A investigacao epidemiolégica e ambiental foi realizada pela
Autoridade de Saude Local e Regional. Foi efetuado um inqué-
rito para identificar géneros alimenticios suspeitos consumidos
nas 72 horas (2) anteriores ao inicio das queixas, tendo sido
inquiridos os membros da familia do doente. Foi identificada
como possivel refeicdo suspeita uma salada de atum prepara-
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da em casa, que foi consumida unicamente pelo doente. Nao
havendo sobras, nem rastreabilidade do lote da conserva inge-
rida, foram enviadas para o INSA duas embalagens intactas de
conserva de atum de dois lotes diferentes, da mesma marca
da que tinha sido ingerida pelo doente, assim como cebola e
tomate frescos e pimenta, idénticos aos utilizados na prepara-
cao da salada e café em capsulas, do mesmo lote do ingerido
apés a refeicdo. Nao podem ser excluidos como suspeitos
outros alimentos ingeridos nas 72 horas antes do inicio dos
sintomas, que nao foram rastreaveis, tendo contudo estes,
sido partilhados com outras pessoas que ndo apresentaram
queixas.

_Resultados

As amostras de soro e de fezes foram testadas para pesquisa
de toxina botulinica por bioensaio em ratinhos (%) e a amostra
de fezes foi também testada para a presenga de clostridios
produtores de toxina botulinica (multiplex-PCR e cultura) (4:5).
Nas fezes foi detetada a presenca de toxina botulinica tipo F
e isolada uma estirpe de C. botulinum produtora de BoNT/F.
Ainoculacao de 1mL de soro em Balb/c provocou, ao fim de
3 dias do soro, a morte dos animais inoculados. A prova de
seroneutralizacao foi inconclusiva.

Foi realizada a pesquisa de toxina por bioensaio nas duas con-
servas (3). Em todos as amostras de géneros alimenticios foi
realizada a pesquisa de clostridios produtores de toxina botuli-
nica por multiplex-PCR e por método cultural (4:5). N&o foi de-
tetada BoNT, nem clostridios produtores de BoNT nos géneros
alimenticios analisados.

_Conclusoes

Alguns dos poucos casos de BoNT/F relatados em adultos
foram devidos a colonizagao intestinal e outros a botulismo
de origem alimentar (1), O facto de o doente ter tido perturba-
cOes gastrointestinais leva-nos a suspeitar de uma toxinfegao
alimentar. Tal como na maioria dos casos descritos de botulis-
mo tipo F, ndo foi identificada com forte evidéncia a suspeita
dirigida a um vefculo alimentar concreto (1),
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_Resumo

O Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), em parceria
com a Direcdo-Geral de Alimentacgao e Veterinaria (DGAV), notifica anu-
almente a European Food Safety Authority (EFSA) os dados dos surtos
de toxinfegao alimentar ocorridos em Portugal, cuja investigagao labora-
torial é efetuada no INSA. De acordo com as orientagdes da Organizagao
Mundial da Saude (OMS) e da EFSA, em 2015, no Departamento de Ali-
mentagado e Nutrigdo do INSA, foram compilados e analisados os dados
referentes a 20 surtos, tendo sido afetados 421 individuos, dos quais 96
foram hospitalizados, ndo tendo sido reportados ébitos. O local onde os
alimentos foram consumidos ou onde ocorreu uma ou mais etapas finais
de preparacéao foi identificado em 90% dos surtos (75% locais publicos e
25% domesticos). O agente causal e/ou suas toxinas foram identificados
em 50% dos surtos: Toxina botulinica tipo B, C. perfringens, Salmonella
Enteritidis, Listeria monocytogenes serogrupo Vb, E. coli verotoxigéni-
canao-0157, Enterotoxina estafilococica tipo A e Shigella sonnei. Foram
identificados como principais fatores contributivos o tratamento térmico
inadequado, abusos tempo/temperatura e ocorréncia de contaminagoes
cruzadas. De acordo com a Diretiva 2003/99/CE, a EFSA em colabora-
¢ao com o European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC)
elabora anualmente um relatério técnico com informagao relativa aos
Estados-Membros, de modo a gerar evidéncia cientifica que permita a
otimizagao dos sistemas de seguranga alimentar implementados, assim
como os programas de educagao para a salde, minimizando o impacte
humano, econdmico e social destas doengas na Europa.

_Abstract

National Health Institute Doutor Ricardo Jorge (INSA) in partnership with
the Directorate-General of Food and Veterinary Medicine (DGAV), notifies
each year to the European Food Safety Authority (EFSA) the data of food-
borne outbreaks that occurred in Portugal, whose laboratory investigation
was done by INSA. According to the guidelines of World Health Organiza-
tion (WHO) and EFSA, in 2015 in the Food and Nutrition Department of INSA
data from 20 outbreaks were compiled and analyzed; involving 421 cases,
96 hospitalizations and no fatal cases were reported. The places where
food was consumed or where the final stages of preparation of the food ve-
hicle took place were identified in 90% of the outbreaks (75% public places
and 25% households). The causative agents or its toxins were identified in
50% of the outbreaks analyzed: Botulinum toxin type B, C. perfringens, Sal-
monella Enteritidis, Listeria monocytogenes serogroup Vb, E. coli vero-

toxigenic non-0157, Staphylococcus toxin type A and Shigella sonnei.
The main contributory factors identified were inadequate heat treatment,
time/temperature abuse and occurrence of cross-contaminations. In ac-
cordance with Directive 2003/99/EC, EFSA in collaboration with Europe-
an Centre for Disesese Prevention and Control (ECDC) prepares annually
a technical report with information from the Member States, in order to
produce scientific evidence that allows the optimization of implemented
food safety systems, as well as health education programs, minimizing
the human, economic and social impact of these diseases in Europe.

_Introdugéo

Considera-se um surto de toxinfegao alimentar uma doenca
infeciosa ou toxica que afeta dois ou mais individuos, causa-
da, ou que se suspeita ter sido causada, pelo consumo de
género(s) alimenticio(s) ou &gua contaminados por microrga-
nismos, suas toxinas ou metabolitos. Embora as toxinfecdes
alimentares sejam causa de morbilidade e mortalidade em
todo 0 mundo, podem ser prevenidas pela minimizacdo dos
fatores que estdo na sua origem.

O Departamento de Alimentacao e Nutricdo, em parceria com
outros Departamentos do INSA, na sua funcao de laboratoério
de referéncia, e em colaboragdo com a Direcdo-Geral de
Alimentagdo e Veterinaria, notifica anualmente a European
Food Safety Authority (EFSA) os dados dos surtos ocorridos
em Portugal, cuja investigacao laboratorial foi realizada no
INSA. Deste modo, ao abrigo da Diretiva 2003/99/CE, a
EFSA analisa os dados enviados pelos Estados-Membros e
prepara um relatério anual, em colaboracéo com o European
Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), de modo
a gerar evidéncia cientifica que permita a otimizacao dos
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sistemas de seguranca alimentar implementados, assim como
0s programas de educacgao para a saude, minimizando o im-

pacte humano, econémico e social destas doencas na Europa.

_Objetivo
Compilagao e andlise dos dados dos surtos de toxinfegdes ali-
mentares investigados no INSA, em 2015.

_Material e métodos

Em 2014, a EFSA reviu o European Union Food-borne Out-
break Reporting System (EU-FORS), solicitando que fossem
compilados os dados de todos os surtos de toxinfegdes ali-
mentares, incluindo surtos em que nenhum género alimenticio
particular é suspeito e surtos nos quais a evidéncia implica
um determinado vefculo alimentar (figura 1).

A distingdo entre surtos de origem alimentar com base na forga
da evidéncia, surtos de origem alimentar suportados por "forte
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evidéncia" ou surtos de origem alimentar suportados por "fraca
evidéncia", esta relacionada com a suspeita “forte” ou “fraca”
dirigida a determinado veiculo alimentar.

De acordo com as orientacées da Organizacao Mundial da
Saude (OMS) (1) e da EFSA (2), foram compilados e analisa-
dos os dados dos surtos de toxinfecao alimentar que foram
enviados para investigagéo laboratorial ao Departamento
de Alimentagao e Nutricdo do INSA, durante o0 ano de 2015;
1) dados de investigacédo epidemiolégica disponibilizados pelas
Autoridades de Saude, 2) dados referentes as instalagbes do
setor alimentar e as pessoas afetadas, 3) dados microbioldgi-
cos de géneros alimenticios e de superficies de ambientes de
producao/transformacéo da area alimentar e de manipulado-
res, 4) dados microbiolégicos de amostras clinicas.

Figura 1: [ Fluxograma adaptado da comunicagéo de surtos de toxinfe¢des alimentares para o
European Union Food-borne Outbreak Reporting System (updated EU-FORS) (2),

DADOS A SEREM COMUNICADOS

SURTO

SIM

Origem alimentar ?

SIM

Veiculo alimentar suspeito?

SIM

Forca da evidéncia implicando
um vefculo alimentar ?

FORTE

Comunicar os dados

NAO N&ao comunicar
NAO Comunicar os dados
FRACA Comunicar os dados
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_Resultados e discussédo

No periodo em estudo (2015) foi realizada a investigagao labo-
ratorial de 20 surtos que afetaram 421 individuos, dos quais 96
foram hospitalizados, n&o tendo sido reportados ébitos. A forca
da evidéncia dos surtos foi forte em 8 surtos e fraca em 12.

O agente etioldgico causal foi identificado em 50% (10/20) dos
surtos analisados no ano 2015; 4 Toxina botulinica tipo B, 1 C.
perfringens, 1 Salmonella Enteritidis, 1 Listeria monocytoge-
nes serogrupo Vb, 1 E. coli verotoxigenica ndo-0157, 1 Ente-
rotoxina estafilocécica tipo A e 1 Shigella sonnei (tabela 1).

Em 2014, o agente etiologico causal foi identificado em 52%
(13/25) dos surtos reportados pelo INSA e em 71% (3720/5251)
do total de surtos reportados pela EFSA (3),

A evidéncia que suporta a suspeita da existéncia de um veicu-
lo alimentar implicado pode ser microbiolédgica, epidemioldgica
descritiva, ambiental ou baseada em investigagdes da rastrea-
bilidade de produtos ().

Tabela 1:

Agente causal

Género alimenticio
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A evidéncia microbioldgica consiste na detecdo do agente
causal no veiculo alimentar ou nos seus componentes, ou na
cadeia, ou ambiente da producéo alimentar, combinado com
a detecao do agente causal nos humanos afetados ou com a
manifestacdo de sintomas clinicos e inicio de doenca forte-
mente compativeis com o agente causal identificado no vei-
culo alimentar, ou nos seus componentes, ou na cadeia, ou
ambiente da producdo alimentar.

Em 6 surtos, a evidéncia que ligou o surto a ingestao do ali-
mento foi microbiolégica com detecdo do agente causal no
alimento, combinada em 3 destes com a detegao do agente
causal nos doentes e, nos outros 3, com a presencga de sin-
tomas clinicos e inicio de doenga compativeis com o agente
causal. Em 1 surto, a natureza da evidéncia que ligou o con-
sumo do alimento (bacalhau a Bras) ao surto foi epidemio-
l6gica descritiva. Nao foram analisados laboratorialmente
sobras, nem amostras “testemunha” do alimento implicado.
Em 3 surtos onde o agente etioldgico causal foi identificado,
0 veiculo alimentar é desconhecido.

Surtos confirmados pela identificagdo do agente etiolégico causal: género alimenticio
implicado e n° de pessoas afetadas.

N.° de pessoas afetadas

Shigella sonnei Desconhecido 26
C. perfringens

Outros agentes: Rojoes 5
VTEC nédo -0157 (stx1, stx2 e eae) e B. cereus

Salmonella Enteritidis Bacalhau a Bras 3

Toxina botulinica tipo B

Toxina botulinica tipo B

Toxina botulinica tipo B Alheira

Toxina botulinica tipo B

Listeria monocytogenes serogrupo Vb

VTEC ndo -0157 (eae negativo)

Enterotoxina estafilocécica tipo A

Desconhecido

Presunto

Desconhecido

Refeicdes compostas, com todos 0s
componentes cozinhados

Peixe a Bras

Desconhecido

4

4

Desconhecido

Hamburguer com cebola, pronto a comer 120
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Tabela 2:
NUmero 2010 2011 2012
Surtos 4 8
Casos 56 101 135
Hospitalizados 0 1
Obitos 0 0

O local onde os alimentos foram consumidos ou onde tiveram
lugar as etapas finais de preparacdo dos mesmos foi identifi-
cado em 90% dos surtos. Destes, 75% ocorreram em locais
publicos, isto €, envolveram individuos que consumiam ali-
mentos, em mais do que um local (ex. instituigdes residenciais,
cantinas/bares de escolas, colégios, infantarios, creches, res-
taurantes, hospitais, lares de idosos, etc.) e 25% foram surtos
domésticos, isto €, todos 0s doentes envolvidos pertenciam
ao mesmo agregado familiar. Os fatores que se identificaram
como contributivos para a ocorréncia dos surtos foram: trata-
mento térmico inadequado, abusos tempo/temperatura e con-
taminacéo cruzada.

Na tabela 2 pode observar-se 0 numero de surtos investigados
laboratorialmente com agente causal identificado, que ocorre-
ram entre 2010 e 2015, evidenciando o ndmero de casos, hos-
pitalizados e dbitos reportados.

Esta informagao devera evidenciar a necessidade de divulga-
¢do das boas praticas de higiene em programas de educagao
para a saude.

Para melhorar a percentagem de surtos notificados, bem como
a informacéo associada, deverdo congregar-se esfor¢os pluri-
disciplinares e regulamentares.

_Conclusdes

Os dados evidenciam que um tratamento térmico inadequado
para a destruicdo microbiana e a manutengao dos alimentos a
temperaturas incorretas, associados a um periodo de tempo
favoravel ao desenvolvimento microbiano e a potencial produ-
cao de toxinas, muitas vezes ocorrendo simultaneamente com
procedimentos incorretos promotores de contaminacdes cru-
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Surtos com agente etiolégico identificado - 2010 a 2015.

2013 2014 2015 Total
10 13 20 62
183 589 421 1485
17 56 96 171
0 0 0 0

zadas, continuam a ser os fatores contributivos mais frequen-
tes na ocorréncia de surtos de toxinfegdes alimentares.

Nos programas de educacgao para a salde, a disseminacao e a
aplicacdo de conhecimentos praticos na érea da higiene e se-
guranca alimentar sdo fundamentais para a prevencao das do-
encas de origem alimentar, destacando-se a importancia das
regras basicas contidas no manual da OMS “Cinco chaves para
uma alimentagao mais segura” (4) e na publicacéo “Seguranca
alimentar: guia das boas praticas do consumidor” (%),

O INSA, como Laboratério Nacional de Referéncia na area da
saude para o estudo epidemioldgico laboratorial de toxinfecdes
alimentares, estd empenhado na melhoria da informacéo dis-
ponivel de ocorréncia de surtos de origem alimentar de forma
a ser uma evidéncia cientifica de suporte a uma gestéo eficaz
do risco.
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Detection of norovirus and hepatitis A virus in foodtuffs
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_Resumo

Em 2014, os dados reportados para a European Food Safety Authority
(EFSA), evidenciam que o numero de surtos causado por virus foi supe-
rior ao causado por Salmonella spp. contudo, em 2015, este nimero di-
minuiu. A nivel mundial e de acordo com a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS), entre 2007 e 2015 os virus foram os principais agentes causais
de doengas diarreicas. Com o objetivo de incrementar a sua capacida-
de de resposta no esclarecimento de surtos de toxinfecao alimentar bem
como na vigilancia, monitorizagéo e controlo de géneros alimenticios, o
Laboratdrio de Microbiologia do Departamento de Alimentacao e Nutrigao
(DAN) implementou em 2015 o0 método de detegao de Norovirus (NoV) ge-
nogrupo Gl e genogrupo Gll e virus da Hepatite A (HAV) de acordo com
a ISO/TS 15216-2. As amostras analisadas em 2015-2016 incluiram mo-
luscos bivalves, frutos vermelhos, vegetais e superficies do ambiente de
produgao/manipulacéo de alimentos. Em amostras dos moluscos bivalves
nao depurados foram detetados NoV Gl e GlI. Surtos de origem alimentar
de NoV e HAV s&o um problema emergente em saude publica, pelo que as
estratégias de controlo deverao orientar-se essencialmente para a vigilan-
cia e prevengao da contaminac@o dos géneros alimenticios mais susceti-
veis, identificando e minimizando o impacte dos diversos fatores de risco
inerentes ao ambiente de producgéo, preparacao, conservagao, distribui-
¢ao e consumo.

_Abstract

In 2014 the data reported to European Food Safety Authority (EFSA), evi-
denced that the number of foodborne outbreaks caused by viruses was
higher than those caused by Salmonella spp., but in 2015 this number
decreased. At global level and according to the World Health Organiza-
tion (WHO), between 2007 and 2015 viruses were the main diarrhoeal
diseases agents. With the objective to contribute to the clarification of
foodborne outbreaks of viral origin associated to foodstuffs consumption
and to enhance the laboratory capacity, the Food Microbiology Labora-
tory of the Food and Nutrition Department, implemented in 2015 the
method for detection of Norovirus (NoV) Genogroup | and Il and Hepati-
tis A Virus (HAV) according to ISO/TS 15216-2. The samples analysed
included bivalve molluscs, soft fruits, vegetables and surfaces of the en-
vironment of production/handling of foodstuffs. In samples of bivalve
molluscs, not depurated, Norovirus Gl and Gl were detected. Foodborne
outbreaks caused by NoV and HAV are a public health emerging prob-
lem, and so the control strategies should be oriented essentially to the
surveillance and prevention of the contamination of more susceptible
foodstuffs, identifying and minimizing the impact of several risk factors
inherent to the environment of production, preparation, conservation,
distribution and consumption.

_Introdugéo

O estudo da etiologia das doencas de origem alimentar é com-
plexo, uma vez que apenas uma parte dos casos de doenga sdo
reportados as Autoridades de Salde e muitas das doencas,
resultantes da ingestdo de um alimento contaminado, podem
surgir semanas ou até meses ap6s o consumo do(s) alimento(s),
dificultando quer o estabelecimento de um nexo de causalidade
alimento-doenca, quer a investigacdo epidemiolégica.

No ambito dos contaminantes bioldgicos e, em particular, no
caso dos virus, as suas carateristicas estruturais e bioldgicas,
a dose infetante, 0 modo de transmissao, a persisténcia no
ambiente, entre outras, sdo muito diferentes das dos outros
microrganismos habitualmente implicados em surtos de toxin-
fegOes alimentares, dificultando ainda mais a investigagé@o do
surto e a identificagéo do agente causal (1 2).

Em 2008, estudos de avaliagdo de risco realizados por peritos
da Organizacédo das Nacoes Unidas para a Agricultura e Ali-
mentacé@o (FAO) e da Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
referem que o conhecimento da fonte de contaminagéo é fun-
damental para definir estratégias de intervencéao (2: 2.

Analisando os dados relativos aos surtos de origem alimentar
associados a virus, reportados para a European Food Safety
Authority (EFSA), verifica-se que o numero de surtos foi muito
variavel entre 2008 e 2014. Em 2009, foram reportados 1 043
surtos, tendo este nimero decrescido progressivamente até
2011. A partir de 2011 ocorreu um aumento de 525 para 1 072
surtos em 2014 e, em 2015, voltou a descer para 401 surtos.
O numero de casos associados a surtos por virus (14 754) cor-
respondeu a 36,8% dos casos associados a surtos. De referir
que em 2015, em 45 destes surtos a evidéncia foi forte, isto &,
foi identificado o alimento especifico implicado, responsavel
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pelo surto. Relativamente ao alimento implicado, os “crustace-
0s, moluscos bivalves e produtos derivados” foram o veiculo
alimentar mais frequente (27,8%) e o “manipulador infetado”,
“contaminacgéo cruzada” e “ingrediente contaminado néao pro-
cessado”, foram os fatores contributivos associados a estes
surtos (4),

De acordo com o relatério da OMS publicado em 2015, relativo
ao impacto das doengas de origem alimentar em sadde publi-
ca, entre 2007 e 2015 os virus sdo os principais agentes cau-
sais de doencas diarreicas, com ampla distribuicdo em todo o
mundo. Na Europa, destaca-se como agente mais frequente o
Norovirus (NoV) responsavel por cerca de 15 milhdes de casos
de doenca ().

Norovirus (NoV) e Virus da Hepatite A (HAV) s&o microrganis-
mos altamente contagiosos, transmitidos habitualmente pela
via fecal-oral, no contacto pessoa a pessoa (via mais comum),
através de agua contaminada (de consumo ou de recreio), do
consumo de alimentos crus contaminados ou alimentos insufi-
cientemente cozinhados e/ou alimentos que se contaminaram
pelo contacto com superficies do ambiente de producéo ali-
mentar ou a partir de manipuladores infetados.

Em comparagdo com as formas vegetativas da maioria das
bactérias patogénicas, os NoV e os HAV evidenciam uma esta-
bilidade elevada, sendo mais resistentes ao calor, a refrigera-
cdo, a congelagao, a desidratacao, a valores de pH extremos,
a luz ultravioleta, a pressao hidrostéatica elevada e aos agentes

Tabela 1:
NoV e HAV (3, 6-13),

Géneros alimenticio

Moluscos bivalves

(ostras, améijoas, berbigbes e mexilhdes) por esgotos

Fonte de contaminagao

Contaminagdo ambiental, a partir da contaminagdo
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desinfetantes, sobretudo em presenga de matéria orgénica.
Esta resisténcia, aliada a uma baixa dose infetante, leva a que
possam persistir durante longos periodos (dias a semanas)
como contaminantes de um género alimenticio e com capaci-
dade para causar doenga (3 6,

Apesar da via de transmiss@o pessoa a pessoa Ser a mais
comum, estudos de avaliagdo do risco efetuados pela OMS,
evidenciam a existéncia de associagdes bem definidas entre
alguns géneros alimenticios e as fontes de contaminacdo mais
frequentemente associadas a transmissao de NoV e HAV por
via alimentar (tabela 1).

_Objetivo

No sentido de contribuir para o esclarecimento de surtos
de toxinfecdo alimentar de origem viral associados ao consu-
mo de géneros alimenticios e incrementar a sua capacidade
de resposta ao controlo e monitorizagao, o Laboratério de Mi-
crobiologia do Departamento de Alimentagédo e Nutricdo do
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) im-
plementou em 2015 o0 método de detecdo de Norovirus geno-
grupo Gl e genogrupo Gll e virus da Hepatite A, de acordo com
a 1S0/TS 15216-2:2013 (14), Este método foi sujeito a auditoria
pelo Instituto Portugués de Acreditagao (IPAC), para acredita-
40 segundo o referencial normativo ISO/IEC 17025:2005 (15),
aguardando-se a emissao do Anexo técnico. Apresentam-se
0s dados obtidos nos ensaios realizados em 2015-2016.

Géneros alimenticios, fonte e local de contaminagé@o mais frequentemente associados a transmissao de

Local de contaminacéo

Zonas de apanha e cultivo

Frutos e produtos horticolas consumidos crus Agua de rega

(frutos vermelhos e vegetais de folhas verdes)

selvagens

Fertilizantes nao tratados
Contacto com animais da quinta, domésticos ou

Manipuladores infetados

Fase pré-colheita
Fase da colheita

Fase pés-colheita

Alimentos prontos para consumo

Superficies contaminadas (contaminagdes cruzadas)

Tratamento térmico insuficiente

Preparagao
Distribuigao
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_Material e métodos

Em 2015 e 2016 foram analisadas 69 amostras para pesqui-
sa de Norovirus genogrupo Gl e genogrupo Gll e virus da
Hepatite A. As amostras analisadas incluiram moluscos bival-
ves, frutos vermelhos, vegetais e superficies do ambiente de
producao/manipulacao de alimentos. As amostras de géneros
alimenticios foram recolhidas em superficies comerciais, dire-
tamente no produtor ou no local de consumo. Algumas amos-
tras foram analisadas no ambito do esclarecimento de surtos
de toxinfecdo alimentar.

Dado que habitualmente os virus estao presentes nas matrizes
alimentares em nimero muito baixo e que estas podem conter
substancias que interferem com os métodos de detecgéo, € ne-
cessario efetuar previamente um procedimento de extragao
e/ou concentracdo das particulas virais (especifico para cada
matriz alimentar) para obter extratos livres das substancias ini-
bidoras e que vao servir de substrato para o procedimento de
deteca@o do RNA viral. A eficiéncia da extracédo ¢é avaliada pela
contaminagao das amostras com um virus sintético de contro-
lo (ex. virus Mengo), com carateristicas fisicas e quimicas se-
melhantes ao virus alvo, mas geneticamente distinto e pela sua
extragdo em simultaneo (2, 14),
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Nos frutos vermelhos e vegetais, a extracdo dos virus foi efe-
tuada por eluicdo com agitacdo, seguida de concentracao
por precipitagdo com solugao de Polietilenoglicol e Cloreto
de Sédio (PEG/NaCl). Nos moluscos bivalves, onde o tecido
digestivo representa cerca de 1/10 do peso total do animal, a
extracé@o dos virus das glandulas digestivas foi efetuada pela
acdo de digestao enzimatica da proteinase K. Nas superficies,
0s virus foram removidos por esfregaco, seguido de eluicao
em solucao tampao (2, 14),

Reacdo de transcricdo reversa, seguida de reacdo em cadeia
da polimerase (RT-PCR) em tempo real foi efetuada no equipa-
mento Applied 7500 Fast Real Time PCR System.

_Resultados e discussédo

As 69 amostras analisadas incluiam: 32 frutos vermelhos/vege-
tais (1 amostra suspeita de estar implicada num surto de toxin-
fecdo alimentar), 14 moluscos bivalves (2 amostras suspeitas de
estarem implicadas num surto de toxinfegao alimentar) e 23 su-
perficies (relacionadas com a investigacao de 3 surtos de toxin-
feccao alimentar). O total de amostras de géneros alimenticios
e 0s tipos de matrizes analisados estéo ilustrados no gréafico 1.

[ Frutos vermelhos e vegetais

[ Moluscos bivalves

Gréafico 1: [ Amostras de géneros alimenticios (n=69) e tipos de matrizes.
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Gréfico 2 Resultados da detegdo de Norovirus Gl e Gll
em géneros alimenticios e em esfregagos de
superficies (n=69).
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Frutos vermelhos e vegetais Moluscos bivalves Superficies

[ Nao detetado [ NoV Gl e Gll Detetado

Os resultados obtidos referentes a detegéo de NoV Gl e NoV
Gll, estao ilustrados no gréfico 2.

Nos moluscos bivalves foram detetados Norovirus dos geno-
grupos Gl e Gll em 29% das amostras (4/14), todas correspon-
dentes a moluscos que ndo tinham sido depurados. Destas 4
amostras, 2 correspondiam a ostras colhidas diretamente de
uma zona estuarina e 2 a améijoas colhidas no ambito do es-
clarecimento de um surto de toxinfecdo alimentar. Nas amos-
tras de frutos vermelhos e vegetais e nas de superficies nao
foram detetados Norovirus Gl e Gll.

No total das 69 amostras analisadas ndo foi detetada a presen-
ca do Virus da Hepatite A.

_Conclusoes

Apesar de todos os avangos tecnoldgicos, concretamente a
nivel das industrias do setor alimentar, o risco potencial de
aquisicao e consumo de determinados géneros alimenticios
(molusco bivalves, frutos vermelhos e vegetais e alimentos
prontos para consumo) contaminados com virus, nomeada-
mente NoV e HAV, é uma realidade.

A probabilidade de contrair a infegao esta dependente, entre
outros, de fatores ligados ao hospedeiro, das carateristicas
particulares destes microrganismos e do tipo de géneros ali-
menticios. Em particular, a resisténcia do NoV e HAV durante
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longos periodos de tempo apds a contaminacao inicial e o
modo de consumo destes alimentos (crus, apds tratamento
térmico ligeiro ou sem tratamento térmico final) pode contri-
buir para a persisténcia desta contaminagao em alimentos
prontos a comer.

Considerando que a presenga de NoV e HAV é um problema
emergente em saude publica, as estratégias de controlo deve-
rao orientar-se essencialmente para a prevengao da contami-
nacdo destes tipos de géneros alimenticios, identificando e
minimizando o impacto dos diversos fatores de risco inerentes
ao ambiente de producdo, preparacéo, conservacao, distribui-
¢ao e consumo.

A monitorizagéo, vigilancia e controlo da presenga de NoV e
HAV nos géneros alimenticios e ambiente, mais frequentemen-
te associados a sua transmissao, poderdo contribuir para a
verificac@o e validagao dos sistemas de seguranca alimentar
implementados.
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_Avaliacao dos teores de patulina em sumos de fruta durante o processamento industrial
Assessment of patulin contents in fruit juices through industrial processing
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_Resumo

A patulina € uma micotoxina produzida por fungos dos géneros Asper-
gillus e Penicillium. Esta toxina pode contaminar diversos tipos de fruta,
nomeadamente magas e produtos derivados podendo estar associada
a ocorréncia de efeitos mutagénicos, genotdxicos, imunossupressores,
imunotdxicos, neurotoxicos, e eventualmente carcinogénicos. Por essa
razdo é fundamental o controlo da ocorréncia de patulina nos géneros
alimenticios mais suscetiveis. Com o objetivo de avaliar a presencga de
patulina em amostras de fruta e polpa ao longo das varias etapas do
processamento industrial, foram analisados os teores desta micotoxina
em 50 amostras (ameixa, péssego, pera e maca), colhidas nas diversas
fases de processamento. As amostras de pera e maga apresentaram 0s
teores de contaminagado mais elevados, detetados na fase de descarga
da fruta (18 ug.Kg™") e na fase de enchimento (40 pg.Kg™), respetivamen-
te. Estes resultados sao inferiores ao limite maximo legislado (50 ug.Kg™)
para sumos de frutos, sumos de frutos concentrados reconstituidos e
néctares de frutos, por ndo existem valores limite para a fruta e polpa.
Os dados do presente estudo alertam para a necessidade de monitorizar
a ocorréncia de contaminantes ao longo das véarias etapas de processa-
mento industrial como forma de obter alimentos seguros, protegendo
assim a salide dos consumidores. Estes foram os primeiros estudos efe-
tuados em Portugal sobre a ocorréncia de patulina em diferentes frutas
colhidas ao longo do processamento industrial.

_Abstract

Patulin is a mycotoxin produced by fungi of the genera Aspergillus and
Penicillium. This toxin can contaminate several fruits, including apples
and by-products, and may be associated with the occurrence of muta-
genic, genotoxic, immunosuppressant, immunotoxic, neurotoxic, and
possibly carcinogenic effects. Thus, it is fundamental to monitor the oc-
currence of patulin in more susceptible foodstuffs as fruits. This study
aimed to determine the contents of patulin in 50 fruit and pulp samples
(plum, peach, pear and apple), collected throughout different industrial
processing stages. Pear and apple samples showed the highest con-
tamination levels, detected in fruit discharge phase (18 ug.Kg™') and the
filling stage (40 ug.Kg™'), respectively. These results are lower than the
legislated maximum allowed limits (50 ug.Kg™') for fruit juices, concen-
trated fruit reconstituted and fruit nectars juices; however, there are no
limits for fruit and pulp samples. The results of this study point out the
need to monitor the occurrence of contaminants throughout the vari-
ous stages of industrial processing, as a way to get safer food to attain
a higher protection of the consumer’s health. This was the first study
performed in Portugal on the occurrence of patulin in fruit samples col-
lected on the various stages of industrial processing.

_Introducéo

A patulina (PAT) é uma micotoxina produzida por espécies de
fungos pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium, que
podem estar presentes em diversos tipos de frutas, nomea-
damente macas e produtos derivados (1). O crescimento dos
fungos e subsequente produgao de patulina ocorre geralmen-
te a superficie de fruta danificada, sendo a sua presenca con-
siderada um indicador de qualidade da matéria-prima usada no
fabrico de géneros alimenticios. Os estudos experimentais de
toxicidade em animais e culturas de tecidos atribuem a patulina
efeitos mutagénicos, genotdxicos, imunossupressores, imuno-
toxicos, neurotoxicos, e eventualmente carcinogénicos (2). Tor-
na-se assim importante o controlo da presenca de patulina e,
sempre que possivel, a sua remogao dos géneros alimenticios,
em particular de sumos e purés de frutos. Os sumos e deriva-
dos de frutos devem obedecer a boas préticas de agricultura e
de fabrico impostas pelo Codex Alimentarius com o intuito de
reduzir os niveis de patulina inicialmente presentes (%),

No processamento industrial comum inclui-se, entre outras
etapas, a lavagem e selecdo da fruta, descarogamento, tritu-
racao, tratamento (como a pasteurizagdo, concentracédo ou
clarificacao) e enchimento A remogao da fruta danificada e a
eliminagao das partes apodrecidas provaram ser um fator impor-
tantissimo que contribui para a diminuicéo dos niveis de patulina
nos sumos e produtos derivados (4). Janotova e colaboradores
(2011), num estudo em que analisaram o efeito do processamen-
to industrial sobre a patulina em amostras de puré de maca
provenientes de 4 fases diferentes (homogeneizagao, lavagem,
pasteurizacdo e enchimento asséptico), verificaram que todas
as fases de processamento contribuiram para a reducéo de pa-
tulina, sendo a lavagem a fase que apresentou o maior nivel de
reducao (de 29 a 80% do teor original de patulina) (5).
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_Objetivo

O presente estudo teve como objetivo avaliar os teores de pa-
tulina em amostras de fruta e polpa, colhidas em 2011 e 2013,
ao longo de diferentes fases de processamento industrial. Para
a realizacdo deste estudo foi estabelecida uma parceria com a
empresa Portuguesa Sumol+Compal, localizada em Almeirim,
Portugal.

_Material e métodos

As amostras analisadas foram cedidas pela empresa
Sumol+Compal e incluiram fruta e polpa utilizadas no fabrico
de sumos. Foram analisadas 50 amostras: 10 de ameixa, 16
de péssego, 12 de pera e 12 de macé. De cada tipo de fruta
foram recolhidas amostras apds as diferentes fases de pro-
cessamento: descarga da fruta, 1% e 22 lavagem da fruta e en-
chimento (polpa). Para cada fruta foram recolhidos trés lotes
(sendo um lote equivalente a uma colheita individual aleatéria
nas diferentes fases de processamento) com excec¢éo do pés-
sego em que se efetuaram cinco colheitas. As amostras, com
aproximadamente 1 Kg cada, foram recolhidas a vacuo em
sacos assépticos (enchimento asséptico — péssego e maga) e
em sacos de amostragem de plastico (enchimento a quente -
ameixa e pera), de acordo com o tipo de fruta. As condigoes
analiticas para a determinagao de PAT foram as descritas por
Barreira e colaboradores (2010), utilizando uma metodologia
de extracdo em fase soélida com determinacao analitica por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e detegao por ultravio-
leta (SPE-HPLC-UV) (6).

Tabela 1:
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As amostras foram analisadas em duplicado e os valores
médios de PAT foram expressos em ug.Kg™'. A metodologia
analitica apresentou um limite de detecao (LOD) e de quanti-
ficagdo (LOQ) de 0.9 ug.Kg™' e 2.9 ug.Kg', respetivamente, e
um coeficiente de variagdo de 3%. As amostras com resulta-
dos iguais ou superiores ao limite de detecdo foram conside-
radas positivas.

_Resultados e discusséo

Relativamente as 50 amostras analisadas por SPE-HPLC-UV,
12 (24%) foram positivas, apresentando 8 (16%) valores entre
0 LOD e 0 LOQ e 4 (8%) valores superiores ou iguais ao LOQ
(2,9 ug.Kg™"). No caso das amostras com valores superiores
ou iguais ao LOQ, trés foram de pera (7,8 ug.Kg™", 8,4 ug.Kg™
e 18 ug.Kg™") e uma de maca (40 pg.Kg™") (tabela 1).

Conforme se pode verificar no grafico 1, a fase de enchimen-
to foi a que apresentou maior numero de amostras positivas,
0 que poderé ser atribuido a eventuais perdas de agua duran-
te 0 processamento. O maior numero de amostras positivas
foi registado nas amostras de pera e podera ser atribuido ao
facto de este ser um fruto sensivel que pode ser facilmente
danificado com pequenos toques ocorridos durante o trans-
porte. Esta podera ser também a justificacao para o facto da
pera apresentar o teor de patulina mais elevado na fase de
descarga de fruta (18 pg.Kg™).

Ocorréncia de patulina em amostras de fruta e polpa de ameixa, péssego, pera e maga.

Amostras Positivas LOD - LOQ > L0Q Teores maximos PAT
Fruta "

n n (%) n n ug.Kg
Ameixa 10 2 (20) 2 0 1.2%
Péssego 16 2 (6) 2 0 1,97
Pera 12 5(42) 2 3 18
Maga 12 3(25) 2 1 40
Total 50 12 8 4

LOD - Limite de Detecéo (0,9 ug.Kg™"); LOQ - Limite de Quantificacao (2,9 ug.Kg™"); * Inferior ao LOQ.
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Gréfico 1: [ Ocorréncia de patulina em amostras de fruta e polpa de ameixa péssego, pera e maga ao longo
do processamento industrial (n=50).
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Esta figura revela também, a semelhanca do que ocorreu com
outros estudos (®), a eficiéncia da etapa da lavagem na redugéo
de patulina nas amostras contaminadas, como se evidencia
com a redugdo de teores de toxina na amostra L1 de péra
que passa de 18 pug.Kg™', na amostra recepcionada (descarga
fruta) para valores inferiores ao limite de detecéo apds a 12 e 22
lavagem. Para além da pera e maga, as amostras de ameixa e
péssego também apresentaram contaminacao por patulina o
que revela a possibilidade de ocorréncia em diferentes frutos.

Os teores de patulina encontrados neste estudo foram inferio-
res ao limite maximo legislado de 50 ug.Kg™" para sumos de
frutos, sumos de frutos concentrados reconstituidos e néctares
de frutos, no entanto, as amostras analisadas correspondem a
fruta e polpa, matrizes que néo se encontram abrangidas pelas
especificagées do Regulamento (CE) n° 1881/2006 (7) pelo que
néo poderdo ser comparadas neste ambito. Para além dos
sumos, a mesma legislacao so inclui referéncia a contaminagao
por patulina em produtos & base de maga (bebidas espirituo-
sas, sumos e produtos soélidos) e nao abrange outros futos
como a péra, ameixa ou péssego.

[0 2% Lavagem

[0 12 Lavagem [ Descarga de fruta

_Conclusdes

Os dados obtidos no presente estudo permitiram concluir que a
qualidade das matérias-primas, bem como o controlo dos teores
de potenciais contaminantes ao longo do processo industrial,
sao fundamentais para a obtengdo de produtos seguros.

A baixa percentagem de amostras positivas no universo amos-
trado (24%) e o facto de somente 8% apresentarem valores
iguais ou superiores ao LOQ revela a existéncia de qualidade
no processamento industrial.

A descarga da fruta e a fase de enchimento deverdo ser etapas
em que se deve efetuar a monitorizacdo da ocorréncia de patu-
lina. Relativamente a pera, a etapa de lavagem da fruta revelou
ser um ponto importante na reducao de teor de patulina.

Estes dados alertam também para a necessidade de se efetu-
ar a monitorizagao dos teores de patulina em frutas que nao
estdo incluidas na legislacdo, uma vez que a fragilidade ine-
rente podera potenciar a degradagao e consequente ocorrén-
cia de patulina.
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Estes sdo os primeiros estudos sobre ocorréncia de paulina em

amostras de diferentes frutos colhidas em diferentes fases do
processamento industrial em Portugal.
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_Monitorizagcao microbiolégica em produtos de charcutaria cozidos, fatiados em talhos
Microbiologic survey in sliced cooked meat products, purchased at butcheries

Isabel Soares Sousa, Conceigdo Costa Bonito, Maria Manuel Toscano, Teresa Teixeira Lopes, Isabel Bastos Moura,
Isabel Campos Cunha, Cldaudia Pena, Margarida Saraiva, Maria Antonia Calhau
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Departamento de Alimentacdo e Nutricdo, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Porto/Lisboa, Portugal.

_Resumo

Foram monitorizados niveis microbiolégicos em produtos carneos co-
zidos fatiados, vendidos em 18 talhos na cidade do Porto, num total de
86 amostras. Nao foram detetados microrganismos patogénicos em
niveis significativos. Os resultados obtidos revelaram 13% das amos-
tras com resultado >107 ufc/g para a contagem de microrganismos
a 30 °C, 14% (5/35) com contagem de leveduras >10° ufc/g e 100%
das amostras com contagem de Enterobacteriaceae <10° ufc/g. De
forma a garantir a qualidade e seguranga do produto até ao momento
do consumo é importante avaliar como €é estabelecido, pelo operado-
res de retalho, o periodo de vida Util secundario das pegas que fatiam.

_Abstract

Microbiological evaluation of sliced cooked meat products, purchased
in 18 butcheries of Porto, in a total of 86 samples, was performed. No
pathogens were detected at significant levels. The results obtained re-
vealed 13% of the samples with counts >107 cfu/g for the enumeration
of microorganisms at 30 °C, 14% (5/35) with yeasts counts >10° cfu/g
and 100% of the samples with Enterobacteriaceae counts <103cfu/g. In
order to assure the quality and safety of the product until the moment
of consumption it is important to evaluate how retail operators establish
the secondary shelf-life of the pieces they slice.

_Introdugéo

Os produtos carneos transformados como o fiambre e afins
sao cada vez mais utilizados na alimentacéo, devido a sua facil
utilizac@o e preparacédo, o que predispde a uma grande com-
petitividade entre as empresas agroalimentares e uma enorme
variedade na oferta. Todos os operadores alimentares, incluin-
do os da venda a retalho, devem assegurar a qualidade dos gé-
neros alimenticios que colocam no mercado, tendo em atencéo
0 tempo de vida Util secundério, caso tenha havido abertura da
embalagem (1-3),

_Objetivo

Monitorizar niveis de microrganismos em produtos carneos co-
zidos, fatiados em talhos, nomeadamente fiambre, mortade-
la e fiambrino. As 86 amostras analisadas foram adquiridas em
18 talhos da cidade do Porto, em dois periodos distintos. A 12
fase do estudo decorreu no 1° trimestre de 2015 e incidiu em
51 amostras, adquiridas entre as 7 e as 10 horas. A 22 fase de-
correu entre maio e junho de 2016, incidindo em 35 amostras
colhidas entre as 12 e as 16 horas.

_Material e métodos

Os produtos de charcutaria foram adquiridos em talhos e fa-
tiados no momento da compra. As amostras foram transpor-
tadas para o laboratério num periodo maximo de 30 minutos
ap6s a compra e conservadas no laboratério a 3 + 2 °C, até
a realizagao dos ensaios, efetuados no dia da compra. Na 12
fase do estudo, foram analisadas 51 amostras: 25 de fiambre,
24 de mortadela e 2 de fiambrino. Na 22 fase, o numero total
de amostras analisadas foi de 35: 16 de fiambre, 16 de mor-
tadela e 3 de fiambrino.

Os ensaios microbiologicos e respetivos métodos, efetuados
as amostras na 12 e 22 fases foram: contagem de microrga-
nismos a 30 °C (ISO 4833-1:2013), contagem de estafilococos
coagulase positiva (ISO 6888-1:1999/Amd.1:2003), contagem
de Escherichia coli (ISO 16649-2:2001) e contagem de Liste-
ria monocytogenes (ISO 11290-2:1998/Amd.1:2004). Apenas
nas amostras da 22 fase foram realizados: contagem de bo-
lores e leveduras a 25 °C (ISO 21527-1:2008), contagem de
Enterobacteriaceae (ISO 21528-2:2004) e pesquisa de Liste-
ria monocytogenes (VIDAS LMO2-AFNOR BIO 12/11/-03/04,
com confirmacédo de resultados positivos pela ISO 11290-
1:1996/Amd.1:2004).
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_Resultados

Os resultados obtidos para a contagem de microrganismos a
30 °C demonstraram que 35% das amostras analisadas apre-
sentaram contagens >10° unidades formadoras de colénias
por grama (ufc/g) e 13% apresentaram contagens >107 ufc/g.
(gréfico 1).

O resultado para a contagem de Listeria spp. foi <10 ufc/g, em
todas as amostras. A pesquisa de L. monocytogenes em 25¢
foi realizada apenas na 22 fase, tendo sido detetada a presenca
deste microrganismo numa das 35 amostras. A contagem de
E. coli foi realizada nas duas fases do estudo (n=86), tendo sido
obtidos resultados inferiores ao limite de detecéo (LD) (10 ufc/g)
em 85 amostras e um baixo nimero (Presente <4x10" ufc/g),
numa das amostras analisadas.

Gréfico 1:
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A contagem de estafilococos coagulase positiva foi efetuada
em todas as amostras na 12 fase e apenas em 17 amostras na
22 fase. Foram detetados baixos nimeros (Presente <4x102
ufc/g) em 13% das amostras (9/68).

Na 22 fase foi efetuada a contagem de Enterobacteriaceae,
obtendo-se um resultado <10° ufc/g em 100% das amostras,
74% das quais com valores <10? ufc/g e, destas, 34% com va-
lores <10 ufc/g. Ainda na mesma fase do estudo, efetuou-se a
contagem de bolores e leveduras a 25 °C. Em 37% das amos-
tras (13/35), obteve-se uma contagem de leveduras >10* ufc/g
e em 14% (5/35) >10° ufc/g. Em 86% das amostras analisadas
a contagem de bolores foi inferior ao LD (<102 ufc/g), tendo
sido detetados baixos nimeros (Presente <4x10? ufc/g) em 5
amostras (grafico 2).

Contagem de microrganismos a 30 °C (ufc/g), distribuigdo por classe de resultados.
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Gréfico 2:
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Contagem de leveduras a 25 °C (ufc/g), distribuig&o por classe de resultados.

[ Fiambre
[ Mortadela
[ Fiambrino

-

<102 >10%<108

>10%<10*

>10%<10° ‘ >10° ‘



22 série

(’ nstivto_Nacional de Satide Observagdes_ Boletim Epidemiolégico 2016 3
Doutor Ricardo Jorge nimero i
) especial 8 / _ - A& & |
S ————" " L L i =
\

_Discusséo e concluséo

Nao foram detetados microrganismos patogénicos em niveis
significativos.

A presenga de microrganismos patogénicos, ainda que em
baixos numeros, e indicadores de deterioracdo elevados em
14% das amostras, torna premente o controlo do tempo de vida
util e da temperatura de conservacdo dos géneros alimenticios
pelos operadores e pelo consumidor final (3:4),

De forma a garantir a qualidade e seguranca do produto até
ao momento de consumo, pode ser importante avaliar como é
estabelecido, pelos operadores de retalho, o periodo de vida
atil secundario nas pecas que fatiam e se ha sobrestima do
mesmo. Do mesmo modo, o consumidor final deve ser informa-
do da temperatura de conservacao e do periodo de vida Util de
todos 0s géneros alimenticios.
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_Challenge tests para avaliar o periodo de vida util secundario em fiambre fatiado

pré-embalado

Challenge tests to evaluate secondary shelf-life of pre-packed sliced ham

André Sousa, Conceigdo Costa Bonito, Isabel Sousa, Maria Manuel Toscano, Isabel Bastos Moura, Teresa Teixeira Lopes,
Cldudia Pena, Isabel Campos Cunha, Margarida Saraiva, Maria Antdnia Calhau
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_Resumo

O perfodo de vida Util de um género alimenticio corresponde ao interva-
lo de tempo em que, respeitando as condi¢des de conservacao e mani-
pulacao, os atributos de seguranga e qualidade do produto se mantém.
O periodo de vida util secundario é o periodo de tempo durante o qual,
apds abertura da embalagem de origem, o produto se mantém confor-
me. Realizou-se a avaliagéo do periodo de vida Util secundério em duas
marcas de fiambre fatiado pré-embalado, 1 lote da marca A e 1 lote da
marca B, aplicando Challenge Tests, através do calculo do potencial de
crescimento (8) de Listeria spp. em diferentes momentos do seu peri-
odo de vida atil primario. Apds a abertura das embalagens, os produ-
tos foram inoculados com baixas concentracdes de Listeria spp. (2 10g;,
ufc/g) e conservados a uma temperatura de refrigeragéo abusiva, 12 +
1 °C, durante 3 dias. Aproximadamente a um més do fim do seu perio-
do de vida util e no fim deste, o fiambre da marca A ndo permitiu o cres-
cimento de Listeria spp. (6<0,5 log,, ufc/g). Assim, para este produto, o
periodo de vida Util secundario de trés dias foi validado. Um més antes
do seu periodo de vida Util priméario expirar, o flambre da marca B apre-
sentou um 6>0,5 log,, ufc/g, 24 horas ap6s abertura da sua embalagem,
pelo que o periodo de vida Util secundario de trés dias ndo é vélido, se
conservado a uma temperatura de refrigeragao de 12 + 1 °C. As bacté-
rias acido-laticas representaram a flora dominante do fiambre nas duas
marcas. As elevadas concentragdes de bactérias &cido-lacticas (>7 log,,
ufc/g), no fiambre da marca A, a um més do fim do prazo de validade e
no fim do periodo de vida Util primario do fiambre da marca B, podem ter
sido a causa da auséncia de desenvolvimento de Listeria spp. O cumpri-
mento da temperatura de conservagao é fundamental para a manuten-
cao da qualidade e seguranca microbiolégica dos géneros alimenticios,
ao longo dos seus periodos de vida Util.

_Abstract

A food product shelf-life is the period over time during which a food
product maintains its safety and quality under well-defined storage and
manipulation conditions. Secondary shelf-life is defined as the period
after package opening during which a food product maintains an ac-
ceptable quality level. Challenge tests assessing Listeria spp. growth
potential (8) were performed on two brands of pre-packed ready-to-
eat sliced ham (1 batch of brand A and 1 batch of brand B) in order
to evaluate its secondary shelf-life at different stages of its primary
shelf-life. After pack opening, the products were inoculated with low
levels of Listeria spp. (2 log,, cfu/g) and stored under an abusive refrig-
eration temperature, 12 + 1 °C, during 3 days. About a month before

the end of the shelf-life and at the end of it, the brand A sliced ham
did not support the growth of Listeria spp. at both stages of the study
(6<0,5 log,, cfu/g). For this product, the secondary shelf-life of 3 days
was validated. One month before the primary shelf-life expires, brand B
sliced ham showed a 6>0,5 log,, cfu/g, 24 hours after pack opening. The
3 days secondary shelf-life could not be validated if stored at tempera-
ture of 12 +/- 1 °C. Lactic acid bacteria were the dominant microflora of
the sliced ham. High numbers of lactic acid bacteria (> 7 log,, cfu/g) may
have been the cause for the inhibition of Listeria spp. growth in brand A
sliced ham and in brand B sliced ham at the end of its primary shelf-life.
The fulfilment of storage temperature is a fundamental condition for the
maintenance of the food products microbiological quality and safety,
during their shelf-life periods.

_Introdugéo

O periodo de vida util de um género alimenticio corresponde
ao intervalo de tempo em que, respeitando as condicoes de
conservacao e manipulagéo, os atributos fisicos, quimicos,
microbiolégicos e sensoriais do produto se mantém (). O pe-
riodo de vida Gtil secundario é o periodo de tempo durante o
qual, apos a abertura da embalagem de origem, o produto se
mantém conforme.

Apbés a abertura da embalagem, alteracbes ambientais
(atmosfera e humidade), erros de manipulagao e modificacao
da temperatura de conservagdo, podem comprometer a segu-
ranca do produto, especialmente quando se trata de géneros
alimenticios prontos para consumo pereciveis (2). Neste senti-
do, os consumidores devem ser informados das condigoes
de conservacao e do prazo de utilizacao dos géneros alimenti-
cios, apds a abertura das embalagens ().

Para géneros alimenticios prontos para consumo susceti-
veis de permitir o crescimento de Listeria monocytogenes, 0
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Regulamento (CE) n.° 2073/2005 determina a auséncia de L.
monocytogenes em 25 g, antes da sua colocagdo no mercado
e o limite de 100 ufc/g durante o seu periodo de vida util. Com
0 objetivo de garantir o cumprimento dos critérios microbiologi-
cos de seguranca ao longo de todo o periodo de vida Util de um
género alimenticio, o artigo 3° do referido regulamento prevé a
realizagdo de testes destinados a determinar a capacidade de
um microrganismo alvo, devidamente inoculado, crescer ou so-
breviver nesse produto em condicdes de armazenamento razo-
avelmente previsiveis — Challenge Tests (4).

_Objetivo

Avaliar o periodo de vida util secundéario em fiambre fatiado
pré-embalado, em condi¢des de conservacao semelhantes as
que o consumidor sujeita este género alimenticio (5), através
do calculo do potencial de crescimento (8) de Listeria spp.,
aplicando Challenge Tests.

_Materiais e métodos

Um lote de cada uma das duas diferentes marcas (A e B) de
fiambre fatiado pré-embalado foi adquirido em estabelecimen-
tos comerciais e conservado a 3 + 2 °C para realizacéo de
Challenge Tests: aproximadamente a um més do fim do seu
periodo de vida util e no fim do mesmo.

Inicialmente, foi verificada a auséncia de L. monocytogenes
em 25 g nos lotes analisados, de acordo com a ISO 11290-
2:1998/Amd 1:2004 (5),

Posteriormente, foram preparadas subunidades de 10 g de
cada amostra. Realizou-se a contaminagdo de uma parte
das subunidades, tendo outras, ndo inoculadas, constituido
subunidades controlo. A contaminagao das subunidades da
amostra foi efetuada através dainoculagéo por espalhamento
a superficie de 1ul de um indculo com 3 log,, ufc de Listeria
spp., constituido por 2 estirpes de L. monocytogenes e 1 es-
tirpe de L. innocua. Os ensaios foram iniciados em 3 subunida-
des de cada amostra imediatamente ap6s a inoculagao (T0).
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As subunidades inoculadas ndo analisadas foram mantidas
a 12 + 1°C, até ser realizada a contagem de Listeria spp. de
acordo com a ISO 11290-2:1998/Amd 1:2004. Este ensaio foi
efetuado diariamente, em subunidades selecionadas, durante
um periodo méaximo de 3 dias (T1, T2, T3). Nas subunidades
controlo, conservadas de forma idéntica as inoculadas, foi
realizada a contagem de microrganismos totais a 30 °C (ISO
48383: 2002), bactérias acido-laticas (ISO 15214: 1998) e bolo-
res e leveduras (ISO 21527-1: 2008).

O potencial de crescimento microbiano (8) foi calculado através
da diferenca entre a mediana da contagem de Listeria spp., no
inicio e no fim do estudo ().

_Resultados e discussdo

Nas duas fases do estudo, o fiambre fatiado da marca A apre-
sentou um & <0,5 log,, ufc/g de Listeria spp. durante o perio-
do de 3 dias de conservacao (tabelas 1 e 3).

Um més antes do periodo de vida Util primario expirar, o fiam-
bre fatiado da marca B permitiu o crescimento de Listeria spp.
(6>0,5 log,, ufc/g), 24h apds a abertura da embalagem. Apre-
sentou ainda contagens iniciais de microrganismos totais e
bactérias acido-laticas inferiores a 5 log, ufc/g, valores inferio-
res aos encontrados no fiambre fatiado da marca A. No fim do
seu periodo de vida Util, o fiambre fatiado da marca B também
nao apresentou crescimento de Listeria spp. (tabelas 2 e 3).

As subunidades controlo de ambos os fiambres, submetidas a
ensaios microbiolégicos a um més do fim do periodo de vida
util, apresentaram um crescimento exponencial de aproximada-
mente 3 log,, ufc/g de microrganismos totais a 30 °C, bactérias
acido-laticas e leveduras, sugerindo uma taxa de deterioracéo
rapida destes produtos, apo6s abertura das suas embalagens
(tabelas 1 e 2).
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Tabela 1: Resultados dos ensaios realizados no fiambre fatiado da marca A.

; ) Subunidades Subunidades controlo
Dia do ensaio (T) inoculadas (n=3)" (n=1)"
(apos inoculagao
com Listeria spp.) Listeria spp. Microrganismos totais  Bactérias acido-laticas Leveduras Bolores
(logo ufc/g) a 30 °C (log;, ufc/g) (logyo ufc/g) (logs, ufc/g) (logyq ufc/g)

A um més do fim do periodo de vida util

T0 2,23+0,14 5,94 5,00 1,70 Presente <1,60
T 2,25+ 0,24 >7 >7 2,08 Presente <1,60
A 2425019 | S SR a6 <
T3 2,48 + 0,03 8,67 8,66 4,49 <1

No fim do periodo de vida Util

T0 2,64 + 0,04 8,69 7,46 Presente <1,60 <1
T 2,19+ 0,16 8,69 8,04 1,90 <1
T2 2,29+ 0,18 8,49 8,34 2,46 <1

* n=nlimero de subunidades analisadas.

Tabela 2: [ Resultados dos ensaios realizados no fiambre fatiado da marca B.

: ) Subunidades Subunidades controlo
Dia do ensaio (T) inoculadas (n=3)" (n=1)"
(apos inoculagao
com Listeria spp.) Listeria spp. Microrganismos totais ~ Bactérias &cido-laticas Leveduras Bolores
(logyg ufc/g) a 30 °C (log, ufc/g) (logyg ufc/g) (logyq ufc/g) (logyq ufc/g)

A um més do fim do periodo de vida util

T0 2,10 + 0,21 4,43 3,08 Presente <1,60 <1
T 3,01 +£0,18 5,99 5,04 2,11 <1
T2 3,62 + 0,26 >7 >7 3,69 <1

No fim do periodo de vida util

T0 2,63 + 0,04 7,65 7,87 <1 <1
T 2,62 +0,12 8,00 8,04 <1 <1
T2 2,56 + 0,01 8,32 8,62 <1 <1

* n=numero de subunidades analisadas.

Tabela 3: [ Potencial de crescimento de (8) Listeria spp.

8 Listeria spp. (logy, ufc/g)

Fase d tud Fiambre fatiado da Fiambre fatiado da
c bl (ERL marca A marca B

A um més do fim do periodo de vida util 0,208 0,91°

No fim do periodo de vida (il -0,14° -0,08°

a) § calculado ao fim de 3 dias; b) & calculado ao fim de 2 dias; c¢) 6 calculado ao fim de 1 dia.
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_Conclusao

Quando conservado a uma temperatura de refrigeracdo abu-
siva, 12 + 1°C, o fiambre fatiado da marca A nas duas fases
do estudo apresentou um periodo de vida Util secundario de
3 dias, quanto ao potencial de crescimento de Listeria spp.,
valido. O periodo de vida Util secundario de 3 dias indicado no
rétulo ndo é valido se conservado a 12 + 1°C para o fiambre
fatiado da marca B a um més do fim do seu periodo de vida
util, devendo este produto ser consumido num prazo maximo
de 24 horas, apds abertura da sua embalagem. No entanto, no
fim do seu periodo de vida util, o fiambre da marca B é seguro
relativamente ao potencial de crescimento de Listeria spp..

As bactérias acido-laticas representaram a flora dominante nos
dois produtos. A capacidade destes microrganismos se desen-
volverem numa ampla gama de temperaturas, de promoverem
uma reducdo de pH (resultante da producéo de &cido latico)
e de algumas estirpes produzirem bacteriocinas, tem sido rela-
cionada com um efeito inibitério no desenvolvimento de micror-
ganismos patogénicos (¢). Concentragées iniciais de bactérias
acido-laticas superiores a 7 log,, ufc/g podem ser indicadoras
de que estes produtos ja se encontravam deteriorados, poden-
do também ser a causa da auséncia de desenvolvimento de
Listeria spp. no fiambre fatiado da marca A e no fiambre fatiado
da marca B, no fim do seu periodo de vida Util primario.

A temperatura de conservacao selecionada (12 + 1 °C) repre-
senta uma temperatura de conservagado refrigerada com
abusos de temperatura, passivel de ser praticada pelo consu-
midor (5:7). O cumprimento da temperatura de conservacao,
5°C, indicada pelos fabricantes de ambos os fiambres devera
ser fundamental para a manutencéo da sua qualidade e segu-
ranca microbioldgica, ao longo do seu periodo de vida util.
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Treatment of water for human consumption: a case of cyanobacterial survival

Carina Menezes', Olga Martins?, Elsa Dias’

elsa.dias@insa.min-saude.pt

(1) Laboratério de Biologia e Ecotoxicologia. Departamento de Saude Ambiental, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal

(2) AgdA - Aguas Publicas do Alentejo, S.A.

_Resumo

No verdo de 2015 ocorreu um episodio de mau odor/sabor na agua de
abastecimento proveniente da albufeira do Roxo. Este episddio foi atri-
buido a presenga de um bloom cianobacteriano que incluia espécies
produtoras de compostos volateis (geosmina, MIB). De facto, foi deteta-
da a presenca de cianobactérias na agua tratada, a saida da ETA, ainda
que em densidades relativamente baixas. No entanto, desconhecia-se
se estes organismos mantinham a viabilidade celular e a capacidade de
se desenvolver na rede de distribuicéo, a jusante da ETA e, desta forma,
contaminar a agua para consumo humano. Assim, amostras de dgua co-
lhidas a saida da ETA e no Reservatério de abastecimento publico foram
inoculadas em meio de cultura e o crescimento celular foi seguido por
microscopia o6tica. Apds 30 dias, verificou-se o crescimento algal, o que
demostra que algumas espécies resistiram ao tratamento na ETA e man-
tiveram a capacidade de se reproduzir. Curiosamente, uma dessas es-
pécies foi o Cylindrospermopsis raciborskii, considerada até ha pouco
tempo uma espécie tropical. Ira proceder-se a caraterizagdo molecular
e toxigénica desta espécie. Atualmente esta a decorrer um protocolo de
colaboragéo entre o Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo Jorge e
a AgdA, com o objetivo de se estudar a distribuicdo de cianobactérias,
cianotoxinas e compostos volateis na albufeira do Roxo.

_Abstract

In the summer of 2015 an unpleasant odour/taste occurred in the water
for human consumption supplied from Roxo Reservoir. This episode
was attributed to the presence of a cyanobacterial bloom composed
by species producing volatile compounds (geosmin, MIB). In fact, cy-
anobacteria were detected in treated water, at the exit of Water Treat-
ment Plant (WTP), although at relatively low densities. However, it was
unknown if these organisms maintained their viability and the growth
capacity in the distribution network and, as such, to contaminate the
drinking water. Thus, treated water samples collected at the WTP and
at the water deposit were inoculated in culture medium and cell growth
was followed by optical microscopy. Algal growth was observed 30
days after culturing, which shows that some species resisted the
treatment in the WTP and maintained the capacity to reproduce. Inter-
estingly, one of those species was Cylindrospermopsis raciborskii,
considered until recently a tropical species. Molecular and toxigenic
characterization of this species will be carried out. A collaboration pro-
tocol between INSA I.P. and AgdA, is currently being carried out with
the aim of studying the distribution of cyanobacteria, cyanotoxins and
volatile compounds in the Roxo reservoir.

_Introdugéo

O desenvolvimento massivo de cianobactérias (florescéncias)
em reservatérios de agua doce superficial € um fendmeno muito
comum em Portugal (). Trata-se de um problema de saude
publica, uma vez que é frequente a ocorréncia de espécies
produtoras de toxinas. As cianotoxinas predominantes séo as
microcistinas (1), heptapéptidos ciclicos que induzem hepatoto-
xicidade aguda e que sa@o potencialmente cancerigenos para o
Homem (2). Por outro lado, algumas espécies de cianobactérias
produzem compostos organicos volateis (COVs) que alteram as
carateristicas organoléticas da agua, uma vez que conferem um
mau odor e sabor (a terra/mofo) a agua. Na albufeira do Roxo
ocorreu, no verdo de 2015, um denso bloom cianobacteriano
composto por uma grande diversidade de espécies. Inclusiva-
mente, foi detetada a presenga de algumas cianobactérias nas
amostras de agua tratada a saida da Estacdo de Tratamento
(ETA). A agua fornecida as populacdes abastecidas por essa al-
bufeira apresentava um odor desagradavel e a analise dos COVs
(geosmina, MIB), foi positiva. As cianobactérias predominantes
na albufeira (Planktothrix sp., Aphanizomenon sp. e Cylindros-
permopsis sp.) estdo descritas como produtoras desses com-
postos.

_Objetivo

Foi objetivo do presente trabalho, determinar a viabilidade de
cianobactérias sujeitas a processos de tratamento de agua e
avaliar a sua potencial capacidade de desenvolvimento mas-
sivo a jusante da ETA, podendo contaminar e alterar as cara-
teristicas organoléticas da agua distribuida a populacao.
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_Materiais e métodos

Procedeu-se a colheita de amostras de 5 L a saida da ETA e no
reservatorio que serve a populacao afetada. As amostras foram
transportadas sob refrigeragdo para o Laboratério de Biologia
e Ecotoxicologia do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge (INSA), onde foram fixadas (100 mL) com uma solugao de
Lugol para identificagao/quantificacdo das espécies fitoplanctoni-
cas presentes (3). Para concentragao e cultivo in vitro da biomas-
sa, 100 mL de amostra foram filtrados sob vacuo ligeiro e os filtros
(MF-Millipore) foram inoculados em placas de 6 pogos com meio
Z8 (4). Em paralelo, e porque a filtragao poderia interferir com a
viabilidade celular, 100 mL das amostras foram inoculados direta-
mente em frascos de cultura com 500 mL de meio Z8. As culturas
foram mantidas em condigdes de temperatura e luz controladas

(20 + 1 °C; 20 + 4 pmol/m?/s; ciclo 14 h luz/10 h escurido) e o
crescimento algal foi seguido por microscopia ética (Olympus CK
40) de forma a proceder-se ao isolamento/identificagao das estir-
pes que se mantiveram viaveis.

_Resultados

Na tabela 1 indicam-se as espécies fitoplanctonicas presentes
nas amostras fixadas com Lugol.

Cerca de 30 dias apds a inoculagdo em meio Z8 (com ou sem
filtragao prévia), registou-se crescimento de diatoméaceas e
clorofitas nas culturas das amostras da ETA e do Reservato-
rio (figura 1). Adicionalmente, observou-se o crescimento de
C. raciborskii nas culturas da ETA (figura 1).

Tabela 1: [ Espécies fitoplanctdnicas presentes nas amostras recolhidas.

Cianobactérias
Cylindrospermopsis raciborskii
Pseudanabaena limnetica
Aphanizomenon gracile
Diatomaceas

Nitzschia acicularis

Clorofitas

Scenedesmus ellipticus

Saida da ETA

Amostra

Reservatorio

Total

1472 651

1042 383
= 579
30 13
26 =

2570 1627

Figura 1: [ Representagdo das etapas realizadas para confirmag&o da viabilidade das cianobactérias presentes nas amostras.

Inoculagao de 100 mL
de amostra em 500 mL

. de meio Z8

Filtragao de amostra e
inoculagéo dos filtros
em meio Z8

Crescimento algal

Crescimento algal

Cylindrospermopsis raciborskii
isolado da ETA do Roxo
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_Discussao

O presente trabalho demonstra que alguns organismos fitoplanc-
tonicos, designadamente cianobactérias, podem sobreviver
aos processos de tratamento na ETA, mantendo a sua capaci-
dade de reproducéo. Este facto pode significar que a habitual
monitorizacao da &gua bruta e da 4gua a saida da ETA pode
subestimar eventuais riscos, uma vez que 0s organismos que
sobrevivem ao tratamento, mesmo em concentracdes muito re-
duzidas na agua tratada, podem potencialmente desenvolver-
se a jusante, nos reservatorios ou rede de distribuicéo, e por
em causa a qualidade da agua fornecida as populacoes.

A ocorréncia de cianobactérias na albufeira do Roxo esteve
associada a degradagao da qualidade hidrica devido a produ-
cao de COVs, responsaveis pela alteracdo das carateristicas
organoléticas da agua. Os blooms cianobacterianos densos e
persistentes, como neste caso, podem interferir com a eficién-
cia dos tratamentos na ETA, pondo em causa a qualidade da
agua para consumo humano. O problema agrava-se quando
as espécies cianobacterianas que resistem aos tratamentos
sao potencialmente tdxicas, podendo constituir riscos para a
saude publica.

A espécie C. raciborskii manteve-se viavel apos o tratamento
na ETA, facto que constitui um motivo de preocupacdo em
termos de salde publica. Para além de poder contribuir para
a alteragéo das carateristicas organoléticas da agua, esta
espécie pode produzir alguns tipos de cianotoxinas, desig-
nadamente cilindrospermopsina (hepatotoxina potencialmen-
te carcinogénica) (5). A legislacao nacional ndo contempla
qualquer limite maximo relativamente a esta cianotoxina. De
facto, o C. raciborskii foi considerado até ha pouco tempo
uma espécie tropical, mas atualmente esta a disseminar-se
para regides temperadas (6), designadamente na Europa.
Esta disseminagao tem sido associada as alteracoes climati-
cas, bem como a grande plasticidade e resisténcia desta es-
pécie (6). Em Portugal, nunca foi confirmada a presenca de
C. raciborskii toxico. Desta forma, estamos a proceder ao
isolamento de estirpes a partir de amostras de agua bruta
e tratada, de forma a identificar e confirmar, com base nas
carateristicas morfométricas e por métodos de biologia mo-
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lecular, a variacado e densidade de C. raciborskii na albufeira,
a sua persisténcia na agua tratada, bem como a sua capaci-
dade toxigénica. Caso os resultados das analises de toxinas
sejam positivos, estamos perante a primeira descricao de C.
raciborskii toxico em aguas doces superficiais portuguesas.

_Concluséo

As cianotoxinas podem ser transmitidas ao Homem através das
aguas balneares e de consumo, bem como através de alimentos
contaminados com agua de rega contendo estes compostos.
Esté a decorrer um protocolo entre 0 INSA e a AgdA, com 0 ob-
jetivo de estudar a distribuicéo de cianobactérias, cianotoxinas
e COVs na albufeira do Roxo, utilizada para abastecimento publi-
co e irrigacdo. Este projeto visa identificar as zonas de maior
risco de ocorréncia destes organismos e compostos, bem como
perceber se estas ocorréncias estdo relacionadas com algum
fator fisico-quimico associado a albufeira e/ou algum fator clima-
térico. Pretende-se, portanto, identificar a eventual causa destes
blooms persistentes. Em particular, a albufeira do Roxo constitui
um interessante caso de estudo relativamente a ocorréncia de
C. raciborskii. Espera-se que esta colaboragao entre as duas
instituicoes permita resolver um problema que afeta o dia-a-dia
das populacdes e que pdde por em causa a saude publica.
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