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RESUMO

Avaliar o efeito de protecédo contra erosdo do esmalte dentario bovino de duas novas
fontes: pasta de feijdo de vagem e gel de folha de yacon. Esta pesquisa, in vitro, foi
composta por 36 blocos de esmalte bovino, sendo divididos em dois grupos
experimentais (pasta e gel) e um controle (dgua destilada). Os espécimes foram
inicialmente submetidos ao tratamento com gel, pasta e agua, 4 vezes ao dia por 15
minutos a cada 1 hora, no total de 05 dias. Posteriormente, foram imersos em um
alto desafio erosivo (acido citrico, pH 2,6) por 30 minutos, 1 vez ao dia. Para analise
guantitativa dos dados foram feitas leituras iniciais e finais de microdureza Knoop,
variacdo de calcio perdido na solucdo através de ponteciometria e para analise
ilustrativa foi realizado MEV. Os resultados finais foram submetidos a analises
estatisticas pelos testes de Wilcoxon (p< 0,05) para microdureza e para variagdo de
calcio utilizou-se os testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney, com nivel de
significancia de 5% (p < 0,05). A média de microdureza final em todos os grupos foi
baixa, indicando perda de dureza e possivel erosdo na superficie. Em relacdo ao
calcio perdido (mg/l), os grupos controle e gel tiveram maior perda, principalmente
logo no 1° dia (0,37 e 0,31, respectivamente). O grupo pasta apresentou possivel
resisténcia contra o desafio erosivo, do 1° ao 3° dia os valores mantiveram-se
proximos (0,19, 0,17 e 0,18), aumentando no 4° e 5° dia (0,2 e 0,26). Houve
significancia estatistica na média de calcio perdido por dia entre os grupos (p <0,05).
Nas micrografias de todos os blocos tratados é possivel ver o esmalte erodido ap6s
0 5° dia. Baseado nesses resultados, apesar da pasta de vagem apresentar melhor
resultado em relacédo & variagdo de Ca', nenhum dos grupos foi suficientemente

capaz de proteger o esmalte dentario da acéo erosiva.

PALAVRAS — CHAVE: Eroséo dentaria, prevencao e cont role, esmalte dentério,
alimentos.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of erosion protection in dental enamel of two
new sources: pod bean paste and gel of yacon leaf. This research, in vitro, was
composed for 36 blocks of bovine enamel, being divided into two experimental
groups (paste and gel) and a control (distilled water). The specimens were initially
submitted to treatment with gel, paste and water, 4 times a day for 15 minutes every
1 hour. Later, they were immersed in a high erosive challenge (acid citric, pH 2.6) for
30 minutes, once a day. For quantitative data analysis were made initial and ends
reading of microhardness Knoop and variation of lost calcium in the solution through
potentiometer and illustrative analysis was carried out SEM. The final results were
submitted to statistical analysis by the tests of Wilcoxon ( p<0,05) for microhardness
and for variation of lost calcium was utilized the Kruskal-Wallis and Mann-Whitney
test, with significance level of 5% (p<0,05).The averages of final microhardness in all
groups were low, indicating loss of hardness and possible erosion in the surface. In
relation to calcium loss (mg/l), the gel and control group had greater loss, especially
at the very first day (0,37 and 0,31, respectively). The group paste presented
possible resistance against the erosive challenge, first to third day values remained
close (0,19, 0,17 and 0,18), increasing in the fourth and fifth day (0,2 and 0,26).
There were significant differences in the average of lost calcium daily between the
groups (p<0,05). In the micrographs of all the blocks is possible see the enamel
eroded after the fifth day.

Based on the results, although the pod bean paste present better results in relation to
the variation of lost calcium, no groups was able to sufficiently protect the dental

enamel of the erosive action.

KEY - WORDS: Tooth erosion, prevention and control, dental enamel, food.
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1 INTRODUCAO

A estrutura dental apds sua formacgéo pode ser perdida devido a varios fatores,
mais freqientemente em casos de trauma e lesdes de cérie (NEVILLE et al., 2004).
A diminuicdo da prevaléncia de carie nos anos 60 e o0 aumento do desgaste dental
acabaram ampliando os estudos referentes a erosao e as outras possiveis causas
da perda de esmalte (TEN CATE; IMFIELD, 1996).

O termo erosédo esta associado a destruicdo da superficie, geralmente por
mecanismos quimicos (SERAIDARIAN; JACOB, 2002). NoO processo erosivo,
diferente da cérie, a perda de estrutura dental se da devido a acdo quimica de
substancias acidas presentes na superficie do esmalte, sendo de origem néo
bacteriana (GRIPPO et al., 2004; TEN CATE; IMFIELD, 1996). Caso a erosao seja
associada a fatores mecanicos como abrasdo e atricdo ha uma aceleracdo no
processo de perda de estrutura mineral (HUYSMANS et al., 2011).

A erosdo dentaria ocorre inicialmente por meio de uma perda superficial do
esmalte dentario através da desmineralizacdo incipiente, podendo ainda se
remineralizar por meio de minerais presentes na saliva (AMAECHI; HIGHAM, 2001,
EISENBURGER et al. 2001). Quando ha um aumento da desmineralizacdo dentéria,
os tecidos ja amolecidos resultam em uma progressiva perda mineral acelerada,
sendo irreversivel a recuperacao da estrutura (EISENBURGER et al., 2000).

O estado avancado de erosdo provoca consequéncias importantes para a
saude bucal. Podendo resultar em sensibilidade, dor, estética prejudicada, e um
tratamento restaurador complexo, oneroso e de continuo acompanhamento
(SCHWEIZER-HIT et al., 1978).

Os acidos responsaveis pela erosédo dentaria podem ser provenientes de fontes
extrinsecas, intrinsecas (BRANCO et al., 2008) ou idiopaticas (ILMFELD, 1996).

A dieta, considerada uma fonte extrinseca (LUSSI et at., 2011), abrange o
consumo de alimentos e bebidas consideradas é&cidas. Além disso, os medica-
mentos, substitutos salivares, a exposicdo a agua clorada e o trabalho em industrias
de agentes corrosivos, como vapor acido de bateria e industria de aerossois tambéem
podem ser considerados como uma fonte extrinseca (GRIPPO et at.,, BARRON et
al., 2003).

Um estudo realizado com alunos de idade pré-escolar brasileiros mostrou que o

consumo de refrigerantes 2 a 3 vezes ao dia, promoveu 0 aumento da ocorréncia de
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lesédo erosiva na superficie do esmalte dentario (MURAKAMI et al.,, 2011). Uma
pesquisa realizada nos Estados Unidos por meio de questionarios e exame visual
em criangas e adolescentes mostrou que o consumo elevado de suco de macéa esta
relacionado diretamente ao surgimento de lesdes erosivas (OKUNSERI et al.,2011).

Uma das bebidas questionadas quanto ao seu potencial erosivo devido ao
baixo pH, é o vinho tinto ou branco. Inicialmente foi observado que pacientes que
ingeriam vinho com freqUuéncia durante as refeicbes ou trabalhavam como
degustadores, apresentavam lesbes erosivas no esmalte dentario (GRAY et
al.,1998; MANDEL, 2005; MULIC et al,2010). Varios autores estudaram o efeito do
vinho (ph 3,3) na superficie dentaria in vitro, constatando que no intervalo de 7 dias
de exposicdo o esmalte apresentou um aumento da perda de dureza superficial,
resultando em erosdo do esmalte (MOK et al.,, 2001;HUGO et al.,2006;BRAND et
al.,2009).

Outro fator causal da erosao acontece através de fatores intrinsecos, que
incluem desordens psicossomaticas (bulimia e anorexia), xerostomia (MAGALHAES
et al., 2009) e problemas gastricos (BARTLETT ,2006). Este ultimo ocorre devido ao
acumulo de acidos gastricos provenientes de vomitos ou refluxos involuntarios do
paciente (LUSSI et al., 2011).

A eroséo por fatores idiopaticos é causada por acidos de origem desconhecida.
Mesmo ao realizar-se uma anamnese bem direcionada e exames especificos, néo é
possivel encontrar uma explicacéo para possivel causa (IMFELD, 1996).

Como o desgaste erosivo dentario € uma doenca multifatorial, estratégias de
prevencdo devem ser aplicadas juntamente com fatores quimicos, biolégicos e
comportamentais envolvidos na etiologia e patogenia da erosdo dentaria (LUSSI,
2006).

O tratamento e prevencao enfocam inicialmente, o reconhecimento do fator
causador da erosdo e sua remocdo ou diminuicdo para um melhor resultado do
tratamento. Alguns estudos, além de reconhecer e remover a verdadeira causa do
processo erosivo utilizam também substancias contendo célcio, flior e fosfato,
auxiliando no tratamento e prevencdo. O flor € um agente remineralizador que
controla a perda mineral atraves da deposicdo de ions fldor na superficie, sendo
usado em altas concentracées e com uma maior freqiéncia (WANG; LUSSI, 2010).

Ja os ions calcio e fostato presentes em solugdes, ao entrar em contato com o

dente, se difundem pela superficie diminuindo o grau de dissolugdo do esmalte
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dentario. Com isso, a acdo de &cidos e a desmineralizacdo terdo seu potencial
reduzido (BARBOUR et al.,2011).
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2 REVISAO DE LITERATURA

Devido a mudanca de habitos alimentares e o aumento do consumo de
alimentos considerados acidos, tem sido crescente o aumento de estudos referentes
a protecdo e prevencdo dentaria frente a erosdo. Os estudos testam compostos
contendo flaor, ferro, célcio e/ou fostato, apresentando resultados satisfatdrios
contra 0 processo erosivo.

Devido a alguns estudos relacionados a carie mostrarem que a Caseina
fosfopeptideo amorfo (CPP—ACP, Recaldent®) tem um poder de remineralizacdo da
superficie dentaria por conter calcio, alguns autores vém testando-a frente a eroséo
como um sugestivo agente de protecao.

No estudo, in vitro, de Manton et al. ( 2010), o objetivo foi investigar o efeito da
adicdo de 0,2% CPP-ACP em bebidas citricas do mercado australiano. Foram
preparados os espécimes (n=27) e logo apds foram feitas duas solucbes com as
bebidas (refrigerante citrico): 1. contendo o CPP-ACP e 2. sem CPP-ACP ( controle
positivo). Na fase experimental cada corpo de prova (3 em cada solugéo) foi imerso
em diferentes solu¢des por 30 minutos & 37°C. Em seguida os blocos de dentes
foram removidos e lavados com agua destilada para futura perfilometria do esmalte
dentario e andlises estatisticas. Ao examinar os resultados finais, concluiram que as
bebidas contendo o Recaldent® tiveram seus potenciais erosivos reduzidos devido a
possivel deposicéo de ions célcio e fosfato na supeficie mineral.

Tem sido cada vez mais constante o uso de proteinas do leite como agente
com potencial de remineralizacédo da superficie dentaria. Acreditando nisso, White et
al. (2011) estudaram solugbes aquosas de 0,5% contendo caseina, caseina
fosfopeptideo (CPP) e glicomacropeptideo (GMP) associados ou ndo com 300 ppm
de fluoreto de sédio (F) , como prevencédo frente & perda de estrutura de esmalte
devido a exposi¢cdo a 0.3% de &cido citrico (pH 3,2). As solucdes testes foram as
seguintes: F, caseina, caseina+F, CPP, CPP+F, GMP, GMP+F e como controle
negativo foi usado agua destilada. Os espécimes foram submetidos 9 vezes por uma
sequéncia de: imersdo em 150 ml das solu¢des de tratamento por 10 min, lavagem
dos blocos com 4gua destilada, exposicdo em solucdo erosiva por 1 min e para

finalizar lavagem e secagem dos blocos, para posterior perfilometria das superficies.
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Em relacdo a erosdo, todas as solugdes testes tiveram um poder de reducdo da
desmineralizacdo do esmalte, sendo que a solucdo de caseinat+F, foi a que
apresentou melhor resultado, reduzindo consideravelmente o risco do esmalte dental
frente a agentes acidos.

Hemingway et al. (2011), além de investigarem o poder da caseina do leite,
também usaram a proteina ovo albumina, que também pode influenciar na reducgéo
da perda de hidroxiapatita frente a exposicdo a agentes desmineralizadores. Foram
usadas solugdes dos acidos citrico, malico, lactico e refrigerantes modificados com
adicdo de 0,2% de caseina e 0,2% de albumina, dissolvidas previamente em agua
destilada. Antes ao experimento as amostras foram expostas por 2 h, em saliva
coletada de 2 voluntarios e devidamente preparadas para que fosse constituida a
pelicula adquirida na superficie dos blocos. Ao final do experimento foi mensurada
por perfilometria a quantidade de perda de tecido dentario de cada bloco de
esmalte.Concluiram, os acidos e os refrigerante tiverem um menor poder de eroséo.
O acido citrico apresentou uma maior reducéo (78% em pH 3,2) no seu potencial
erosivo, pois devido a presenca de citrato nas micelas do leite, ocorre uma
estabilizacdo da pelicula-caseina sobre a superficie dentéria ndo permitindo a acao
de outros acidos.Vale ressaltar que mais estudos in vitro S840 necessarios, mas 0 uso
da caseina e da albumina como produtos anti-erosivos é uma sugestado para serem
adicionados em bebidas acidas comercializadas e ingeridas diariamente e também
para nova formulacdo de produtos.

Outros alimentos foram testados como protetores do esmalte dentaro contra
erosao, incluindo extrato de cha verde (Kato et al.,2009, Magalhae et al.,2009, Kato
et al.,2010), azeite de oliva (Wiegand A. et al., 2007), polimeros alimentares (Bayer
et al., 2010) , xilitol (aditivo alimentar) (Chunmuang et al. ,2007, Souza et al., 2010)
e pasta de camardo (Chuenarrom & Benjakul, 2010).

Kato et al. (2009) avaliaram, in situ, o efeito do cha verde para proteger o dente
da eroséo dentinaria. O cha verde apresenta inibidores da acdo da metaloproteinase
(MMPs) que é uma das enzimas responsaveis pela degradacdo do colageno da
dentina, sendo ativada com a queda do pH bucal devido a exposi¢do &cida. Os
voluntarios usaram dispositivo palatino com blocos de dentina bovina e imergiram o
dispositivo em cha verde e agua (controle) por 1 min, entre os desafios erosivos com
Coca-cola® (pH 2,6) por 5 min, 4 vezes ao dia. Ao final do experimento, foi feito

perfilometria e constatou-se que o cha verde reduziu significamente o processo
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erosivo, mas novos estudos devem ser realizados para comprovar se a inibicdo da
MMPs foi a causadora do resultado positivo de prote¢ao.

Magalhédes et al. (2009), usaram também o cha verde contra erosdo dentaria.
Neste estudo, in situ, os voluntarios, imergiam o dispositivo contendo 4 blocos de
dentina fixados, dentro de 150 mL de solucéo erosiva (Coca-Cola®) por 5 minutos, 4
vezes ao dia, no total de 5 dias. Depois de retirados da solu¢do, os dispositivos
foram levados a boca e foi feito bochecho por 60 segundos com solucao de fluor
(250ppm), Digluconato de Clorexidina, extrato de cha verde e agua deionizada. Para
analise dos dados finais, foi feita perfilometria. Os autores concluiram que as 3
solucdes apresentaram efeito positivo de protecdo, pode-se dizer que o uso do Cha
verde e da Clorexidina foram eficaz quanto o uso do flior, necessitando novos
experimentos.

Seguindo a linha do uso de cha verde que contém metaloproteinases, Kato et
al. (2010) produziram um gel contendo inibidores de matriz metaloproteinase
associado a clorexidina, frente aos efeitos da erosdo sobre a dentina, in situ. Foram
elaborados dois géis, sendo que o gel controle positivo apresentou como veiculos
ativos, NaF, Clorexidina e Epigalocatequina -3- galato (EGCC) e o gel controle
negativo, ndo apresentou nenhum composto ativo. Apds 6 h da aplicagdo do gel na
superficie dentaria (por 1 min), os voluntarios durante 5 dias, realizaram o desafio
erosivo (Coca-cola® pH 2,6) extra oral por 5 minutos, 4 vezes ao dia. Os dispositivos
orais permaneceram na boca por 24 h, apenas sendo removido durante as refei¢cdes
e realizacdo da higiene bucal do voluntario. Ao final da fase experimental, os
espécimes foram removidos e a dureza de suas superficies analisadas. Depois de
feita analise perfilométrica e estatistica e, concluiu-se que os géis contendo o
inibidor de MMP inibiram o desgaste da dentina frente a eroséao.

Uma solucdo de oleo de oliva, combinado com fldor, foi escolhido como
possivel elemento protetor contra acdo de 4cidos na superficie do esmalte. Alguns
estudos dizem que os lipidios presentes no 0Oleo, se aderem a superficie dental,
tanto no esmalte ou dentina, formando um revestimento protetor dificultando a
difusdo de acidos e minerais durante a desmineralizacdo. Dessa forma, Wiegand et
al. (2007), testou in vitro, 5 solucdes, dentre elas: agua destilada, 100% O6leo de
oliva, 2% emulsao de 6leo de oliva e 2% de 6leo de oliva combinado com bochecho
de flior (Xerostom®) e solucao fluoretada ( 250ppm) frente ao desafio acido erosivo

(1% &cido citrico, pH 2,3). Através da perfilometria observou-se que o 6leo de oliva
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puro nado foi eficaz como protetor da erosédo, por outro lado a emulsdo de 6leo de
oliva e a emulsdo combinado com o fluor foram efetivos em relacdo a diminuicdo do
efeito acido erosivo, sendo ainda menos eficaz do que solu¢cdes contendo apenas
fluoreto.

Alguns polimeros alimentares previnem a dissolucdo de célcio e fosfato da
superficie dental. Por este motivo, foi realizado, in vitro, um estudo por Bayer et al.
(2010) com os polimeros: pectina estratificada (HP), alginato de propileno glicol
(PGA) e goma arabica (GA) que foram adicionados a solucdo de &acido citrico
(Polimero modificado de acido citrico). Apds o tratamento experimental, as amostras
foram analisadas por nano-dureza, microscopia de forgca atOmica e microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). Foi observado que a alta concentracdo de HP, PGA
e GA na solucéo de acido citrico modificada, reduziu a erosdo comparada a solucéo
pura de acido citrico com mesmo pH . Uma das hip6teses para esse efeito positivo
pode ter sido devido a formagdo de uma camada de polimero na superficie do
esmalte que impede a difusdo de acidos, sendo que o mecanismo de formacéo
desta pelicula ainda necessita ser relatada por novos estudos para melhor
compreensao.

Mais um elemento testado como protetor é o xilitol (aditivo alimentar). Este
apresenta um poder anticariogénico e quando em altas concentracdes apresenta
complexos de calcio interferindo assim no processo de desmineralizacdo do
esmalte. No estudo de Chunmuang et al. (2007), foram testados, in vitro, efeito
antierosivo das solugdes de xilitol, fluoreto e xilitol combinado a fluoreto frente ao
desafio erosivo do suco de laranja puro. Os blocos de esmalte foram dividos em 7
grupos, sendo cada grupo imerso , por 5 min em uma solucéo: (A) suco de laranja,
(B) suco de laranja + 25% xilitol, (C) suco de laranja + 1 ppm F, (D) suco de laranja +
25% xilitol + 1 ppm F, os grupos E e G foram imersos em suco de laranja puro e
depois nas soluc¢des contendo fltor e xilitol ou associados. Atraves da microdureza e
perfilometria, constatou-se que o uso de xilitol e xilitol/ flior adicionados a bebidas
acidas, ndo pode prevenir totalmente o efeito da erosdo sobre a superficie dentaria,
mas apresentaram um efeito de reducéo da acéo dos acidos erosivos.

O estudo de Souza et al. (2010), também avaliaram o efeito protetor de
vernizes de xilitol frente a erosdo dentaria. Foram comparados 7 solucdes: NaF —
Duraphat 5%, verniz de xilitol 10%, verniz xilitol 20%,verniz placebo, solucdo NaF

5%, solugao xilitol 10% e solugao xilitol 20%. Foi aplicado o verniz e as solugdes por
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1 min, na superficie do esmalte, logo em seguida os blocos de esmalte foram
estocados em saliva artifical por 6 h. Depois de removida cuidadosamente a camada
de verniz das superficies dos blocos, estes foram imersos na solucéo
desmineralizadora (Coca-cola®, 4 x por dia, por 90s) e em solugéo remineralizante
(saliva artificial, por 2 h). O produto foi reaplicado ap6s 5 dias da primeira aplicacao.
Para medidas de desgate, foi feita perfilometria no 5° e 10° dia e Microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) antes da segunda aplicacdo no 5° dia. Ao final, foi
constatado que todos os vernizes e solugcbes foram capazes de proteger o esmalte
contra acdo acida da Coca-cola, sendo o verniz 10% o mais eficaz. O xilitol por
apresentar um efeito positivo, pode vir a ser um grande elemento, em relacdo a
prevencao da erosao dentaria.

Chuenarrom & Benjakul (2010), testaram, in vitro, uma pasta de camarao
fermentada (PCF), muito usada na culinaria asiatica e que apresenta altos niveis de
calcio. A PCF foi utilizada associada ao Suco de Tamarindo (ST), para diminuicdo do
seu potencial erosivo. Em primeiro experimento foi usada a PCF + ST em diferentes
concentracbes, no segundo foi usada a PCF + agua destilada para verificar o
potencial de remineralizagdo da superficie dentaria. Constatou-se na primeira parte,
gque a PCF reduziu o potencial erosivo do ST, sendo que quanto maior a
concentracdo da pasta maior a diminuicdo do potencial do suco. No segundo
experimento, mesmo o0 esmalte ndo voltando a sua composicdo original, foi
demonstrado um reendurecimento da sua superficie devido ao contato com a PCF.
Como desfecho do estudo, pode-se dizer que mesmo uma quantidade pequena de
PCF na alimentacdo pode ter um efeito positivo frente a perda de minerais do
esmalte dentario.

Alguns alimentos, considerados funcionais, tem sido uma nova alternativa no
combate a processos de desmineralizacdo dentaria, mas ainda sdo pouco usados.
Considerados como alimentos funcionais, estes s&o todos os alimentos ou bebidas
que, consumidos na alimentacdo cotidiana, podem trazer beneficios fisiolégicos
especificos, gracas a presenca de ingredientes fisiologicamente saudaveis
(MORAES; COLLA, 2006). Como apresentado na literatura a folha de yacon e o
feijdo de vagem apresentam um alto teor de célcio na sua composi¢cdo, com iSso
podem se tornar dois grandes aliados na protecdo da estrutura dentéaria frente ao

efeito de alimentos e bebidas acidas.
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Yacon € um tipo de tubérculo que faz parte da familia Asteraceae e tem como
nome cientifico Smallanthus sonchifolius (SANTANA; CARDOSO, 2008) e
frequentemente é conhecido pelo sinbnimo Polymnia sonchifolia (DUARTE et al.,
2008). E usado por séculos como um alimento basico entre os paises andinos
(OJANSIVU et al., 2011), foi introduzido no Brasil no final de 1980 por imigrantes
japoneses que usavam as folhas para um cha antidiabético (VILHENA et al.,2000).
Por ser adaptavel a diferentes climas e solos , nos dias de hoje o Yacon ja tem sido
cultivado em varios paises, dentre estes estdo: Nova Zelandia, Japao, Taiwan,
Coréia do Norte, Filipinas e Republica Tcheca (OJANSIVU et al., 2011).

A composicdo das raizes do Yacon € principalmente a base de agua e
carboidratos (OJANSIVU et al., 2011). Estes sdao armazenados sob a forma de
frutooligossacarideos (FOS) (SANTANA;CARDOSO,2008) sendo considerados
prebioticos, o que da a caracteristica de alimento funcional ao yacon (SILVA et
al.,2004). Os prebiodticos ndo sao digeridos no trato gastrointestinal devido a falta de
enzimas necessarias, estimulando o crescimento seletivo e a atividade de um
namero limitado de bactérias intestinais promotoras de salude, especialmente as
bifidobactérias (PRATI et al., 2009). Aléem da influéncia sobre a funcao intestinal, os
prebioticos possuem baixo valor energético e parametros lipidicos (MOSCATO et
al.,2004).

As raizes do Yacon e as folhas tém sido usadas como alimentos
hipoglicemiantes em varios estudos (OLIVEIRA et al.,2010). Folhas e caules
apresentam compostos fendlicos e forte atividade antioxidante, e sdo considerados
suplemento alimentar na prevencgédo de doencgas cronicas como diabetes do tipo Il e
arteriosclerose. Na medicina popular, as folhas sdo dessecadas e preparadas na
forma de cha como coadjuvante no tratamento do diabetes, no controle da presséao
arterial e na reducao dos niveis de colesterol (DUARTE et al.,2008).

O que vem sendo discutido é se existe algum risco téxico o uso das folhas de
Yacon. No estudo de Oliveira et al, (2010) foi avaliada a quantidade de lactonas
encontradas no extrato de folhas de yacon, importante ressaltar que foi usada a
folha inteira incluindo suas partes moles. Foi constatado que o extrato alcodlico
apresentou um maior teor téxico frente ao aquoso, mas ndo fica descartada a
hipétese de que realmente o consumo das folhas possa levar a algum dano

sistémico no paciente.



20

Em trabalho realizado por Silva et al. (2004), a composicao das folhas de yacon
desidratadas foram analisadas e encontraram uma quantidade média de calcio de
831 mg/ 100 g de vegetal desidratado. Esta quantidade apresenta a folha de yacon
como uma fonte significativa de calcio, ja que a ingestdo diaria recomendada para
uma faixa de idade de 11 a 65 anos, € de 1000 mg de Calcio (NIH, 1994).

O feijao-de-vagem, conhecido como phaseolus vulgaris constitui fonte de fibra,
com apreciavel quantidade de vitaminas B1 e B2, aléem de possuir, em pequenas
quantidades, fluor, potassio, calcio, ferro e vitaminas A e C e algumas proteinas para
a nutricdo humana (Silva et al.,2004).

Miglioranza et al. (2003) estudaram o teor de calcio em frutos de feijdo de
vagem na cidade de Londrina, PR. Informaram que entre os principais vegetais o
feijdo de vagem foi considerado a terceira melhor op¢éao de fontes de célcio, sendo
prontamente absorvido pelo ser humano.O fruto apresenta 40mg de calcio por 100g
de feijdo de vagem cozida. Vale ressaltar, que o alimento cozido perde algumas
propriedades comparadas as do alimento cru.

Ekholm et al. (2007) analisaram a quantidade de minerais na composi¢ao de
vegetais, frutas e cereais na Finlandia. Para analise dos minerais foi usado metodo
eletrotermal de absorcdo atébmica e foi encontrado no Feijdo de vagem (phaseolus
vulgaris.) um valor consideravel de célcio de 940 mg/100g da matéria seca.

A observacéo dos valores de Ca™ encontrados na folha de yacon e no feijao de
vagem sugerem novas pesquisas que utilizem esses elementos como possiveis
protetores contra desmineralizacdo da superficie do esmalte dentério.

A eroséo dentaria tem sido muito observada no dia a dia do consultorio
odontologico. Tratamentos preventivos e de protecdo contra a acdo de acidos
causadores de erosdo no esmalte e dentina sdo importantes. Quando a eroséo é
diagnosticada de forma precoce, o tratamento tem a tendéncia de ser mais eficaz,
ndo ocorrendo uma destruicao rapida e progressiva da superficie dental.

Assim, justifica-se o0 desenvolvimento de pesquisas cientificas direcionadas a
verificar o potencial de novas férmulas para prevencdo e protecdo do esmalte

dentério frente a condicdes erosivas.
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3 PROPOSICAO

Esta pesquisa teve como principal objetivo investigar o efeito da pasta de feijao
de vagem e do gel de folha de yacon na reducdo da desmineralizacdo do esmalte

dentério bovino frente a um desafio erosivo:

Os obijetivos especificos foram:
- Avaliar o efeito protetor da pasta e do gel, através da variacdo de dureza dentaria,
associada ao desgaste superficial utilizando a técnica de microdureza, apos

sucessivos ciclos de exposicao a solucéo erosiva,

- Avaliar a variacdo de ions Ca*" na solucdo erosiva ap6s contato com a superficie

dentaria tratada durante o desafio erosivo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Comité de Etica

O presente estudo foi avaliado e aprovado pelo comité de ética do setor de

Ciéncias Agrérias da Universidade Federal do Parana (Anexo 1.)

4.2 Delineamento experimental

Este protocolo in vitro, realizado por 05 dias, foi composto por 36 blocos de
incisivos bovinos higidos, sendo divididos em dois grupos experimentais e um
controle. As amostras correspondentes de cada grupo foram inicialmente
submetidas a tratamento com gel de folha de yacon, pasta de feijdo de vagem e
agua destilada (controle negativo), quatro vezes ao dia por 15 minutos a cada hora.
Em seguida, os blocos tiveram suas metades cobertas por fita adesiva resistente e
Imersos em solugéo erosiva por 30 minutos em recipientes individuais uma vez ao
dia.Ao final, os blocos foram lavados e armazenado em solucédo salina até o dia

seguinte do novo tratamento.

1

Pg;ta de Gel de Aplicagdo da pasta, gel e agua nos Protecéo da metade
feijao de folha de blocos,4 x ao dia, no total de 5 dias do esmalte bovino
vagem Yacon corridos de tratamento.

; E MEV

ApOs o tratamento concluido, — -

i a 5 Leitura de
imersao dos blocos na solugédo B ot
i i i i ureza fi
erosiva, permanecendo por 30 Leitura de Ca~ final 28
minutos. na solugao superficie do
esmalte.

FIGURA 1 - ESQUEMA REFERENTE AO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
FONTE: o autor (2011)
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A analise quantitativa das alteracdes do esmalte foi realizada por meio de
testes de microdureza. Foram realizadas também medidas de Calcio na solugéo
erosiva inicial e apés a exposicao do esmalte dental na solucédo. Ja a microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) foi utilizada para ilustrar o desgaste sofrido nos

grupos experimentais e controle.

4.3 Selecao e corte dos dentes

Os dentes bovinos foram obtidos no frigorifico Argus Ltda. Curitiba — Parana.
Apéds serem extraidos foram removidos todos os tecidos moles, da raiz e coroa, com
cabo de bisturi e lamina n°15. ApOds a limpeza dos dentes, foram armazenados em
recipientes de vidro contendo uma gaze na tampa (sem entrar em contato com 0s
dentes) com solucao de Timol a 0,1%, sendo esta trocada periodicamente a cada 07
dias.

Os dentes que apresentaram defeitos passiveis de visualizagdo a olho nu, na
superficie exposta do esmalte, como: falhas grosseiras, manchas hipoplasicas,
fraturas, rachaduras ou grande desgaste oclusal foram excluidos da amostra.

Os dentes foram fixados com cera pegajosa (Technew - New Wax) em uma
placa de vidro (40x40x30 mm) para facilitar a adaptacado posterior na maquina de
corte. A placa de vidro foi parafusada em um aparelho de corte de preciséo (Buehler,
Isomet® 1000/112180), e os cortes foram realizados por um disco diamantado dupla
face - XL 1205, “High concentration”, 102x0, 3x2, 7 mm (Buehler, Lake Bluff, IL,
EUA) e dois espacadores de aco inoxidavel (7 cm de didmetro, 4 mm de espessura
e orificio central de 1,3 cm) entre o disco, com velocidade de 200 rpm, refrigerado
com agua destilada (FIGURA 2).
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FIGURA 2 - APARELHO DE CORTE COM PRECISAO (BUEHLER, ISOMET®1000/112180)
FONTE: o autor (2011)

Primeiramente foram seccionadas as raizes, no sentido cérvico-incisal como
mostra a Figura 3 (a)(b). Para a obtencdo dos blocos 4x4 mm a coroa foi fixada
novamente com cera pegajosa pela face palatina na placa de vidro. Na sequéncia,
esta foi acoplada a cortadeira elétrica (Buehler, Isomet® 1000/112180) sendo
realizada uma sequéncia de dois cortes no sentido transversal e dois cortes no
sentido horizontal, resultando em dois ou mais blocos de cada coroa como mostra a
Figura 3 (c). Posteriormente os blocos foram armazenados em potes de plastico com
uma gaze na tampa embebida em timol a 0,1% e mantidos refrigerados a

temperatura de 4 °C.

%

@) (b) (©)

FIGURA 3 - PASSOS DE OBTENCAO DOS BLOCOS 4X4 DE DENTES BOVINOS (BUEHLER
©1000/112180)

(@) FIXACAO DA COROA NA PLACA DE VIDRO

(b) CORTE CERVICO-INCISAL DA COROA

(c) OBTENCAO DOS BLOCOS
FONTE: o autor (2011)
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4.4 Confeccéo das amostras.

Cada coroa de dente deu origem a um espécime, sendo estes confeccionados
com tubos de acrilico de aproximadamente 10 mm de diametro e 10 mm de altura
com resina acrilica cristal quimicamente fotopolimerizavel. Primeiramente foi untado
o tubo de acrilico com vaselina liquida e pincel Tigre® para que fosse realizada a
remoc¢do da resina no final do procedimento como é apresentado na Figura 4 (a).
ApoOs essa fase, houve a fixacdo do espécime no fundo do tubo com fita dupla face,
para que este ndo deslocasse no momento da colocacdo da resina como esta na
Figura 4 (b). Na sequéncia, a resina cristal foi devidamente manipulada, sendo
acrescentadas gotas de corante azul e verde para melhor diferenciagdo dos grupos
experimentais. Com a ajuda de uma espatula de cera n° 07 foi colocada a resina aos
poucos, preenchendo o tubo de acrilico até a metade, em seguida o tubo de acrilico
foi colocado em uma maquina a vacuo (Buehler - Cast n'vac . Modelo 20-3510-160)
para remocao de bolhas do acrilico por 15 minutos. Depois da acriliza¢do, 0s corpos
de prova foram removidos do tudo, lavados em agua destilada e colocados em um
recipiente fechado com uma gaze na tampa com solucdo de Timol & 0,1%, sendo

esta trocada periodicamente a cada 07 dias.

() (b)

FIGURA 4 - PASSOS PARA EMBUTIMENTO DOS BLOCOS DE ESMALTE
(a) PREPARACAO DO TUBO DE ACRILICO
(b) FIXACAO DO BLOCO DENTARIO PARA INSERCAO DA RESINA
FONTE: o autor (2011)

Cada espécime foi devidamente polido deixando sua superficie livre do acrilico,

de ranhuras e irregularidades com o bloco de esmalte exposto. Os blocos foram
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lixados e polidos em uma politriz (Arotec, Aropol, Brasil) (FIGURA 5 (a)) com sistema
de polimento multiplo capaz de realizar o polimento simultdneo de seis corpos de
prova e de manter o paralelismo entre a superficie do esmalte e as lixas, em
velocidade baixa (10 rpm). Neste processo foi utilizada uma sequéncia de lixas
d’agua com granulagdo decrescente (400 durante cinco segundos, 600 por dez
segundos, com 2 pesos, 1200 e 1500 por 10 segundos, com 1 peso) sempre sob
refrigeracdo de agua. Foi realizada uma limpeza no bloco de esmalte com escova
macia e agua destilada por 1 minuto entre cada lixa. O polimento foi finalizado com
disco de feltro autoadesivo e pasta diamantada granulacéo 1 ym (Arotec) por 30 seg
como mostra Figura 5 (b). Em seguida, os blocos dentais foram lavados com agua
destilada e escova macia com mostra a Figura 5 (c). Os blocos foram armazenados
em potes de plastico com uma gaze pressa na tampa embebida em timol a 0,1%

com pH 6.15 (todos juntos) sob refrigeracdo a 4 °C. Ao final foi totalizada uma

amostra de n=36 blocos.

aracao Metaly ‘&;
UANTE EM SUSE -

para paliments

(a) (b)

FIGURA 5 - PASSOS PARA POLIMENTOS DAS AMOSTRAS
(@) POLITRIZ AROTEC
(b) PASTA DIAMANTADA AROTEC
(c) OBTENCAO DOS BLOCOS DE ESMALTE POLIDOS
FONTE: o autor (2011)
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4.5 Aquisicao das amostras de Vagem ( Phaseolus vulgaris L.) e Folha de

Yacon (Smallanthus sonchifolius)

As amostras de feijao vagem que foram usadas foram adquiridas no mercado
local de Curitiba-PR. As folhas de Yacon foram adquiridas na Col6nia Muricy em
S&o José dos Pinhais- PR. E importante ressaltar, que tanto as folhas quanto as
vagens sao da mesma colheita, mesmo produtor e lote, para que nao tenha

possiveis alteracdes de um elemento para outro.

4.6 Analise da quantidade de Calcio das amostras d e Feijao de Vagem
(Phaseolus vulgaris L.) e Folha de Yacon (Smallanthus sonchifolius)

Foram feitos ensaios através de absor¢do atdbmica para quantificar mg de calcio
em 100 g de feijao vagem e 100 g de folhas de Yacon in natura e sem
conservantes.

ApoOs as analises, a porcao de feijdo vagem, do mesmo lote, ndo utilizadas foi
armazenada sacos plasticos, devidamente vedados & vacuo e estocados em
refrigerador a -10 °C (FIGURA 6)

FIGURA 6 - FEIJAO DE VAGEM (PHASEOLUS VULGARIS L.)
FONTE: o autor (2011)

As folhas de Yacon, logo apés a colheita, foram secas em estufa semiaberta a
40 °C por 1 hora e meia. Apoés as folhas estarem totalmente secas e foram trituradas
e armazenadas em pote vedado e mantidas em temperatura ambiente como mostra
a Figura 7 (a), (b) e (c).



28

@) (b) (©)

FIGURA 7 - SECAGEM DA FOLHA DE YACON.

(a) FOLHA DE YACON FRESCA,

(b) SECAGEM DAS FOLHAS,

(c) TRITURAGAO DAS FOLHAS SECAS E ARMAZENAMENTO
FONTE: o autor (2011)

4.7 Obtencao da pasta de feijao de vagem

A pasta foi feita em liquidificador adicionando 100 g de feijdes de vagem
cozidos 10 ml de agua destilada, para que ndo ocorra alteracdo dos componentes
da vagem, foi controlado o pH que ficou com valor de 6,1. Foi refrigerada em

geladeira a 4C durante todo o experimento (05 dias ) como mostra a Figura 8.

FIGURA 8 - PASTA DE FEIJAO DE VAGEM
FONTE: o autor (2011)
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4.8 Processamento do extrato aquoso de folha de Ya con

Foram usados 100 g de folhas trituradas, inicialmente pesadas e separadas em
dois recipientes de vidro, com 50 g cada. Foram acrescentados 200 ml de agua a
cada recipiente e colocado em banho-maria por 50 minutos, apds esse tempo o
extrato foi filtrado & vacuo em um funil de Bichner acoplado a um Kitasato

apresentado na Figura 9. No total, foram feitas cinco extracdes de cada recipiente.

FIGURA 9 - EXTRATO DE FOLHA DE YACON.
FONTE: o autor (2011)

Depois de feitas as extracdes foram obtidas em um volume final de 1,7 L de
extrato aquoso que foi concentrado em estufa por 60 °C semiaberta por 36 h ou até
0 extrato estar seco. Esse extrato foi diluido em &gua fervente e foi obtido um novo
volume final do extrato de 345 ml. Ao final, foram colocados 5 ml do extrato em um
vidro de reldgio, previamente pesado, este levado para secagem em estufa fechada
para obter o teor de sélido no liquido. Depois de seca a matéria, o vidro foi resfriado
e pesado, resultando em 0,50g de matéria para 1 ml de extrato.
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4.9 Composicao do gel de Folha de Yacon

O gel foi desenvolvido no laboratério de farmacotécnica, laboratério de
Fitoquimica do curso de Farmacia da UFPR, apresentados na Figura 10 (a) e (b). A
validade da formulacdo (FIGURA 11) foi de trés meses ap0s sua data de fabricacao.

=

(@) (b)
FIGURA 10 - PASSOS PARA FABRICACAO DO GEL DE FOLHA DE YACON
(a) MANIPULACAO DO GEL
(b) GEL DE FOLHA DE YACON FINALIZADO
FONTE: o autor (2011)

Componente Quantidade %
CMC (Carboximetilcelulose) 2%
Nipagin (Metilparabeno) 0,15%
Metabilssulfito de sddio 0,15%
Extrato aquoso de Folha de Yacon 15% (459 de 295 ml)

FIGURA 11 - A FORMULA FARMACEUTICA PARA ELABORACAO DO GEL ( 300G)
FONTE: o autor (2011)

4.10 Desafio erosivo

Para o desafio, cada amostra foi imersa individualmente em um frasco plastico
com tampa identificada contendo 10 ml de acido citrico a 0,2% pH 2,6, valor igual ao
da Sprite 2,6 (WIEGAND et al., 2010), 1x ao dia por 30 minutos. A solugéo acida foi



31

preparada sob agitacdo com eletrodo de pH (Tecnal, pH meter 2) em temperatura
ambiente e renovada diariamente. E importante ressaltar que antes do desafio
erosivo, metade do bloco foi coberta com fita adesiva resistente para que nao fosse

afetada a superficie de controle (FIGURA 12).

FIGURA 12 - IMERSAO DOS BLOCOS NA SOLUCAO EROSIVA
FONTE: o autor (2011)

Ao final do desafio, os corpos de prova foram retirados dos frascos, lavados
com agua destilada e armazenados em potes plasticos contendo solucéo salina para
descanso até o dia seguinte. Em seguida foi feita a analise da quantidade de calcio

de cada solucéo de acido citrico.

4.11 Solucéo salina de armazenamento

Apos o final do experimento, as amostras ficaram armazenadas até o dia
seguinte em uma solucéo salina 0,9% (9 g de NaCl + 1l de agua destilada) em
temperatura ambiente. N&o foi usada saliva artificial, pois sua composicdo seria

passivel de interferéncia no resultado final (FIGURA 13).
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FIGURA 13 - AMOSTRAS IMERSAS NA SOLUCAO DE NACL 0,9%
FONTE: o autor (2011)

4.12 Analise da concentracdo de Calcio por potenci  ometria.

Depois de realizado o desafio erosivo, foi feita a medida de quantidade de ions
Célcio presente na solucao erosiva, vale ressaltar que a medida inicial de calcio foi
realizada antes da solugdo sofrer qualquer alteragédo (FIGURA 14 (a) e (b)).

A concentragéo de Calcio liberada nas solug¢des de acido citrico foi mensurada
diariamente, durante 05 dias, com um eletrodo combinado especifico para ion Calcio
(Accumet®Calcium Combination fon Seletive Electrode - Fisher Scientific), no
laboratorio do curso de Engenharia Quimica, na Usina Piloto A, na UFPR. O eletrodo
foi calibrado, diariamente e previamente a leitura, utilizando solugbes padronizadas
de CaCl nas concentracdes de 1 M,0,1 M e 0,001 M, adicionadas a 2 ml de solucéo-

padrao ISA (ionic strength adjustment solution) de KCL.
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(a) (b)
FIGURA 14 - ANALISE DA CONCENTRACAO DE CALCIO POR POTENCIOMETRIA.
(a) ELETRODO COMBINADO ESPECIFICO PARA ION CALCIO
(b) LEITURA DE CALCIO INICIAL E FINAL
FONTE: o autor (2011)

4.13 Avaliacao da microdureza inicial e final

Todos os blocos de esmalte, apGs cortados e embutidos na resina, tiveram sua
microdureza inicial medida empregando o Microdurémetro (BUEHLER — Micronet
5104 N° série 660 — Mit4-00306). Foi utilizado um penetrador diamantado piramidal
tipo KNOOP, com carga de 25g, aplicado por 5s. Em cada bloco, na sua porgéo
mais lateral, foram feitas 5 indentacées com uma distancia de 100um entre elas,
para melhor localizacdo para medidas finais de microdureza, as medidas iniciais
foram marcadas no bloco onde foi realizada as identacdes.

A microdureza Knoop foi calculada automaticamente pelo software, usando a

seguinte férmula:

CXC KHN = NUumero de dureza KNOOP
KNH === C ( constante) = 14.230

d2 c =259

d = Diagonal de maior indentacao
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Ao final do experimento, foi medido a microdureza final da parte do bloco
exposta ao desafio erosivo e da ndo exposta e foi utilizada a seguinte férmula para

avaliar a porcentagem de perda de microdureza da superficie (%PDS):

%PDS= microdureza inicial — microdureza final x 100

Microdureza inicial

4.14 Microscopia eletrbnica de Varredura

Para fins ilustrativos, ao final do experimento, 12 espécimes, sendo 4 de cada
grupo, divididos em 2 para 1 dia de tratamento e 2 para 5 dias de tratamento foram
preparados para serem avaliados em microscépio eletrénico de varredura (FEl,
Phenom).

Em seguida, trés blocos de cada grupo foram colados com esmalte em stubs,
onde a superficie de cada espécime foi coberta com uma fina camada de ouro
(aproximadamente 10-12 nm de espessura). As observacoes através da analise em
MEV foram entéo realizadas em um Microscépio Eletronico de Varredura com 6 kV e
aumento de 2000, 5000,10000 e 20000 x.

4.15 Andlise estatistica

Os dados quantitativos coletados foram organizados no SPSS e submetidos a
teste de homogeneidade e distribuicdo normal de Shapiro-Wilk, devido ao baixo
namero da amostra. Apos analise e verificada a ndo normalidade entre as variaveis,
foi empregada a anadlise estatistica com o teste de Wilcoxon para valores de
microdureza inicial e final. Para valores da variacdo de célcio foram utilizados os

testes Kruskal-Wallis e Mann-Whitney, com grau de significancia de 5% (p < 0,05).



FIGURA 15 - ESQUEMA REFERENTE A TODA METODOLOGIA APLICADA NO ESTUDO
FONTE: o autor (2011)
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5 RESULTADOS

5.1 Elaboracéo da Pasta e do gel experimental

Apés a escolha dos alimentos a serem testados, 100g de Folha de Yacon e
Feijdo de Vagem foram submetidas a anélise de composi¢cdo mineral por absor¢céo
atbmica para deteccdo da quantidade de calcio (mg/g) (Anexo 3 e 4). Como
resultado, o valor encontrado no feijdo de vagem crua foi de 64,42 mg/100g, sendo
muito préximo ao valor observado por Figueira (2000), de 40mg/100g no vegetal
cozido. Em relacdo a folha de yacon, foi obtido uma quantidade de calcio de 209,35
mg/100g, sendo menor do que descrito na literatura. Na investigacédo de Silva et al.
(2004) foi observado na folha desidratada, um valor médio de 831,05 mg/100g.

Previamente a realizacao do gel, dois tipos de extratos de folha de yacon foram
produzidos, alcodlico e aquoso. Logo apés esta producdo, foram efetuadas novas
analises da quantidade de calcio onde foram encontrados no alcodlico e no aquoso,
respectivamente, valores de 0,148 e 13,10 mg/100g (ANEXO 5 e 6). Ao final, para
agregacéo do extrato ao gel foi escolhido o extrato aquoso, que apresentou maior
guantidade de calcio, podendo assim ter um maior efeito protetor frente a
desmineralizacdo dentaria. A quantidade de calcio presente no gel manipulado e
finalizado, foi de 6,38 mg/100g (ANEXO 7).

Como a viscosidade visa determinar a resisténcia de um fluido ao escoamento
sob uma determinada area (BRETAS & D"AVILA, 2000), a pasta de feijdo de vagem
e o gel de folha de yacon a fase teste, foram submetidos a analise reométrica para
deteccdo do seu modelo de fluido e sua viscosidade. Esta viscosidade associada a
pH abaixo do valor critico pode interferir no processo de erosdo. Se o produto
apresentar uma viscosidade alta, por maior tempo estara aderido a superficie

aumentando o processo de dissolugcéo do esmalte dentario (SHELLIS et al., 2005).
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5.2 Andlises da Variagcdo de Calcio

A média da variagdo dos ifons Ca'’ na solucdo &cida ndo apresentaram
diferenca entre os grupos controle e gel. Os valores da variacdo de Ca™ no primeiro
dia apresentaram valores préximos entre os dois grupos, sendo 0,00037 g/l e
0,00031 g/l. Esta variacao pode estar associada com a possibilidade de ter ocorrido
uma forte desmineralizacdo e perda mineral logo no primeiro dia de exposi¢ao acida.
A partir do segundo dia de contato com a solugdo erosiva, os valores de Ca™" se
estabilizaram até o quinto dia (GRAFICO 1).

0,0004

0,00035

0,0003

0,00025

0,0002 M Grupo Controle

0,00015 M Grupo gel de yacon

Calcio perdido (g/1)

i Grupo pasta de vagem
0,0001

(,00005

0

1 2 3 4 5

Dias de exposi¢ao a solugdo erosiva (d)

GRAFICO 1. VALORES CA"™ PERDIDO POR DIA NOS 05 DIAS DE TRATAMENTO DO GRUPO
CONTROLE, GRUPO GEL DE FOLHA DE YACON E GRUPO PASTA DE FEIJAO DE VAGEM,
DEPOIS DE EXPOSTOS AO DESAFIO EROSIVO.

FONTE: o autor (2011)

No grupo submetido ao tratamento com a pasta, houve uma menor quantidade
do Ca™ perdido (0,00019 g/I) na solu¢éo em relagdo ao primeiro dia, tendendo a se
estabilizar no terceiro dia de exposicdo do esmalte dentario com a solucdo erosiva.
Devido a baixa troca i6nica de ions Ca’" entre a solugdo e o bloco tratado com a
pasta, pode-se concluir a ocorréncia de um provavel efeito protetor, conforme

apresentado no grafico 1.
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A analise da Tabela 1 demonstra os valores médios, mediana e desvio padrao
dos valores da massa de célcio perdida, por dia, dos grupos experimentais (pasta e
gel) e do grupo controle (agua). Pode se observar um menor valor de calcio perdido
no grupo tratado com pasta de feijdo de vagem. Os grupos controle e gel
apresentaram valores aproximados, indicando maior perda de Ca’™ e maior

processo de desmineralizacdo na superficie. Entre os valores dos 3 grupos houve
significancia estatistica.
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TABELA 1 - MEDIA (M), MEDIANA (MED) E DESVIO PADRAO (DP) DOS VALORES DA MASSA DE CALCIO PERDIDO DA SOLUCAO EROSIVA POR
DIA, DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS E GRUPO CONTROLE (AGUA).

Dias
1° 20 3° 40 50 Total M Med DP p*

Massa Ca™" mgl/l

Grupo controle 0,37 0,3 0,27 0,24 0,27 15 0,29 0,27 + 0,000
p<0,05

Grupo gel 0,31 0,24 0,19 0,28 0,21 1,2 0, 246 0,24 + 0,000

Grupo pasta 0,19 0,17 0,18 0,2 0,26 1,0 0,2 0,19 + 0,000

*Teste Kruskal wallis - p< 0,05
FONTE: Autor (2011)
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Na tabela 2, podem-se verificar os valores acumulados por dia, da massa de calcio perdida, nos grupos experimentais e grupo

controle. Apesar dos grupos controle e gel apresentarem maior perda de Ca'™" para solugéo, ndo houve significancia estatistica
com 0 grupo pasta, que apresentou menor Ca*" perdido.

TABELA 2 - MEDIA (M), MEDIANA (MED) E DESVIO PADRAO (DP) DOS VALORES DA MASSA DE CALCIO, ACUMULADO NA SOMA DOS DIAS, DOS
GRUPOS EXPERIMENTAIS E GRUPO CONTROLE (AGUA).

Dias acumulados

10 10 + 90 10 + 204 30 10 + 204 30 4 40 10 4 204 30 4 49 4+ 5O
Massa Ca™" mg/l
Grupo controle 0,372 0,67° 0,94° 1,18¢ 1,45°
Grupo gel 0,312 0,55° 0,74° 1,02¢ 1,23°
Grupo pasta 0,192 0,36° 0,54° 0,744 1,0°
Média 0,29 0,53 0,74 0,98 1,23
Mediana 0,31 0,55 0,74 1,02 1,23
DP 0,00009 0,00016 0,00020 0,00022 0,00023

ab _ Letras iguais na mesma coluna indicam que nao héa diferenca entre os tratamentos por dias acumulados a nivel de 5% de significancia.
*Teste Kruskal wallis — p< 0,05

FONTE: o autor (2011)
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Na tabela 3, foi feita analise estatistica entre cada dois grupos, resultado em significancia nos valores de Ca++ perdido entre os
grupos pasta e controle e pasta e gel, j& entre os grupos controle e experimental por apresentarem valores aproximados, ndo

apresentou significancia estatistica.

TABELA 3 - ANALISE DA VARIAGAO DA MASSA DE CALCIO POR DIA DE EXPOSIGAO AO DESAFIO EROSIVO, ENTRE OS GRUPOS
EXPERIMENTAIS E CONTROLE (AGUA).

DIAS
1° 2° 3° 49 5° TOTAL

Massa Ca*™" mgl/l

Grupo
0,37 0,3 0,27 0,24 0,27 1,52
controle

Grupo gel 031 024 019 028 0,21 1,2°

Grupo pasta 0,19 0,17 0,18 02 026 1,0°

ab _ Letras iguais na mesma coluna indicam que nao ha diferenca entre os tratamentos no total de 5 dias a nivel de 5% de significAncia
*Teste Mann Whitney — p< 0,05
FONTE: Autor (2011)
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Na tabela 4, foi realizada a quantidade de Ca++ perdida por dias acumulados e os valores por dias acumulados entre os

grupos nao apresentou diferenca estatisticamente significante.

TABELA 4 - ANALISE DA VARIACAO DA MASSA DE CALCIO PERDIDA POR DIAS ACUMULADOS, ENTRE OS GRUPOS EXPERIMENTAIS E
CONTROLE (AGUA). DE EXPOSICAO AO DESAFIO EROSIVO, ENTRE OS GRUPOS EXPERIMENTAIS E CONTROLE.

Dias acumulados

10 10 + 20 10 + 20+ 30 10 + 20+ 30 + 40 10 + 20+ 30 + 40 + 50

Massa Ca™" mgl/l

Grupo controle 0,37 0,67 0,94 1,18 1,45
Grupo gel 0,31 0,55 0,74 1,02 1,23
Grupo pasta 0,19 0,36 0,54 0,74 1,00

ab _ Letras iguais na mesma coluna indicam que nao héa diferenca entre os tratamentos no total de dias acumulados a nivel de 5% de significancia
*Teste Mann Whitney — p< 0,05
FONTE: Autor (2011)
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5.3 Microdureza

ApoOs as condicdes de erosdo, pode se observar em todos os blocos aumento
das indentacdes e uma diminui¢cdo do polimento em relacdo ao esmalte higido.

O teste de Wilcoxon demonstrou que houve diferenca significante (p<0,005) entre
a microdureza inicial e final dos grupos entre si. Sendo assim, a dureza final
superficial foi relativamente baixa em relacdo a inicial. Diante desta baixa relacéo
pode-se destacar que houve um possivel amolecimento da superficie apresentando
erosdo. Em alguns blocos, néo foi possivel fazer a medida de microdureza final, pois
o alto desafio erosivo promoveu a incapacidade da leitura de dureza superficial,
algumas vezes tornando-a impossivel de ser realizada corroborando com os
resultados encontrados de SCHLUETER et al.,2011. Os valores médios de dureza
superficial inicial e final (Knoop) e os desvios padrédo dos grupos estdo apresentados
na tabela 5.
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TABELA 5 - MEDIA E DESVIO PADRAO DOS VALORES DE MICRODUREZA SUPERFICIAL INICIAL E FINAL DOS 12 BLOCOS EXPOSTOS AO
DESAFIO EROSIVO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS E CONTROLE E SIGNIFICANCIA ESTATISTICA DO ANTES DE DEPOIS EM CADA GRUPO.

Grupo Controle Agua Grupo Gel de Folha de Yacon

Grupo Pasta Feijao de Vagem

Inicial Final Inicial Final Inicial Final

Média 372,872 3,87° 356,52° 6,92¢ 373,17° 9,69
Mediana 377,45 3,00 368,34 8,86 381,39 12,34
Desvio Padrdo +19,91 + 4,09 +29,66 + 4,23 +19,89 + 6,00

ab _ | etras iguais na mesma linha indicam que ndo ha diferenga entre os valores de microdureza antes e depois o tratamento,
*Teste Wilcoxon — p< 0,05
FONTE: Autor (2011)

a nivel de 5% de significancia
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TABELA 6 - VALORES DA PORCENTAGEM DA MEDIA DE DUREZA PERDIDA (%MDP) DA SUPERFICIE DO ESMALTE DENTARIO DOS BLOCOS NOS
3 GRUPOS ( CONTROLE, PASTA E GEL).

Microdureza final

Media 0 Desvio
Final *MDP Padrao

Grupo Controle 3,872 98,96%

a
Grupo Pasta 9,69 97,40% + 0,000

Grupo gel 6,92% 98,05%

ab _ | etras iguais na mesma coluna indicam que nao ha diferenca entre os tratamentos por dias acumulados a nivel de 5% de significancia
*Teste Kruskal wallis — p< 0,05
FONTE: Autor (2011)
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5.4 Analise morfologica da superficie do esmalte po  r microscopia eletrdonica de
varredura (MEV)

A micrografia inicial como mostra a Figura 16, se refere ao esmalte bovino higido,
isto é, esmalte bovino polido sem ter sido exposto a solugcdo erosiva. Ja a
micrografia apresentada na Figura 17, esta relacionada com a superficie exposta ao
desafio erosivo por solugéo de acido citrico.

T S S—|

FIGURA 16 - MICROGRAFIA DE ESMALTE FIGURA 17 - MICROGRAFIA DE ESMALTE
BOVINO HIGIDO (AUMENTO DE 20000X) BOVINO ERODIDO (AUMENTO DE 20000X)
FONTE: o autor (2011) FONTE: o autor (2011)
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FIGURA 18 - INTERFACE ENTRE ESMALTE SADIO (ES) E ESMALTE ERODIDO (EE) NO 1° DIA DE TRATAMENTO:
(2) GRUPO CONTROLE (5000x)
(b) PASTA DE FEIJAO DE VAGEM (5000x)
(c) GEL DE FOLHA DE YACON (5000x)

FONTE: o autor (2011)
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FIGURA 19 - INTERFACE ENTRE ESMALTE SADIO (ES) E ESMALTE ERODIDO (EE) NO 5° DIA DE TRATAMENTO:
(2) GRUPO CONTROLE (5000x)

(b) PASTA DE FEIJAO DE VAGEM (5000x)

(c) GEL DE FOLHA DE YACON (5000x)

FONTE: o autor (2011)
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FIGURA 20 - ESMALTE PROCESSO INICIAL DE DESMINERALIZACAO NO 1° DIA DE TRATAMENTO
(a) GRUPO CONTROLE (10000x)
(b) PASTA DE FEIJAO DE VAGEM (10000x)
(c) GEL DE FOLHA DE YACON (10000x)

FONTE: o autor (2011)
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FIGURA 21 - ESMALTE PROCESSO INICIAL DE DESMINERALIZACAO NO 5° DIA DE TRATAMENTO
(a) GRUPO CONTROLE (10000x)
(b) PASTA DE FEIJAO DE VAGEM (10000x)
(c) GEL DE FOLHA DE YACON (10000x)

FONTE: o autor (2011)
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6 DISCUSSAO

Atualmente, o enfoque da Odontologia esta voltado para a prevencao, buscando
manter a integridade das estruturas dentarias visando a promocéo da saude bucal e
da qualidade de vida dos pacientes. A Erosao dentaria tem sido muito estudada e
comentada como fator de risco a saude bucal.

Um dos fatores que pode influenciar diretamente a progressao da lesdo de
erosdo € a dieta composta por alimentos considerados acidos (Lussi et al., 2002;
Waterhouse et al., 2008; Moynihan et al., 2004). O consumo frequente de bebidas
que contenham &cidos como: citrico, malico, tartarico e acético contribuem para
desmineralizacdo da superficie dentéria (Auad et al.,2007). A ingestdo de doces e
pirulitos contendo acido citrico e o tempo de permanéncia na cavidade bucal tem
influenciado no aumento da incidéncia do processo erosivo em criangas e
adolescentes (Brand et al.,2010).

Pelo aumento de diagnosticos de erosdo dentaria, as pesquisas que focam a
protecdo contra perda de superficie de esmalte e dentina tém aumentado na
literatura. Dentre 0s recursos terapéuticos utilizados atualmente, se encontram as
solugbes que contém varios tipos de compostos fluoretados, estes sozinhos ou
associados com outros elementos como: amina, estanho e titanio, tém sido citados
com frequéncia como fatores eficazes de protegcdo contra erosao (Ganns et al.
2010 ; Yu et al.,2010; Wiegand et al.,2010; Hijortsjo et al.,2010; Vieira et
al.,2011 ;Schlueter et al.,2009 ; Murakami et al. 2009 ; Magalhaes et al., 2007 ;Vieira
et al.,2007; Rees et al.2007; Kato et al.,2010).

O potencial do uso do calcio em diminuir o grau de desmineralizacdo dentaria
devido ao contato por acidos tem sido constantemente estudado e se tem se
mostrado eficaz (Manton et al.,2010; Hemingway et al.,2011; Wang et al., 2011). O
uso de alimentos ricos em calcio, como um mecanismo de prote¢do contra acdo dos
acidos, ainda possui uma abordagem precoce na literatura. Entretanto, alguns
autores buscam pesquisar o efeito da adicdo de calcio e fosfato em bebidas, para
minimizar o potencial erosivo destas.

Hoopers et al. (2007), adcionaram compostos contendo fosfato e calcio em

refrigerantes. As bebidas que apresentaram 100 mg/l de calcio foram capazes de
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reduzir o processo de erosdo. Ja Davis et al. (2007) adicionou calcio na ordem de
1,480 mg/100l em sucos de laranja, e na ordem de 423mg/l para o suco de maca.
ApoOs essa etapa nao foi notada nenhuma lesdo na superficie dos blocos de esmalte
imersos nos sucos fortificados. Entretanto, nos sucos nao fortificados, a lesdo de
erosao foi detectada.

Barbour et al. (2003) e Barbour et al. (2005), observaram que a suplementacéo
de calcio em bebidas citricas, diminui seu potencial erosivo e consequentemente
apresentando um maior efeito protetor. O uso de alta concentracdo de calcio
associado a exposicdo ao baixo desafio erosivo, contribuiram para um resultado
positivo. Em contrapartida, Magalhdes et al. (2010), ndo conseguiram um efeito
protetor no seu experimento. Mesmo com o desafio erosivo baixo, os autores
relacionaram a baixa quantidade de célcio adicionada ao refrigerante citrico, como
fator contra a protecao da superficie.

Neste estudo os alimentos a serem testados, como possiveis protetores contra
erosdo dentaria, foi feijdo de vagem e folha de yacon. O carater desta escolha foi
devido a quantidade de célcio encontrada em cada um deles. No feijdo de vagem
crua, a quantidade identificada foi de 64,42 mg/100g, sendo muito préximo ao valor
observado por Figueira (2000), de 40mg/100g no vegetal cozido. Os valores de
calcio do feijao, se aproximam da quantidade de calcio encontrado no leite de vaca
(103 mg/100g), segundo Gudtner et al.(1997).

Em relacdo a folha de yacon, foi obtido uma quantidade de calcio de 209,35
mg/100g, sendo menor do que descrito na literatura 831,05mg/100g , encontrado por
Silva et al (2004). E importante ressaltar que a quantidade de Célcio encontrada no
presente estudo e no estudo de Silva et al (2004) a matéria (folha de yacon) se
apresentavam em base seca.

Apesar do numero de amostras no presente estudo ndo ser elevado, o0s
resultados foram consistentes em revelar que houve uma tentativa de efeito protetor
por parte da pasta de feijdo de vagem.

A variacao dos ions calcio na solucdo apos exposicdo com os blocos de dentes
tratados tanto com a pasta e o gel experimental, apresentaram comportamentos
diferentes nos primeiros 3 dias. A0 se comparar 0S grupos agua e pasta, foi
observada uma possivel resisténcia da solucdo erosiva em agregar ions calcio no
grupo pasta. Ja o grupo tratado com agua destilada apresentou uma alta quantidade

de Ca™ logo no primeiro dia, com uma tendéncia a se estabilizar até o ultimo dia,
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apresentando que pode ter ocorrido uma maior erosdo logo nos primeiro dias,
promovido pela perda de esmalte dentério. Entre os grupos controle e pasta foi
observado significancia estatistica (p < 0,01).

O fato da pasta de feijdo de vagem estar in natura e sem conservantes, pode ter
sido um fator positivo para menor variacdo de ions célcio. Segundo Grusak et al.
(1996), deve ser levado em consideracdo que o calcio presente no feijao de vagem é
prontamente absorvido pelo organismo. Dessa forma, além das contribuicdes que a
vagem acarreta para 0 organismo humano com sua ingestao, futuramente, apos
estudos mais precisos, pode vir a ser um fator de protecao contra eroséo.

Com relagédo a folha de yacon, a manipulagdo do gel pode ter influenciado na
quantidade e na liberacdo de calcio para superficie do esmalte dentario. Devido a
isso, o efeito foi semelhante ao grupo controle, ndo apresentando diferenca
estatistica entre eles (p>0,01).

O tempo de desafio erosivo (30 minutos, 1x ao dia) e o pH da solugéo (2,6) pode
ter sido um dos fatores que influenciaram para um melhor resultado de protecéao.
Segundo Wiegand & Attin (2011), o desafio erosivo deve ser realizado, in vitro, de 15
s a 40 min, variando o tempo de erosdo devido ao pH da solucdo &cida. No uso de
solugcdes com pH muito abaixo de 6,3, a amostra deve ser exposta menos vezes ao
desafio erosivo, caso contrario a progressao sera muito rapida necessitando de uma
protecdo mais eficaz (Barbour et al.,2011).

O &cido citrico, por sua vez, apresenta uma dupla acdo no esmalte dentario.
Além do efeito dos ions de hidrogénio, os anions (citrato) podem se ligar ao calcio
dos cristais da superficie dentéria, reduzindo a supersaturacdo da saliva e levando a
uma constante dissolucdo do esmalte (Lussi et al.,2008). Outra caracteristica
relevante do acido citrico é o fato, de estar associado a quelacéo de ions calcio do
dente e da saliva. Este fenbmeno provoca a diminuicdo do célcio na superficie,
resultando em progressiva desmineralizacdo no esmalte dentario (Magalhdes et
al.,2010; Amaechi et al.,1999).

E importante considerar a pesquisa de Chuenarrom & Benjakul (2010), apesar de
a sua metodologia apresentar um desafio erosivo alto (15 min, 1 x ao dia, por 29
dias) e acido ( pH entre 2,7 e 3,1), a quantidade de calcio do elemento protetor, no
caso a pasta de camarao fermentado (13,7 mg/g), foi determinante para um efeito
protetor positivo frente o amolecimento da superficie. Outro ponto importante que

influenciou no efeito protetor, foi o uso de saliva artificial.
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Consagrada na literatura como fator importante para protecdo dentéria, a
exposicdo a saliva tem se mostrado eficaz na remineralizagcdo do esmalte erodido
(Amaechi & Higham, 2001). A saliva forma uma pelicula adquirida sobre a superficie
do esmalte, aumentando a deposicao de calcio e fosfato e dificultando a difusédo de
acidos sobre a superficie mineralizada (Cheug et al.,2005).

A dureza final superficial, apds exposicdo com solucdo acida, apresentou valores
muito baixos em relacdo a inicial. Analisando os dados, pode-se pressupor um
amolecimento da superficie apresentando erosdo. Devido a exposicdo a um alto
desafio erosivo, em alguns blocos a leitura de microdureza se torna impossivel de
ser realizada (SCHLUETER et al.,2011). Seria ideal o uso de perfilometria para
avaliar com maior precisdo a quantidade de tecido dentario erodido (Ganns et
al,2005).

As micrografias apresentaram como resultado algo coerente com o que foi
observado nos teste de variacdo de célcio na solucdo erosiva e microdureza da
superficie. Os espécimes submetidos ao tratamento com pasta de feijdo de vagem e
gel de folha de yacon apresentaram logo no primeiro dia uma superficie irregular. As
analises de MEV ap0s o ultimo dia de tratamento e exposicdo ao acido citrico,
mostraram uma progressiva destruicdo do esmalte. O esmalte prismatico da
superficie se apresentou desorganizado, como descrito por Meurman e Frank (1991)

e aparentemente erodido.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados deste estudo e considerando as condi¢gbes experimentais
empregadas, pode-se concluir que a pasta de feijao de vagem apresentou menor
quantidade de perda de calcio nos 05 dias. Mesmo apresentado um efeito protetor, a
pasta ndao foi suficientemente capaz de proteger totalmente o dente frente ao desafio
erosivo empregado nesta pesquisa.

Em relacdo ao grupo controle e gel de folha de yacon, logo no primeiro dia ja
apresentaram uma grande perda de calcio, indicando processo erosivo. Apesar dos
trés grupos serem estatisticamente significante (p < 0,05) nos valores de Ca++
perdido por dia, os grupos controle e gel ndo apresentaram efeito de protecdo. No
que diz respeito a quantidade de Ca™ acumulado entre o 1° e 5° dia, ndo houve
diferenca estatistica entre os trés grupos (p > 0,05).

Conclui-se que o desafio erosivo em alto grau acido (pH < 5.0), pode mascarar o
efeito protetor de novos produtos frente a erosdo. Neste caso, a solucdo 4cida deve
apresentar valor de pH maior e o tempo de contato da superficie do esmalte dentario
com a solucdo deve ser menor e 0 mais breve possivel.

Houve uma diferenca estatisticamente significante entre a microdureza inicial e
final dos grupos experimentais e grupo controle, apresentando um possivel
amolecimento da superficie do esmalte dentario e indicando um efeito protetor
negativo das solucdes testes;

A microscopia eletronica de varredura, foi nitida em mostrar que 0s grupos
experimentais sofreram erosdo dentaria apos o 5 dias de tratamento. Sendo assim a
pasta e o gel ndo foram totalmente capazes de proteger o esmalte contra os efeitos
do é&cido citrico.
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Certificamos que o protocolo no. 008/2011, referente ao projeto “Avaliagdo in vitro do efeito
protetor da pasta de vagem e do gel de folha de Yacon frente a erosio dentaria ”, sob a
responsabilidade de Carolina Dea Bruzamolin , na forma que foi apresentado, foi aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Agrarias, em reunido realizada dia 29
de abril de 2011. Este certificado expira em 29 de abril de 2012.

CERTIFICATE

We certify that the protocol number 008/2011, regarding the project “/n vitro evaluation of the
protective effect on bean paste and gel sheet Yacon front tooth erosion”, in charge of Carolina Dea
Bruzamolin, in the terms it was presented, was approved by the Animal Use Ethics Committee of
the Agricultural Sciences Campus of the Universidade Federal do Paran (Federal University of the
State of Parand, Southern Brazil) during session on April, 2011. This certificate expires on April,
2012.

Curitiba, 29 de abril de 2011.

Geraldo Camilo Alberton Patrick Schmidt
Presidente Vice-Presidente

Comissio de Etica no Uso de Animais
Setor de Ciéncias Agrarias
Universidade Federal do Parana.
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ANEXO 2

DECLARACAO DE DOAGAO DE DENTES BOVINOS

Identificacdo do Doador

Empresa: FRIGORIFICO ARGUS LTDA

CNPJ n°®: 81304552/0001-95

Endereco: Br 376 KM 19,5 S/N. Miringuava.

Cidade: S&o José dos Pinhais - UF: PR - CEP: 83015-000
Telefone para contato: 41 3382-3883

Declaro, para fins de avaliagio pelo Comité de Etica em Pesquisa do Setor
de Ciéncias da Saude da UFPR, que a empresa FRIGORIFICO ARGUS LTDA
doara 150 dentes bovinos pafa 0 projeto de pesquisa "“Avaliagcdo in vitro do
efeito protetor da pasta de Vagem e do gel de folha de Yacon frente & erosdo
dentaria® do Curso de Pods-graduacdo (Mestrado) em Odontologia da
Universidade Federal do Parana. Afirmo também que estes dentes bovinos serdo
coletados apds o abate dos animais, sendo este abate realizado dentro dos
propositos industriais do frigorifico € sem o fim especifico de atender a demanda
da pesquisa citada.

S&o José dos Pinhais, dia 28 de Fevereiro de 2011.

(_b i f’ <
Nome: ~H<A=o Z-‘ﬁg

Funcéo no Frigoriﬁczo Argqs' Ltda: 7 L. ( ey :x_/ j

/
Assinatufa;gqf 2 0COA

Gerente Comeyé%al

P —

J

/
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
SETOR DE TECNOLOGIA

CEPPA - CENTRO DE PESQUISA E PROCESSAMENTO DE ALIMENTOS
CENTRO POLITECNICO - PREDIO DAS USINAS PILOTO - BLOCO B - SALAPPO1
CX.P. 19.083 - FONES: (41) 3366-3668 / 3361-3195 - FAX: (41) 3266-1647
e-mail: ceppa@ufpr.br - www.ceppa ufpr.br - CEP 81531-990 - CURITIBA - PARANA

CERTIFICADO DE ANALISE N°127416

PRODUTO: FOLHAS DE YACON

FABRICANTE/PRODUTOR: Nfo consta

SOLICITANTE: Carolina Déa Bruzamolin

ENDERECO: Rua Santa Rita Durdo, 333 S&o Lourengo - Curitiba/PR
PROTOCOLO DE RECEPCAO DE AMOSTRA N°: 1706 —26/11/10
AMOSTRA: 5198/10

RESULTADOS 01/01

Informacdes da amostra
Acondicionada em: 01 saco pléstico opaco Temperatura: ambiente
Peso/Volume aproximado de: 214 g Responsavel pela coleta:  solicitante

PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

Unidade de medida Resultado
Calcio g mg /100g 209,35

REFERENCIA
CEPPA. Centro de Pesquisa ¢ Processamento de Alimentos. Determinagiio de Elementos Metilicos por Absorc¢io Atdmica. PE-LE-002/R08. Curitiba, 2009. 16 p.

{f\

Encb oy i W\—- s JO S5,
‘ﬁndrea © génasso i < facl?é%me Tavelra 6angusw‘

Dados do ensaio:
Inicio: 03/12/10  Término: 21/12/10
Executora Técnica: Louize Caetano

"_Gerente Técnica (Substituta) Coordenadora do Laboratorlo
CRQ 09201025 - 9° Regido NJCRQ 09200768 — 9° regido

8

Curitiba, 21 de Dezembro de 2010

OBSERVACAQ: - A PRESENTE ANALISE TEM SEU VALOR RESTRITO AAMOSTRA RECEBIDA PELO CEPPA,
+AS INFORMAGOES CONSTANTES NESTE CERTIFICADO DE ANALISE SAO CONFIDENGIAIS E PERTENCENTES AO SOLICITANTE.
‘\ + E PERMITIDA A REPRODUCAO, DESDE QUE INTEGRALMENTE E SEM NENHUMA ALTERAGAO.




ANEXO 4

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

SETOR DE TECNOLOGIA

CEPPA - CENTRO DE PESQUISA E PROCESSAMENTO DE ALIMENTOS
CENTRO POLITECNICO - PREDIO DAS USINAS PILOTO - BLOCO B - SALAPPO1
CX. P. 19.083 - FONES: {41) 3366-3668 / 3361-3195 - FAX: (41) 3266-1647
e-mail: ceppa@ufpr.br - www.ceppa.ufpr.br - CEP 81531-990 - CURITIBA - PARANA

CERTIFICADO DE ANALISE N°127417

PRODUTO: FEIJAO DE VAGEM

FABRICANTE/PRODUTOR: N0 consta

SOLICITANTE: Carolina Déa Bruzamolin

ENDERECO: Rua Santa Rita Durfio, 333 S&0 Lourengo - Curitiba/PR
PROTOCOLO DE RECEPCAO DE AMOSTRA N°: 1706 —26/11/10
AMOSTRA: 5199/10

RESULTADOS 01/01

Informacdes da amostra
Acondicionada em: 01 saco plastico opaco Temperatura: ambiente
Peso/Volume aproximado de: 98 g Responsavel pela coleta:  solicitante

PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

Unidade de medida Resultado-
Ciélcio mg /100g 64,42
REFERENCIA
CEPPA. Centro de Pesquisa ¢ Processamento de Alimentos. Determinagio de EI Metilicos por Absorcio Atdomica. PE-LE-002/R08. Curitiba, 2009. 16 p.

Dados do ensaio:
Inicio: 03/12/10  Término: 21/12/10
Executora Técnica: Louize Caetano
/ TN
\ o
/ \v A “,
Ciercls Benamelt A ‘ o
KA A A Ot e WLDOH SO
\J Andrea%. Bonassoli EE; line Taveira%an%ﬁ“‘
Gerente Técnica (Substituta) ( Coordenadora do Laboratorio
CRQ 09201025 - 9* Regifio \_/ CRQ 09200768 — 9* regido

/8

Curitiba, 21 de Dezembro de 2010

OBSERVAGAO: +A PRESENTE ANALISE TEM SEU VALOR RESTRITO AAMOSTRA RECEBIDA PELO CEPPA.
+AS INFORMACOES CONSTANTES NESTE CERTIFICADO DE ANALISE SAO CONFIDENCIAIS E PERTENCENTES AO SOLICITANTE.
+ E PERMITIDAA REPRODUCAO, DESDE QUE INTEGRALMENTE E SEM NENHUMAALTERAGAO.

\
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ANEXO 5

OBSERVAGAOQ: -

b

SETOR DE TECNOLOGIA

CENTRO POLITECNICO - PREDIO DAS USINAS PILOTO - BLOCO B - SALA PPO1
CX. P. 19.083 - FONES: (41) 3366-3668 / 3361-3195 - FAX: (41) 3266-1647
e-mail: ceppa@uipr.br - www.ceppa.ufpr.br - CEP 81531-990 - CURITIBA - PARANA

CERTIFICADO DE ANALISE N° 130419

PRODUTO: EXTRATO DE FOLHAS DE YACON ALCOOLICO
FABRICANTE/PRODUTOR: N&o consta.

SOLICITANTE: Carolina Déa Bruzamolin

ENDERECO: Rua Santa Rita Durfio. 333 — Sdo Lourengo — Curitiba/PR
PROTOCOLO DE RECEPCAO DE AMOSTRA N°: 767 —29/06/11
AMOSTRA: 2654/11

01/01

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

CEPPA - CENTRO DE PESQUISA E PROCESSAMENTO DE ALIMENTOS

Bl
Emiliana-Borges
Gerente Técnica (

CRQ 09100126 :

Informacdes da amostra
Acondicionada em: 01 frasco de vidro Temperatura: Ambiente
Peso/Volume aproximado de: 50 gramas Responsavel pela coleta: Solicitante
RESULTADOS
PARAMETRO FiSICO-QUIMICO
Resultado (mg/kg) Resultado (mg/L) |
1

1,62 [

Célcio 1,48

METODOLOGIA

CEPPA. Centro de Pesquisa e Processamento de Alimentos, Andlise de Alimentos por ICP-OES. PE-LE-033/R01. Curitiba, 2010. 11 p

Dados do ensaio:
Inicio: 05/07/11  Término: 13/07/11
Executora Técnica: Andrea B. G. Bonassoli

Curitiba, 13 de julho de 2011.

N/

A PRESENTE ANALISE TEM SEU VALCR RESTRITO A AMOSTRA RECEBIDA PELO CEPPA.
+AS INFORMAGOES CONSTANTES NESTE CERTIFICADO DE ANALISE SAO CONFIDENCIAIS E PERTENCENTES AO SOLICITANTE.
*E PERMITIDA A REPRODUGCAO, DESDE QUE INTEGRALMENTE E SEM NENHUMA ALTERAGAO.

acl

o

%ﬁ?ravci?;?f?n(ﬂ}sa i
Coordenadora do Laboratério
JCRQ 09200768 — 9* Regido
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ANEXO 6

OBSERVAGAQ: +

-

EmilianaBorges flac
Gerente Técnica (
CRQ 09100126

SETOR DE TECNOLOGIA

CENTRO POLITECNICO - PREDIO DAS USINAS PILOTO - BLOCO B - SALA PPO1
CX. P. 19.083 - FONES: (41) 3366-3668 / 3361-3195 - FAX: (41) 3266-1647
e-mail: ceppa@ufpr.br - www.ceppa.ufpr.br - CEP 81531-990 - CURITIBA - PARANA

CERTIFICADO DE ANALISE N°130418

PRODUTO: EXTRATO DE FOLHAS DE YACON AQUOSA
FABRICANTE/PRODUTOR: Nao consta.

SOLICITANTE: Carolina Déa Bruzamolin

ENDERECO: Rua Santa Rita Durfio. 333 — Sdo Lourengo — Curitiba/PR
PROTOCOLO DE RECEPCAO DE AMOSTRA N°: 766 — 29/06/11
AMOSTRA: 2654/11

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

01/01

CEPPA - CENTRO DE PESQUISA E PROCESSAMENTO DE ALIMENTOS

Informacdes da amostra

Acondicionada em: 01 frasco de vidro

Temperatura: Ambiente
Peso/Volume aproximado de: 50 gramas Responsével pela coleta: Solicitante
RESULTADOS
PARAMETRO FiSICO-QUIMICO
Resultado (mg/kg) Resultado (mg/L) ‘
13
Calcio 136,10 139,50 |

METODOLOGIA

CEPPA, Centro de Pesquisa e Processamento de Alimentos, Anilise de Alimentos por ICP-OES. PE-LE-033/R01. Curitiba, 2010. 11 p

Dados do ensaio:
Inicio: 05/07/11  Término: 13/07/11
Executora Técnica: Andrea B. G. Bonassoli

Curitiba, 13 de julho de 2011.

/\/\

A PRESENTE ANALISE TEM SEU VALOR RESTRITO A AMOSTRA RECEBIDA PELO CEPPA

*AS INFORMAGOES CONSTANTES NESTE CERTIFICADO DE ANALISE SAO CONFIDENCIAIS E PERTENCENTES AQ SOLICITANTE
*E PERMITIDA A REPRODUGAQ, DESDE QUE INTEGRALMENTE E SEM NENHUMA ALTERACAO.

o

*%ﬁhavelra Cangussi s
Coordenadora do Laboratorio
JCRQ 09200768 — 9" Regido
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ANEXO 7

/ 01/01

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
SETOR DE TECNOLOGIA
CEPPA - CENTRO DE PESQUISA E PROCESSAMENTO DE ALIMENTOS

CENTRO POLITECNICO - PREDIO DAS USINAS PILOTO - BLOCO B - SALA PPO1
CX. P. 19.083 - FONES: (41) 3366-3668 / 3361-3195 - FAX: (41) 3266-1647
e-mail: ceppa@ufpr.br - www.ceppa.ufpr.br - CEP 81531-990 - CURITIBA - PARANA

CERTIFICADO DE ANALISE  N°130432

PRODUTO: EXTRATO DE FOLHAS DE YACON GEL
FABRICANTE/PRODUTOR: Nio consta.

SOLICITANTE: Carolina Déa Bruzamolin

ENDERECO: Rua Santa Rita Durfio. 333 — Sdo Lourengo — Curitiba/PR
PROTOCOLO DE RECEPCAO DE AMOSTRA N°: 782 —01/07/11
AMOSTRA: 2696/11

Informagdes da amostra
Acondicionada em: 01 frasco plastico opaco Temperatura: Ambiente
Peso/Volume aproximado de: 25 gramas Responsavel pela coleta: Solicitante
RESULTADOS

PARAMETRO FISICO-QUIMICO

Unidade de medida Resultado
Calcio mg/kg 63,88

METODOLOGIA
CEPPA. Centro de Pesquisa e Processamento de Alimentos. Anilise de Alimentos por ICP-OES. PE-LE-033/R01. Curitiba, 2010. 11 p.

Dados do ensaio:
Inicio: 05/07/11  Término: 12/07/11
Executora Técnica: Andrea B. G. Bonassoli

/S
Curitiba, 13 de julho de 2011.
= & Nt
Leuwlblinednl - N¢ Soan (PO
Emiliana-Borges Jackeline Taveira Cangus:
Gerente Técnica \ Coordenadora do Laboratorio
CRQ 09100126 v CRQ 09200768 — 9°* Regido

OBSERVACAQ: -A PRESENTE ANALISE TEM SEU VALOR RESTRITO A AMOSTRA RECEBIDA PELO CEPPA.
+AS INFORMAGOES CONSTANTES NESTE CERTIFICADO DE ANALISE SAC CONFIDENCIAIS E PERTENCENTES AO SOLICITANTE.
K *E PERMITIDA A REPRODUCAQ, DESDE QUE INTEGRALMENTE E SEM NENHUMA ALTERACAO.




