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raga, Sexo e alimentacio. Nos ruminantes, como bovinos e
ovinos, h4 maior predominéncia de 4cidos graxos saturados,
porque a microbiota do rimen hidrogena extensivamente os
acidos graxos insaturados da dieta®.

Nossos resultados apontam um aspecto positivo no
perfil de 4cidos graxos da carne de biifalo, uma vez que 4cidos
graxos essenciais ¢ benéficos ao organismo humano foram
detectados.

O 4cido monoinsaturado oléico (C18:1), da familia mega
9, tem sido apontado como hipolipidémico?, o qual atua
diminuindo as lipoproteinas de baixa densidade (LDL)?,
apresentando efeito hipocolesterolémico e protetor contra o
desenvolvimento de doenga coronariana aterosclerética. Ha
uma correlagfio direta entre a incidéncia e gravidade das lesdes
ateromatosas e as concentracdes plasmaticas de LDL.
Concentragdes elevadas de colesterol plasmatico aumentam o
tempo da LDL na circulagio®. O acido oléico também é utilizado

Tabela 3. Perfil de acidos graxos da carne de bifalo.

no organismo como fonte preferencial de energla metabolizavel

para o crescimento rapido®.

O 4cido graxo saturado estedrico (C18:0) é considerado
ndo aterogénico, sendo hipocolesterolémico?. Este 4cido graxo
¢ convertido rapidamente a acido oléico pelo organismo apés
sua ingestdo e nfo afeta o colesterol plasmético (Bonanome e

- Grundy)™. Ao 4cido poliinsaturado linoléico -6 (C18:2) sio

atribuidos numerosos beneficios ao organismo®-2,

Os 4cidos graxos da série 6mega 6 exercem importante
papel fisiolégico como potentes mediadores da inflamagéo e
efeito benéfico sobre o sistema imune®!.

O 4cido graxo poliinsaturado araquiddnico (C20:4) é
considerado essencial. Tem papel central no processo
inflamatério, pode ser convertido em eicosandides
(prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanas, lipoxinas),
importantes em uma série de sistemas fisiolégicos, como o renal,
gastrointestinal, reprodutor e cardiovascular, além de ser

Teores %
© Acidos graxos Alcatra * Lombo paulista* Cha de dentro**

Caprilico (C8: 0) 0,37(+0,29) 0,50°(0,26) 0,48%£0,12)
Céprico (C10:0) 0,56%(10,21) 0,89°(10,28) 0,48%(0,21)
Larico (C12:0) 2,65%(£3,34) 2,33%(34,12) 2,34%(%3,81)
Miristico (C14:0) 1,33%(£1,02) 1,35%(%1,35) 1,074(x1,06)

_ Pentadecandico (C15: 0) 0,36%(30,07) 0,38%20,05) 0,35%(0,03)
Palmitico (C16:0) 16,21%(+1,99) 16,90°(x2,34) 14,885(+2,37)
Palmitoléico (C16: 1) (0 7) 1,39%(+0,50) 1,55%(0,48) 1,48(10,49)
Margarico (C17:0) 0,93%(20,17) 0,872(20,25) 0,81%(10,19)
Heptadecendico (C17: 1) 0,614(=0,16) 0,65%x0,15) - 0,65%(10,20)
Estearico (C18:0) 19,26¥=2,19) 16,99°(+2,01) 1747°(33,06)
OLico (CI18: 1} (@ 9) 24,36%(13,40) 24,73%+4,16) 23,24%+4,28)
Vacénico (C18: 1} (0 7) 2,69%(10,27) 2,584(10,25) 2,56%(£0,34)
Linoléico (C18:2) (w 6) 9,26'(x1,79) 8,99°(12,86) 10,37(22,01)
Linolénico (C18:3) (w 3) 2,56%(%0,63) 3,07%(#2,01) 2,612(20,58)
Octadecatetraendico (C18:4) 0,31%(20,06) 0,35%(x0,07) 0,33%(20,05)
Eicosadiendico ( C20: 2) (w 6) 0,43%(10,12) 0,44%(0,21) 0,44%(20,15)
Eicosatriendico ( C20: 3) (o 6) 0,77%20,17) 0,86*(20,19) 0,87%(20,19)
Araquidodnico (C20:4) (» 6) 3,60%(20,81) 3,75%20,91) 3,88%(x0,90)
Eicosatetraendico( C20:4) (o 3) 0,21%(20,02) 0,14%0,03) 0,29%(+0,02)
Eicosapentaenéico (C20: 5) (w 3) 1,79%(2045) 1,83%(10,45) 1,734(+0,40)
Docosapentaenodico (C22 : 5) (o 3) 1,83%(£0,38) 2,074(x0,53) 1,934(+0,46)
Docosahexaendico (C22: 6) (o 3) 0,22%(£0,03) . 0,25°(20,02) 0,224(20,02)
Nio identificados 10,52 11,14 13,76
Saturados 41,67(x3,12) 40,21(4,81) 37,88(5,27)
Monoinsaturados 29,05(%3,73) 29,51(+4,41) 27.93(+4,71)
Poliinsaturados 20,98(+3,93) 21,75(4,62) 22,67(+4,33)
Raziow 6/w 3 2,1:1 2:1 23:1
Poliinsaturados/saturados 0,50(0,13) 0,54(20,18) 0,60(x0,19)

* Média de 10 amostras analisadas em duplicata, com desvio-padrio entre parénteses.
** Média de 11 amostras analisadas em duplicata, com desvio-padrio entre parénteses.
Médias com letras diferentes, diferem estatisticamente, p<0,05.
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A REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ tem por
finalidade a divulgag3o de trabalhos relacionados com as
atividades laboratoriais em Satude Publica.

1.MISSAO DA REVISTADO INSTITUTOADOLFO LUTZ
Esta revista tem como missfo divulgar resultados de
investigacbes cientificas tanto basicas como aplicadas inclusive
tecnoldgicas, abrangendo as diversas dreas de interesse em
saide publica, na forma de artigos originais, artigos de revisdo,
relatérios técnicos, comunica¢des e notas cientificas, relatos
de caso, resumos de teses e dissertagdes.

2.NORMAS PARA PUBLICACAO ]
O trabalho submetido & publicagio deve ser inédito, nfio sendo
. permitida a sua apresentago simultinea em outro periddico,
conforme declaragfio a ser assinada pelos autores. Os autores
deverdo informar na carta de encaminhamento em qual categoria
o trabalho se enquadra. Os trabalhos redigidos em lingua
portuguesa ou inglesa, deverfio ser enviados para o Setor de
Publicagdes do Instituto Adolfo Lutz, em trés copias impressas,
sendo uma completa e as outras duas omitindo os nomes dos
autores € respectivas institui¢des, tanto na pagina de rosto
como nos resumos em portugués e inglés. Apds aprovagio do
trabalho, sera solicitado aos autores o envio do artigo completo
em disquete 3 ¥ acompanhado de uma cépia impressa.

3.PROCESSO DE JULGAMENTO DOS MANUSCRITOS
Os trabalhos serfio aceitos para publicagfio apos avaliagdo por
pareceristas indicados pela Comissfio de Redagfio. A lista de
pareceristas que colaboraram em cada volume é publicada no
ultimo fasciculo do ano. A publicagfio de artigos na Revista
estd condicionada i aprovagiio da Comissdio de Redacdo de
Publicagdes Oficiais do Instituto Adolfo Lutz, que podera
sugerir ao autor alteragdes no original. Os manuscritos
revisados serfio devolvidos aos autores para as devidas
corre¢des. O novo texto deverd retornar & Comissdo que
notificara a aceitagio ou recusa do trabalho.

4.ETICA

Os trabalhos de pesquisa envolvendo seres humanos e/ou
animais deverfio ser encaminhados com a copia da aprovagéo
do Comité de Etica, e no item Material e Métodos devera constar
o nimero do processo e o nome do Comité que o aprovou.

5.CATEGORIAS
Os seguintes tipos de trabalhos serfio aceitos para publicagéo
na Revista do Instituto Adolfo Lutz.

5.1, ARTIGO ORIGINAL

Relato completo de pesquisa original ainda n3o publicada. Deve
apresentar no maximo 20 paginas impressas, incluindo figuras,
tabelas e referéncias.

5.2. COMUNICACAO BREVE

E um artigo curto, com objetivo limitado ou cujos resultados
sejam provenientes de estudos com metodologia de pequena
complexidade ou rotineira, de relevincia para a area de saide
pliblica. Deve apresentar o mesmo formato do artigo cientifico,
contendo no maximo duas tabelas ou duas figuras ou uma tabela
e uma figura, até 15 referéncias e 10 paginas.

5.3.NOTA CIENTIFICA

E o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho
experimental dignos de publicagio, embora insuficientes ou
inconsistentes para constituirem um artigo original. Deve
ser relevante e que merega riapida divulgagZo. Deve
apresentar no maximo duas tabelas ou duas figuras ou uma
tabela e uma figura e até 15 referéncias. O texto deve conter
todos os tépicos de um artigo cientifico, porém sem as
divisdes.

5.4, RELATO DE CASO

Contempla principalmente a 4rea médica, em que o resultado
¢ anterior ao interesse de sua divulgagfio ou a ocorréncia
dos resultados nfio é planejada. Inclui novas técnicas,
terapias, diagnéstico, patologias, materiais ¢ solugdes
inovadoras para problemas especiais, fendmenos anatdmicos
e fisioldgicos. Deve conter os tdpicos: titulo e resumo em
portugués e inglés, introdugiio, objetivos, relato do caso,
discussdo, conclusdes, referéncias e apresentar no maximo
trés paginas incluindo figuras e tabelas ¢ até dez referén-
cias.

5.5.ARTIGO DE REVISAO

Avaliagdo da literatura sobre determinado assunto, cuja
divulgagio possa contribuir para melhorar o conhecimento da
area em questfo. Deve ser subdividido em tépicos, conter
resumos em inglés e portugués. O artigo deve conter um simario
e apresentar no maximo 15 paginas.

5.6. RESUMOS DE TESES E DISSERTACOES

Serio aceitos para publicagdo os resumos de teses e
dissertag®es até um ano apds a defesa. Deverfio conter o
nome do autor e seu enderego eletrénico, o nome do
orientador, titulo da obra (em portugués e em inglés), nome
da institui¢io em que foi apresentado o trabalho e ano de
defesa. O resumo podera ser publicado em lingua portuguesa
ou inglesa, sendo de total responsabilidade do autor o
contetido do mesmo e também a sua revisdo ortografica e
gramatical.

6. PREPARACAO DO MANUSCRITO OU ARTIGO

Geral

Os textos devem ser redigidos em processador de texto Word
for Windows 6.0 ou compativel, no formato A4, espago duplo,
fonte Times New Roman, tamanho 12. Se usar versfo superior, -
enviar o arquivo em Rich Text Format (.rtf). Devem ser evitados
arquivos compactados.

Estrutura:

Pagina de rosto: a) titulo do artigo; b) nome do(s) autor(es):
nome seguido do 1ltimo sobrenome por extenso e em caixa alta
(ex.: Ana Maria C. D. da SILVA); c) local de trabalho indicado por
nimero sobrescrito. O autor responsavel e o seu endereco
deverio estar assinalados com asterisco (*) para
encaminhamento da correspondéncia. )

Resumo: deve ser redigido em portugués, ser claro e conciso
num unico paragrafo, contendo objetivo, metodologias,

resultados e conclus®es. Ndo exceder 200 palavras.

iii




Palavra-chave: podem ser utilizados até seis descritores que
identifiquem o contetido do artigo, se possivel baseados no
DECS (Descritores em Ciéncias da Satde), disponivel no
www.bireme.br terminologia em satide e consulta ao DECS.

Introdugéio: deve iniciar em pagina nova e deve conter os
objetivos da pesquisa, justificativa de sua importancia,
apresenta¢do das principais varidveis, defini¢des necessarias
e discussdo do problema de acordo com a literatura pertinente.

Material e Métodos: o método deve estar claramente descrito ¢
validado, de modo a possibilitar a sua reprodugio. Qualquer
modificago, em métodos ji publicados, deve ser devidamente
explicitada.

Resultados: devem ser claros e concisos e podem apresentar
tabelas e figuras quando necessarias, que devem ser auto
explicativas.

Discusséo: deve fornecer a interpretago dos resultados em fungfio
das informagGes apresentadas. Este item pode ser incluido em
resultados, nfio havendo necessidade de repeti-lo em item a parte.

Conclusio: deve ser clara, concisa podendo, em alguns casos,
ser incluida no item-discussiio nfio havendo a necessidade de
repeti-la em item a parte.

Agradecimentos: ¢ opcional e deve vir apés a discussiio/conclusio.
Title, Abstract e Key Words: devem ser redigidos em inglés e
seguir as recomendagOes apresentadas para a pagina de rosto,
do resumo e das palavras-chave.

Referéncias: as referéncias devem ser citadas seguindo os
“Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals” produzidos pelo International Committee
of Medical Journal Editors, também conhecidos como
Vancouver Style. Os autores devem seguir as diretrizes da
quinta edi¢8o (Annals of Internal Medicine 1997; 126: 36-47 ou
na pagina {(website) http://acponline.org/journals/resource/
unifreqr/htm .

As referéncias devem ser numeradas consecutivamente na
ordem em que foram mencionadas a primeira vez no texto.
Identifique as referéncias no texto, tabelas e legendas de
ilustragBes por numerais ardbicos sobrescritos. As referéncias
citadas em tabelas ou em legendas devem ser numeradas de
acordo com a seqiiéncia estabelecida pela sua primeira
identificagdo no texto.

Segundo o Sistema Vancouver, deve-se evitar a utilizacfio de
resumos bem como as “observagdes inéditas” e as
“comunica¢des pessoais” como referéncias, mas as
comunicagdes escritas (nfio verbais) podem ser inseridas entre
parénteses no texto. Os artigos aceitos para publicagfo, porém,
ainda n3o publicados, podem ser incluidos na relagfio das
referéncias, bastando indicar a revista e citar entre paréntesis
“no prelo”. Informagdes extraidas de manuscritos submetidos,
porém ainda nfo aceitos, devem ser citados no texto como
“observagdes inéditas” (entre paréntesis).

Os titulos das revistas devem ser abreviados de acordo com o
Index Medicus seja pela List of Journals Indexed in Index
Medicus ou no “website” http://www.nlm.nih.gov ou pelo

iv

Chemical Abstracts , ISI Science Citation Index, World List of
Periodicals (publicado por Butterworks, Londres).

Exemplos

Artigos em revistas »

® Peri6dicos - Liste os primeiros seis autores seguidos por et al.
Telles MAS, Mosca A. Avaliagio da técnica de microdiluigio
em placa para determinagfio de concentragio inibitéria minima
de isoniazida em cepas de Mycobacterium tuberculosis. Rev
Inst Adolfo Lutz 2000;59(1/2):15-9.

* Niimero com suplemento
Payne DK, Sullivan MD, Massie MJ. Women’s psychological
reactions to breast cancer. Semin Oncol 1996; 23 (1 Suppl 2):89-97.

® Volume com suplemento

Maio FD. Determinagio de chumbo sangiiineo: a importincia de
programas interlaboratoriais na avaliagio da qualidade analitica
laboratorial. Rev Inst Adolfo Lutz 2002;61(Suppl 1):3.

= Instituicfio como autor

The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical
exercise stress testing. Safety and performance guidelines. Med
JAust 1996;164:282-4,

= No prelo (forthcoming)
Leshner Al. Molecular mechanisms of cocaine addiction. N
Engl J Med. No prelo 1996.

Livros e outras monografias

= Individuo como autor

Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for
nurses. 2™ ed. Albany (NY): Delmar Publishers;1996.

= Editor(es), compilador(es) como autor(es)
Norman 1J, Redfern SJ, editors. Mental health care for elderly
people. New York: Churchill: L1V1ngstone 1996.

= Instituicéio como autor e editor
Institute of Medicine (US). Looking at the future of the
Medicaid program. Washington (DC): The Institute;1992.

® Capitulo num livro

Franco DBGM, Landgraf M. Microorganismos patogénicos de
importincia em alimentos. In: Franco DBGM, Landgraf, M,
editores. Microbiologia dos Alimentos 2™ ed. Sfo Paulo: Ed
Atheneu;1996. p.55-60.

= Resumo/Trabalho de congresso publicado

DuPont B. Bone marrow transplantation in severe combined
immunodeficiency with an unrelated MLC compatible donor.
In: White HJ, Smith R, editors. Proceedings of the 3% Annual
Meeting of the International Society for Experimental
Hematology. Houston: International Society for Experimental
Hematology, 1974:44-6.

® Dissertagio/Tese

Cairns RB. Infrared spectroscopic studies of solid oxigen [Tese
de doutorado]. Berkeley, California: University of California,
1965.156 pp.




Material legal

Quanto & legislagiio, a forma proposta por Vancouver nio se
aplica a realidade brasileira, para tanto recomenda-se adotar as
normas a seguir:

Os elementos essenciais sfio: competéncia (pais, estado ou
cidade ou nome da entidade ou 6rgdo no caso de se tratar de
normas), titulo (especificagéio da legislagfio, numero e data),
ementa e titulo da publicag8o oficial, local da publicagio oficial
(cidade), data (dia, més abreviado e ano), se¢@o e paginagéo.
Exemplos:

Brasil. Portaria n® 695 de 1998 da Secretaria de Vigilancia
Sanitéria do Ministério da Saide. Didrio Oficial [da] Republica
Federativa do Brasil, Poder Executivo, Brasilia, DF, 30 mar. 1998.
Sego 1, n° 60-E, p.5-6.

Brasil. Resoluggo n° 16, de 13 de dez. 1984 do Conselho Federal de
Educaggo. Dispde sobre reajustamento de taxas, .. e altera a redagfio
doartigo 5 da Resoluggon.1 de 14/1/83. Didrio Oficial [da] Republica
Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 13 dez. 1984. Seg#o 1, p.190-1.

Associagio Brasileira de Normas Técnicas [ABNT]. NBR 7024,
de 1989: veiculos rodovidrios automotores leves: medi¢io do
consumo de combustivel. Rio de Janeiro; 1990. p.29.

Conselho Nacional do Meio Ambiente [CONAMAY]. Resolugiio
n. 315, de 29 out 2002: dispde sobre as novas etapas do Programa
de controle da poluig¢do do ar por veiculos automotores
(Proconve). Brasilia (DF); Diario Oficial da Uni%io; 15 mar 2002.

Material Eletronico

= Artigo de revista em formato eletrnico

Morse SS. Factors in the emergence of infectious diseases.
Emerg Infect Dis [serial online] 1995 Jan-Mar [cited 1996 Jun
5]; 1(1):[24 screens]. Available from: URL: http://www.cdc.gov/
ncidod/EID/eid.htm

» Monografia em formato eletrdnico

CDI, Clinical Dermatology Illustrated [monograph on CD-ROM],
Reeves JRT, Maibach H. CME Multimedia Group, producers.
2nd ed. Version 2.0. San Diego: CME;1995.

= Arquivo de computador
Hemodynamics III: the ups and downs of hemodynamics
[computer program]. Version 2.2. Orlando (FL): Computerized
Educacional Systems;1993.

Patente

Larsen CE, Trip R, Johnson CR, inventors; Novoste Corporation,
assignee. . Methods for procedures related to the
electrophysiology of the heart. US patent 5,529,067.1995 Jun 25.

Abreviaturas: devem ser evitadas ou usadas apenas as oficiais.
Unidades de medida e seus simbolos: utilizar as legais do
Sistema Internacional de Metrologia.

Tabelas: as tabelas devem ser encaminhadas em folhas
separadas e designadas no texto como “Tabelas”. A sua
localizagdo aproximada deve ser indicada no texto. Serfo
numeradas consecutivamente, com nimeros arabicos e
encabegadas pelos respectivos titulos, que devem ser breves
e indicar claramente o contetdo. Os dados apresentados em
tabela ndo devem ser repetidos em graficos.

Tlustracdes (fotografias, graficos, desenhos, mapas etc.): as

ilustragdes devem ser encaminhadas em folhas separadas e

designadas no texto como “Figuras”; terio numeragdo Unica e
seqiiencial, em algarismos ardbicos e devem apresentar na sua
parte inferior e fora da area de reprodug?o, informacdes breves
e claras que esclaregam o contetido da mesma. As suas
localiza¢des aproximadas devem ser indicadas no texto. Todas
as ilustragBes devem ser téo claras que permitam sua reproducio
com redugdo de 6,5 cm no sentido da largura, sem perda de
nitidez ou legibilidade. As ilustragBes coloridas estdo sujeitas
a confirmagfio. Se as ilustragBes enviadas ja tiverem sido
publicadas, mencionar a fonte € a permissio para a reprodugio.

Da Publicacio

1. Os trabalhos destinados & publicagdo na Revista do Instituto
Adolfo Lutz deverdo ser encaminhados 4 Biblioteca do Instituto
Adolfo Lutz, Setor de Publica¢Bes, Av. Dr. Arnaldo, 355,
Cerqueira César, Sdo Paulo/SP, 01246-902, a/c: Rocely Bueno.

2. Todo trabalho entregue para publica¢fio devera ser assinado
pelo autor e trazer enderego para correspondéncia ou endereco
eletrénico. No caso de mais de um autor, deverd ser
expressamente indicado o responsavel pela publicacio.

3. Os trabalhos serfio publicados em ordem cronolégica de
aprovagdo, salvo o caso especial de comunicagio e nota
cientifica, que terd prioridade.

4. A data de recebimento e a de aprovagdo do artigo constardo
obrigatoriamente no mesmo.

5. As provas tipogrdficas serfo revisadas pela Comissio de
Redagdo de Publica¢Bes Oficiais do Instituto Adolfo Lutz. Essa
Comissdo se reserva o direito de introduzir altera¢des nos
originais, visando a manuten¢io da homogeneidade ¢ a
qualidade da publicag#o, respeitando, porém, o estilo e as
opinides dos autores.

6. E permitida a reprodugdo, no todo ou em parte, de artigos
publicados na Revista do Instituto Adolfo Lutz, desde que
sejam indicados a origem e 0 nome do autor, de conformidade
com a legislagfio sobre direitos autorais.

Da Distribuiciio

A Revista Adolfo Lutz é distribuida gratuitamente a entidades
governamentais, culturais, ou em permuta de periddicos
nacionais ou estrangeiros.
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RESUMO

O milho, no Brasil, tem um importante papel, tanto na nutri¢cdo humanaquanto animal . Atualmente, o pais
€oterceiro maior produtor mundial, apés Estados Unidos e China, tendo sua produgéo ficado, nos tltimos
anos, emtorno de 48,3 milhdes de tonel adas. Em termos de di stribui¢&o geogréfica, o milho é cultivado em
diversasregidesdo pais, sendo aregido Centro-Sul responsével por maisde 95% daprodugdo. A importancia
ndo se restringe apenas ao seu volume, mas também ao papel sdcio-econdémico desempenhado, cuja
producéo e comercializagdo sustenta centenas de milhares de pessoas. A contaminacdo do milho por
espécies de Fusarium, na etapa de pré-col heita, tem sido um problema sério em vérios paises. Espécies
pertencentes a esse género possuem ampladistribui¢éo nanatureza e produzem micotoxinas, metabdlitos
secundérios toxicos. O fato, ressalta aimportancia de se compreender 0s processos de contaminacéo do
milho brasileiro por F. verticillioides, principal espécie produtora de fumonisinas, visando o
desenvolvimento de estratégias de controle capazes de minimizar as perdas econdémicas e possiveis
problemas a salide humana e animal. A revisdo propde fornecer informagdes atuais sobre a microbiota
fangicade gréos de milho recém-col hido e suainteracéio com osfatores abi 6ticos e presencade fumonisinas.
Palavras-Chave. fumonisinas, gréos de milho, microbiotaflngica, fatores abiéticos.

ABSTRACT

InBrazil, corn playsanimportant rolein both human and animal nutrition . Brazil has been ranked asthe
third world corn producer following the USA and China. Lately, the Brazilian annual cornyield reached 48.3
tons. The Central-Southern region is the major corn producer, responding for 95% of the total national
production. The importance of corn production is not restricted to its volume, but also due to the social-
economical role played by this culture, which production and trade have been employing a thousand
people. Pre-harvest contamination of corn by Fusarium species has been a serious problem in several
countries. Fungi belonging to this genus are ubiquitous in nature, and they are able to produce toxic
secondary metabolites named mycotoxins. This fact emphasizes the importance in understanding the
process of fungal contamination of field corn with Fusarium verticillioides, which isthe main fumonisins
- producer species, so as to develop the efficient control strategies, and to reduce economic losses and
the possible human and animal health harms. The purpose of the present review isto provide up-to-date
available news on the pre-harvest Brazilian corn mycoflora, and its interaction with abiotic factorsand
fumonisins occurrence.

Key Words. fumonisins, corn grains, mycofloraand abiotic factors
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INTRODUCAO

Os cereais s8o susceptiveis a contaminagéo e a
proliferacdo de microrganismos provenientes de vegetais, solo
e veiculados pelo ar, cujo nimero e tipo de microrganismos
diferem conforme o estédio e maturacdo do gréo.

O armazenamento e a manipul agéo inadequados desses
cereais conduzem a perda de qualidade caracterizada pelo
aumento da susceptibilidade ao atague de fungos, insetos,
acaros, bem como perda dos nutrientes. Os altos indices de
contaminacéo tém sido freqlientes em regides tropicais e
subtropicais, embora também sgjam freglientes em regides de
clima temperado, ndo ocorrendo regido do mundo isenta de
contaminag&o microbiana

Segundo Ominski et al.t, os fungos representam a
segunda maior causa de deterioracdo e perda de sementes e
gréos armazenados, perdendo apenas para osinsetos. Diversos
fungos contaminam os gréos de milho no campo, entretanto as
espécies do género Fusarium predominam no processo, sendo
apontado como principal contaminante de gréos de milho em
desenvolvimento no campo?. O género Fusarium é
reconhecidamente um importante contaminante do milho. A
necessidade de 20 % a 21 % de umidade e atividade de &gua
entre 0,80 e 0,90 para o desenvolvimento, justifica sua
classificagcdo como fungo de campo. Entretanto, estefungo pode
sobreviver por meses em gréos armazenados constituindo-se
em risco potencial oriundo de caréter micotoxigénico®.

Esta revisdo traz informacfes atualizadas sobre a
microbiota fungica de gréos de milho recém-colhido e sua
interacdo com os fatores abi 6ticos e presenca de fumonisinas.

IMPORTANCIA DO MILHO

O milho (Zea mays L.) é umaplantade ciclo vegetativo
variado, evidenciando desde cultivares extremamente precoces,
cuja polinizagdo pode ocorrer 30 dias apos a emergéneia, até
cultivares normais, cujo ciclo vital pode acancar 300 dias.
Contudo, nas condi¢Besbrasileiras, aculturado milho apresenta
ciclovariavel entre 110 e 180 dias, em funcéo da caracterizacdo
dos cultivares, periodo este compreendido entre asemeadurae
acolheita’.

2

Provavelmente originado no México, o milho € um dos
cereais que se desenvolveu e se adaptou a condi¢des bastante
diversasem termosdetemperatura, umidade, duracdo daestacdo
livre de geadas e de outras condigBesambientais. Por este motivo
eleécultivado desde o Norte do Canadéaté o Sul daArgenting’.

O milho constitui um dos principais insumos para o
segmento produtivo, sendo utilizado com destaque no
arracoamento de animais, em especial ha suinocultura, na
aviculturae nabovinoculturadeleite, tanto in natura, como na
forma de farelo, ragdo ou silagem. Na alimentagdo humana, o
milho é comumente empregado in natura como milho verde, e
na forma de subprodutos, como pé&o, farinha e massas. Na
industria, € empregado como matéria-prima para producdo de
amido, 6leo, farinha, glicose, produtos quimicos, ragdesanimais
e na elaboragdo de formulagBes alimenticias, com crescentes
pesquisas revelando novas utilidades®.

A diversidade na utilizagdo resulta em amplo consumo
de milho, seja pelos paises produtores como importadores
Estima-se que nos paises desenvolvidos, 0 consumo anua de
gréos atinja 1000 kg / habitantes, sendo 930 kg consumidos
indiretamente, naformade racéo paraproducéo decarneeleite
e 70 kg, diretamente, nadietahumana. J4, nos paises pobres da
Asia, 0 consumo per capita € de 150 kg, quase todo naformade
gréos in natura’.

A necessidade de aumento da produtividade submeteu
0 milho a um intenso processo de melhoramento genético,
resultando em diversos hibridos comerciais desenvolvidos
especialmente paralocais especificos eregionais.

Em termos de producdo, a qualidade do milho depende
de variedade e préticas culturais. Todos 0s gréos e cereais sdo
expostos, tanto no campo quanto no armazenamento, aacdo de
fatores fisicos, quimicos e biol6gicos, que interagem entre s
favorecendo os processos de deterioracdo. A manutengao
adequadado cereal, durante o periodo de entressafra, permitea
conservacdo das caracteristicas organolépticas e nutricionais,
preservando assim a qualidade do produtc®.

PANORAMA NACIONAL

No Brasil, aimportanciado milho naaimentagéo humana
e animal antecede a instalacdo dos colonizadores, sendo
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cultivado e utilizado pelos indigenas. Atualmente, o Brasil € 0
terceiro maior produtor mundial de milho, ap6s Estados Unidos
e China, tendo sua producao ficado, nos Ultimos anos, em torno
de 48,3 milhdes de tonel adas’.

Em termos de distribuicdo geografica, o milho aparece
nos quatro cantos do pais, sendo a regiao Centro-Sul
responsavel por mais de 95 % da producao®. A importancianao
serestringe apenas ao seu volume, mas também ao papel scio-
econdmico desempenhado, cuja producdo e comercializacdo
sustenta centenas de milhares de pessoas'®.

O estado do Parana é o principal produtor de milho do
pais. Somando-se as duas safras (normal e milho safrinha), o
estado colheu 14,403 milhGes de tonel adas, com um crescimento
de 46% em relacdo a safra anterior. De acordo com o Deral,
Departamento de EconomiaRural da SecretariadaAgricultura,
o0 estado do Parana foi responsavel por 30 % da producéo
nacional. Osfatoresresponsaveis pelaobtencdo dasafrarecorde
foi o clima adeguado que beneficiou as lavouras, bem como o
investimento dos produtores em tecnologie’.

No estado de S&o Paulo o milho é uma das mais
importantes culturas, ultrapassando 1,3 milhdes de hectares
cultivados, tendo sido superado, em termos de area, a partir da
década de 80, pelo cultivo da cana-de-agUcar.

A producéo brasileirade milho em gréostem doisdestinos.
Primeiro, o0 consumo no estabel ecimento rural e, segundo aoferta
do produto no mercado consumidor, onde tem-se fluxos de
comerciaizacdo direcionados as fabricas de ragdo, indUstrias
quimicas, produto in natura e exportagdo™. A suinocultura e a
aviculturaso osresponsaveis pelamaior parte dautilizacéo dos
gréos (41 %), onde o milho entra como matéria-primabasicana
formulacdo de ragdes destinadas a essa criagéo. O restante da
producao divide-seentreaindistria (13,5 %), formulagdo deragtes
de outras espécies animais (5,6 %) e producdo de sementes (0,6
%). A ndo comercializagdo de 40 % dos gréos produzidos deve-
se, principal mente, ao consumo napropriedaderural (24,7 %), a0
consumo humano nas grandes cidades (4,4 %) e as perdas durante
acolheitae armazenamento do total produzido no pais (9,9 %)*.

Como todo produto agricola, adisponibilidade do milho
esta sujeita a periodos de safra e entressafra, ao contrario de
Seu consumo, que é continuo. Em se tratando de uma cultura
anual, faz-se, entdo, necessario asua conservagao em armazéns
para que o mercado seja abastecido nesses periodos. Portanto,
no Brasil, a conservagao do milho é de interesse fundamental,
devido, ndo somente asuaintensautilizagdo, mastambém pelo
fato de sua produgdo restringir-se a um curto periodo e o seu
abastecimento ocorrer durante todo o ano.

O interesse na melhor e mais prolongada conservagéo
do gréo étanto maior quanto mais numerosos forem os agentes
naturais que cooperam para sua deterioracdo e quanto mais
facil for asuaproliferacdo. InUmerosfatores podem influenciar
no processo de deterioragdo, como a variedade da semente
utilizada no plantio, as condicdes climéticas desfavoravels na
colheita, os danos mecénicos, a secagem inadequada e o
armazenamento improprio™.

Apesar da deterioragdo dos gréos ser um fendmeno
irreversivel, progressivo edificilmente evitado, o uso de préticas
adequadas de cultivo, processamento e armazenamento,
contribuem para o retardamento do processc®. No Brasil, pais
de grande dimensdo territorial, os indices de perdas tendem a
ser maiores devido a dispersdo da produgdo, a distancia dos
mercados e portos de exportacdo e a deficiéncia da rede de
armazenagem, em termos de adequagdo e localizagdo®™.

MICROBIOTA FUNGICA DO MILHO

A contaminacdo fungica tem sido responsavel pela
inevitavel perda de qualidade dos gréos e sementes, tornando-
0s impréprios para o consumo e resultando em grandes perdas
econdmicas.

Osfungos causam uma série de danos aos gréos durante
o plantio eacolheita, bem como no armazenamento. Os efeitos
dainvasdo fungicaincluem adiminuicgéo do poder germinativo,
emboloramento visivel, descol oragdo, odor desagradavel, perda
de matéria seca, aquecimento, cozimento, mudangas quimicas
enutricionais, perdadaqualidade e producéo de micotoxinas?®.

Os fungos presentes nos gréos de cereais séo,
tradicionalmente, classificados conforme suas exigéncias de
agua em dois grupos ecol dgicos: fungos de campo e fungos de
armazenamento. Os primeiros invadem as sementes ainda no
campo e reguerem, para o desenvolvimento, elevada umidade
relativado ar (90 %) eatosteoresde umidade nosgréos (20-21 %).
Neste grupo, predominam as espécies dos géneros Alternaria,
Cladosporium, Helminthosporium e Fusarium. Quanto aos
fungos de armazenamento, necessitam de teores de umidade
mai s baixos, entre 13 e 18%, sendo pouco freqlientes durante o
crescimento da planta no campo e nos gréos recém-colhido.
Neste grupo, os géneros Aspergillus e Penicillium sdo os
principais representantes®?.

No entanto, esta classificagcdo ndo é apropriada aos
tropicos Umidos, uma vez que determinadas espécies
pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium,
anteriormente consideradas como fungos de armazenamento,
podem ocorrer antes da col heita e produzir micotoxinas'.

De todos os fungos capazes de contaminar os gréos de
milho no campo, as espécies do género Fusarium sdo as mais
freqlientes. Mills$> mencionao género Fusarium como importante
contaminante de gréos em desenvol vimento no campo, causando
doencas como, podridéo da semente e colmos.

As espécies fungicas predominantes do género
Fusarium no campo sdo, F. verticillioides e F. subglutinans,
freglientemente responsaveis pelo apodrecimento da espiga
demilho, cujacontaminacdo pode ser iniciadaatravés de danos
causados por insetos e aves. Estes fungos aparecem
contaminando o gré&o junto ao embri&o, embora muitas vezes
0s sinais desta contaminag&o ndo possam ser evidenciados®.

Em milho, duas rotas sdo postuladas para a
contaminag&o por Fusarium. Na primeira, 0S esporos,
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provenientes da safra anterior ou de ervas daninhas, capins e
solo, cairiam sobre as sementes expostas e a colonizagdo
ocorreriadentro dafaixaadequadade umidade e temperatura.
Na segunda, insetos ou passaros danificariam os graos, e os
esporos fungi cos, trazidos pel o vento, cairiam sobre asemente
exposta promovendo a sua contaminagdo, sendo, neste caso,
a umidade um fator ndo t&o importante?. Trabalhos recentes
apontam a segunda rota como a mais provavel. No entanto,
independente de como o fungo penetre na planta, condicbes
climaticas seréo necessdrias para que a col onizagao prossiga.
A resisténciado cultivar, apésiniciadaainvasdo, € outro fator
gue ndo pode ser esquecido®®.

A contaminagdo do milho recém-colhido por Fusarium
spp. tem sido um problema sério em muitos paises. De acordo
com estimativas do “ World Bank Report — Investingin Health” %,
intoxicagOes crénicas por micotoxinas tendem a reduzir a
expectativa de vida nos paises em desenvolvimento. O fato
enfatiza a importancia da compreensdo da evolugdo da
contaminagao fungica, nos campos de cultivo do milho, por F.
verticillioides.

Abbaset al.2tisolaram Fusarium spp. em gréos de milho
provenientes de 32 campos produtoresem Minnesota (E.U.A.),
tendo como espécies predominantes: F. graminearum (30 %), F.
subglutinans (23 %), F. verticillioides (20 %), F. oxysporum (14
%) eF. proliferatum (12 %).

Snijders? demonstrou que a frequéncia de
aparecimento de cada espécie é influenciada pelalocalizagéo
geogréficaeclima. NaAfricado Sul, estainfluénciafoi bem
demonstrada por Marasas et a.%.. Neste trabalho os autores
verificaram a incidéncia de espécies de Fusarium em trés
areas daquele pais. O F. verticillioides predominou naregido
mais quente, sub-tropical, enquanto o F. subglutinans
prevaleceu naregido maisfria, temperada, eo F. graminearum,
por suavez apareceu com umaincidénciamaior naregido de
climaintermediario.

Julian et al.%*, analisando 69 amostras de gréos de milho
recém-colhido e armazenado de 4 regiGes de Honduras,
observaram que os fungos mai s freqiientemente i solados foram
: Fusarium verticillioides, Fusarium subglutinans, Penicillium
spp., Stenocarpella maydis, Stenocarpella macrospora e
Acremonium spp.

Gonzalez et al.%, estudando a microbiota de gréos de
milho recém-colhido (safras 1999 e 2000) provenientes das
provincias da regido nordeste dos Andes, Argentina,
observaram que o género Fusarium foi o mais freqlente. A
espécie F. verticillioides foi a mais freglientemente isolada
dos gréos de milho provenientes da safra de 1999 em todas as
provincias, enquanto que a espécie F. graminearum foi amais
freqliente nas amostras de milho da safrade 2000 naprovincia
de Salta

Ghiasian et al.%, analisando amostras de gréos de milho
recém-col hido das provincias de Fars, Khuzestan, Kermanshah
eMazandaran, Ir§, verificaram que 0 género maisfreqiientemente
isolado foi Fusarium spp. (38, 5%), seguido dos géneros
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Aspergillus (8,7 %), Rhizopus (4,8 %), Penicillium (4,5%) eMucor
(1,1 %). F. verticillioides foi aespécie mais prevalente (83 %),
tendo aparecido em ataincidéncianaprovinciade Mazandaran
(59 %), regido com os maiores indices de chuva e umidade
relativa, alta taxa de cancer de esdfago e altos niveis de
fumonisinaem milho.

No Brasil, Fusarium spp. sdo contaminantes comunsem
graos de milho e outros produtos agricol as, com predominancia
deF. verticillioides e F. graminearum?’.

Meirelles et a8, analisando 38 amostras de gréos de
milho envolvidos com surtos de leucoencefal omal aciaequiina—
LEME, detectaram 97,4 % de contaminagéo por Fusarium spp.,
57,9 % por Penicillium spp. €36,8 % por Aspergillus spp. Dentro
do género Fusarium, a espécie F. verticillioides (82 %) foi a
maisprevalente.

Xavier et a.?, analisando gréos de milho relacionados
com o quadro de LEME, verificaram que 49,4 % das amostras
estavam contaminadas por F. verticillioides, 25,8 %, por
Aspergillus spp. e 25,8 %, por Penicillium spp.

Leoni; Soares®, através do estudo de 18 amostras de
milho recém-colhido, safra 1992, provenientes de diferentes
municipios de Sdo Paulo, observaram contaminagao por
Fusarium spp. em 14 a 18 % das amostras.

Pozzi et al.*, analisando 130 amostras de graos de milho
recém-colhido e armazenado, provenientes de Ribeirdo Preto/
SP, verificaram maior freqiiéncia de Fusarium spp. (83,8 %),
seguido por Penicillium spp. (55,3 %), Aspergillus spp. (40,7
%) e outros 11 fungos filamentosos. Dentro dos géneros
Fusarium e Aspergillus, as espécies predominantes foram F.
verticillioides (80,7 %) eA. flavus (36,1 %), respectivamente.

Castro et al.®, estudando amostras de gréos de milho
recém-col hido, provenientes de diferenteslocalidades do estado
de S&o Paulo, durante o ano de 1992, também demonstraram a
predominéncia de invasdo por fungos dos géneros Fusarium e
Penicillium .

Ono et al.*, estudando os efeitos das condicoes
climéticas na ocorréncia de fungos e fumonisinas em 150
amostras de milho recém-colhido provenientes das regifes
centro-sul, centro-oeste e norte do estado do Parand,
verificaram uma elevada contaminagc&o dos gréos por
Fusarium spp. (98,7 2100 %) e Penicillium spp. (93 a100 %).
A maior contaminagéo ocorreu nas amostras de gréos de milho
provenientes daregido centro-oeste. Nessa regido a espécie
F. verticillioides foi a predominante, tendo sido isolada em
85,9 % das amostras.

Orsi et al.*, analisando 195 amostras de trés hibridos de
milho recém-colhido e armazenado, provenientes de Ribeirdo
Preto/SP, relacionaram a influéncia dos fatores abidticos na
frequiéncia de isolamento da microbiota fungica. As andlises
microbiol6gicas demonstraram a predominancia do género
Fusarium, seguido dos géneros Penicillium e Aspergillus. Com
relagdo ao género Fusarium, a espécie F. verticillioides foi a
mai s freqliente nos 3 hibridos, principalmente nafaixade0,70 a
0,79 de atividade de agua.
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Almeida et al.*®, estudando 66 amostras de gréos de
milho recém-colhido (hibridos BR-201, C-901 e CX-322),
provenientes das regides de Assis, Capédo Bonito e Ribeirdo
Preto, verificaram que o género Fusarium apareceu
contaminando 80,0 % das amostras naregido deAssis, 55,5 %
das amostras naregi&o de Capédo Bonito e 77,8 % das amostras
naregido de Ribeirdo Preto. A espécie F. verticillioides foi a
mais freqlientemente isolada, tendo aparecido em 60,6% das
amostras.

Almeidaet al.*, analisando 57 amostrasde gréosdemilho
colhidas em diferentes estadi os de maturidade daplanta, também
verificaram maior frequiiénciade F. verticillioides nas amostras
analisadas. Tal fungo foi isolado em 35 % das amostras daregido
de Capéo Bonito e em 49 % das amostras de Ribeiréo Preto,
Estado de S&o Paulo. Nesse mesmo trabal ho, verificaram, ainda,
uma contaminagdo prévia por F. verticillioides em 30 % das
sementes utilizadas para o plantio.

Ono et a.*, estudando os efeitos do armazenamento em
36 amostras de gréos de milho com teor deumidade de 11 e 14
%, verificaram que os géneros Fusarium e Penicillium
predominaram nas amostras de milho recém-colhido (100 %) e
em amostras armazenadas por 12 meses em ambos teores de
umidade avaliados.

FATORES ABIOTICOS

O meio ambiente de umaculturade milho € um complexo
dificil de ser conhecido, devido ao seu dinamismo e constantes
variagOes. Porém, seu importante papel no desenvolvimento e
producdo de plantas ndo permite que seja desprezado, quando
se quer maximizar aprodugdo agricola®.

Mossel; Ingram® classificaram osfatoresqueinfluenciam
o desenvolvimento fungico em: (a) intrinseco, relacionado
diretamente com o substrato (contelido de agua, pH, contetido
nutricional, caracteristicas genéticas) e (b) extrinsecos,
relacionados com o meio ambiente (temperatura, umidade
relativa do ambiente, chuvae outros).

A culturado milho é umadas mai s estudadas sob o ponto
de vista de suas exigéncias climaticas, devido ao grande
interesse despertado parasuaproducao no século X1X. O milho
€ uma planta que exige, durante seu ciclo vegetativo, calor e
umidade para produzir satisfatoriamente, proporcionando
rendimentos compensadores™®,

Detodos osfatores que influenciam o desenvolvimento
fungico em gréos de milho, a agua e temperatura séo,
provavel mente, os maisimportantes determinantes ecol 6gicos.
A atividade de &gua (A a) etemperaturainfluenciam, diretamente,
nas interaces com outros fungos, habilidade em produzir
esporos e nas atividades metabdlicas, principalmente na
produgéo de micotoxinas®.

A maioria dos fungos que contaminam os gréos se
proliferam em teores de umidade acima de 13,5 %, sendo a
atividade de agua para o crescimento das principais espéciesde

fungos toxigénicos acima de 0,76*. Segundo esses mesmos
autores os valores minimos de atividade de agua para o
crescimento de F. moniliforme e produc&o de fumonisinas séo
0,87 €0,90, respectivamente.

A maioria dos fungos que contaminam os gréos, antes
dacolheita, é capaz de crescer dentro delimitesmaisamplosde
pH, pressdo osmatica, contetido de umidade, bem como, de se
desenvolver em temperaturas entre 0 °C e 30 °C. Entretanto,
alguns podem crescer a35 °C e outros, proximo atemperaturade
congelamento, como € o caso de certas espécies de Aspergillus,
Cladosporium e Thaminidium“,

Le Bars et a.*, estudando o efeito da temperatura na
producdo de fumonisinas por cepas de F. verticillioides
obtidas de gréos de milho, observaram que a temperatura de
20°C eamelhor paraaprodugéo defumonisinaB,, sendo que
a temperaturas de 5, 35 e 40 °C, nenhuma fumonisina foi
detectada.

Cahagnier et al.** analisando o efeito da Aa na
biossintese da fumonisina B, (FB,) e no crescimento de F.
verticillioides , verificaram que a maior producdo da toxina
(3000 ug/g) ocorreu emvaloresdeAapréximosal,0.

Marin et al.*, estudando 3 cepas de F. proliferatum e 1
deF. verticillioides isoladas de gr&os de milho provenientes da
Espanha, constataram maior produgao de fumonisinas B, e B,
nas cepas isoladas de gréos de milho com Aa 0,956 e 0,968.
Verificaram, ainda, que as cepasisoladas de gréos de milho com
Aa0,925 produziram baixos niveis defumonisinas.

Marin et al.*verificou o efeito daatividade de agua (0,89
a0,97) etemperatura (7 a37°C) naproducao de FB, por cepasde
F. verticillioides e F. proliferatum isoladas de gréos de milho
irradiados e incubados por 28 dias. As condigdes Gtimas de
producdo de FB, paraF. verticillioides e F. proliferatum foram
30°CeAa0,97e15°CeAa0,97, respectivamente. NenhumaFB,
foi produzida por cepas de F. verticillioides e F. proliferatum
isoladas de gréos de milho com Aaentre 0,89 e 0,91.

Torres et a.*”, estudando os efeitos daAa (0,92, 0,95 e
0,98) etemperatura (20 e 30 °C) no crescimento miceliano de .
verticillioides, A. ochraceus e Alternaria alternata em gréos
de milho, verificaram que F. verticillioides demonstrou um
comportamento distinto frente aos val ores de atividade de agua
e temperatura testados, ao contrario dos outros fungos
estudados.

FUMONISINAS

As fumonisinas sdo metabdlitos fungicos secundarios
originalmente isolados de F. verticillioides, que tem como
principal caracteristica a sua presenca natural em alimentos,
princi palmente em milho*.

Até o presente momento, 28 diferentes andlogas as
fumonisinas (FB) foram descritas. Destas, as fumonisinas B,
(FB,), B,(FB,) eB,(FB,) sbo produzidas naturalmente. AFB, éa
mais importante do grupo, constituindo até 70 % do total das
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fumonisinas, tanto em cultivo quanto em milho naturalmente
contaminado®>2,

Essamicotoxinacausaleucoencefalomal éciaem equiinos
—LEME®?%, edema pulmonar e hidrotorax em suinos— EPS®%,
cancer hepético em ratos®, além de, reducdo do
desenvolvimento, problemas cardiacos, imunossupressdo,
degeneracéo e necrose hepatica em aves®. Embora ainda néo
sejaconstatada, aelevadaincidénciade cancer de esdfago, em
determinadas regides da Africado Sul, China, Itédliae Estados
Unidos, tem sido relacionadaaprovavel consumo de alimentos
contendo elevados niveis de fumonisinas®®¢.. Outro sim, a
“International Agency for Research on Cancer” — IARC
classificou astoxinas deF. verticillioides como pertencentes a
Classe 2B, provavelmente carcinogénicas a seres humanos®.

Asfumonisinas sdo elaboradas apartir de umaestrutura
que é caracteristicadaesfinganina, um composto intermediario
na biossintese dos esfingolipideos®. Essa semelhanca das
fumonisinas com amoléculade esfinganinalevaalguns autores
aacreditarem que 0 seu mecanismo de agdo estejarel acionado
com ainibicdo ou quebrado metabolismo dos esfingolipideos*,
estrutura essa relacionada com vérias fungdes da célula, tais
como: comunicagdo célula-célula, e crescimento, diferenciacéo
e transformagédo da célula. Portanto, uma quebra na seqiiéncia
da biossintese desses esfingolipideos poderia trazer graves
conseqiiéncias, com transtornos organicos®.

A potente agdo da fumonisina sobre a biossintese dos
esfingolipideos talvez seja 0 mecanismo das |esdes necréticas
nos cérebros de eqiinos intoxicados por FB,. As lesBes do
tecido cerebral, que é rico em esfingolipideos, podem ser o
resultado final dainibicéo dasintese de esfingomielina A inibicéo
dos esfingolipideos, é especifica, e o sitio de agdo parece estar
na ceramida sintetase, que catalisa a Ultima etapa da sintese,
quando o grupo aminadaesfingosinaé acilado por um acil-CoA
graxo, decadeialonga. Essaseriaaformapelaqual afumonisina
causariaaleucoencefalomalécia eqliinaem eqlinos (LEME) e
tumor em ratos®.

Asfumonisinasforam primeiramenteisoladasde culturas
de F. verticillioides, porém, outros Fusarium spp. tem sido
demonstrados como produtores de fumonisinas, como é 0 caso
do F. proliferatum®, F. nygamai®, F. anthophilum, F. dlamini e
F. napiforme®. Recentemente, umaespécie do género Alternaria
também foi demonstrada como sendo produtorade FB, ™.

F. verticillioides, principal espécie produtora de
fumonisinas, ocorre comumente no milho e em outros cereais
comotrigo, arroz e aveia, assim como em menor frequiéncia, em
outras culturas ndo agricol as. Essaespécietem largadistribuicéo
na natureza e ndo ocorre somente em zonas tropicais e sub-
tropicals, mas também, em zonas temperadas Umidas e sub-
Umidas™.

A primeira descricéo sobre a ocorréncia natural de FB,
foi realizadapor Sydenham et a.”, apartir demilho contaminado
de uma érea de Transkei, Africa do Sul, com altos indices de
cancer de esdfago em humanos. Os niveis detectados nas
amostrasvariavam de 44 a83 ug/g.
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Murphy et al.”determinaram o contetido de fumonisinas
em milho erespectivo refugo das safras 1988 a1991 provenientes
de lowa, Wiscosin e Illinois, Estados Unidos. Neste trabalho
verificaram que a concentracgo de fumonisinas no refugo de
milhofoi 10 vezes maior que no milho intacto.

Julian et al.* constataram apresencade FB, em 24 das 66
amostras de milho provenientes de Honduras, em niveis que
variaram de 0,068 a6,55 ug/g.

Fazekaset al ., analisando gréos de milho provenientes
daHungria, verificaram que 70% das amostras, contaminadas
visualmente por Fusarium, apresentavam uma média de
6,64 ug/g deFB, (0,095a52,4 ug/g). Neste mesmo trabalho, os
autores verificaram que o restante das amostras (30%), que
ndo apresentavam contaminagdo visual por nenhum fungo,
também estavam contaminadas por FB,, em niveisquevariaram
de0,06 a5,1 ug/g.

Yoshizawa et al.”, analisando 18 amostras de milho
tailandés, safra92/93, detectaram FB, em 89% dasamostras (0,063
als8ug/g) eFB,em67%(0,05a1,4ug/g).

No Brasil, véarios trabalhos relataram a ocorréncia de
fumonisinas B, e B, em amostras de gréos de milho, derivadose
racdes, procedentes de estabelecimentos com histérico de
LEME e outros tipos de intoxicagdes’® ™.

Hirooka et a.”, analisando 48 amostras de milho do
Parana, Mato Grosso e Goias, detectaram fumonisinas B, e B,
na totalidade das amostras, com niveis de 0,6 a 18,52 ug/g de
FB,edel,2a19,13ug/gdeFB,.

Ono®, analisando 150 amostras de milho recém-colhido
das safras de 1995/96, detectou FB, em 149 amostras, com niveis
de 0,07 a13,46 ug/g e FB, em 140 amostras, com niveisvariando
de0,08a6,92 ug/g.

Em 4 locaisdo Estado de Sdo Paulo (Assis, Capdo Bonito,
Ribeirdo Preto e Votuporanga), Machinski Jré! pesquisou a
ocorréncia de fumonisinas em trés hibridos de milho recém-
colhido —safra 94/95. Todos os hibridos analisados mostraram
umacontaminagdo por FB1 e FB2, variando de 0,23 215,96 ug/
gparaFB, ede0,13a7,01 ug/g paraFB,,.

Camargos®, analisando amostrasde milho recém-colhido
- safras 1994/95 e 1997/98, proveni entes das regides de Capéo
Bonito, Ribeir&o Preto e Votuporanga, verificou que todos os
cultivares analisados estavam contaminados com fumonisinas
emniveisquevariaramde 0,13 a6,58 ug/g paraFB, ede 0,06 a
2,15 ug/g paraFB, - safra1994/95, ede 1,15a43,8 ug/g paraFB,
ede0,08a11,65ug/g paraFB, - safra97/98.

Orsi et al.*, estudando 195 amostras de trés hibridos de
milho recém-colhido e armazenado, provenientes de Ribeirdo
Preto, Estado de S8o Paulo, verificaram que 90,2% das amostras
apresentaram-se contaminadas por FB, (0,87 a 49,31 ug/g) e
97,4% por FB, (1,96 229,16 ug/g).

Ono et al.®, analisaram 150 amostras de milho recém-
colhido provenientes das regifes centro-sul (27 amostras),
centro-oeste (86 amostras) e norte (37 amostras) do Estado do
Paran&. Fumonisinas foram detectadas em 147 (98%) amostras
com niveisvariando de 0,096 a 22,6 ug/g. Osmaioresniveisde
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contaminagdo foram encontrados nas amostras provenientes
das regifes norte (9,85 ng/g) e centro-oeste (5,08 ug/g).

Almeida et al.* verificaram a contaminagédo em 57
amostras de gréos de milho, provenientes das regi6es de Capéo
Bonito e Ribeirdo Preto nos diferentes estadios de maturidade
daplantapor fumonisinasB,eB,. Osresultados de Capao Bonito
mostraram 92,3% de contaminagdo das amostras por FB, (0,05a
10,87 pg/g) e61,5% por FB,(0,05a0,521 pg/g). Nasamostras
provenientes da regido de Ribeirdo Preto essa andlise revelou
que 96,8% das amostras estavam contaminadas por FB, (0,05a
17,685 ug/g) e 74,2% por FB, (0,05 a5,238 ug/g).

Ono et a.®.analisando 128 amostras de milho recém-
colhido provenientes das regides norte (safras 1991, 1995 e
1997) e centro-sul (safra de 1995), do Estado do Parana
verificaram que 111 (86,7%) apresentaram-se contaminadas por
fumonisinas. Todas as 27 (100%) amostras de gréos de milho,
provenientes da regido norte (safra 1991) apresentaram
contaminag&o por fumonisinas (2,32 a 16,64 ng/g). Naregido
centro-sul (safra1995), 26 (96,3%) amostrasde um total de 27,
foram positivas parafumonisinas (0,07 a 3,66 pg/g), enquanto
gue naregido norte (safra 1995) todas as 37 (100%) amostras,
apresentaram contaminagdo por fumonisinas (0,57 a9,97 pug/g).
Naregido norte (safra1997) das 37 amostras de gréos de milho
analisadas, 21 (56,7%) apresentaram contaminacédo por
fumonisinas, porém com niveismaisbaixos (0,05 a2,67 ug/g).

CONCLUSAO

Os avangos na &rea da tecnologia agricola permitiram um
aumento daproducdo mundia dedimentos. Entretanto, determinados
fatorescliméticosebiol 6gicostem limitado acapacidade agricolade
alguns paises, afetando direta ou indiretamente os produtos durante
o plantio, acolheitae 0 armazenamento. Em termos de produco, a
qualidade do milho depende muito de sua variedade e préticas
culturais. Sabemos que todos 0s gréos S8 expostos, tanto no campo
quanto no armazenamento, a agdo de fatores fisicos, quimicos e
bioldgicos, que interagem entre s favorecendo os processos de
deterioracéo, que podem acarretar perdas substanciais naeconomia
e dto risco asalde humanae anima. A manutencao adequada das
culturas durante o plantio, bem como dos gréos, durante o periodo
de entressafra, permite a conservagédo das caracteristicas
organolépticasenutricionals, preservando-seaqualidade do produto.
Até o presente momento pouco se sabe arespeito de como e quando
se da a contaminagdo do milho, tanto no campo quanto no
armazenamento. Sendo o milho uma cultura de grande significado
econdmico, é imprenscindivel a elucidagdo dos mecanismos de
contaminacdo, para que medidas preventivas possam ser tomadas,
amenizando-se, com iss0, as perdas econdmicas e 0s risco a salide
humanaeanimal.

A presenca simulténea de Fusarium verticillioides e
fumonisinas, na maioria das amostras de gréos de milho,
demonstra a importancia de um controle efetivo da cultura
durante afase de crescimento damesma.
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RESUMO

Os estudos sobre as reservas das sementes do género Theobroma referem-se sobretudo de T. cacao L, até
hoje a tinica fonte da matéria prima do chocolate. Essas pesquisas abordaram as mudangas bioquimicas
ocorridas na semente durante a fermentacéo, secagem, torragéo ou sgja das etapas de producgéo do
chocolate. Mais recentes sdo os trabalhos com sementes de T. grandiflorum (cupuagu), utilizadas na
elaboragéo do cupulate, produto com algumas caracteristicas do chocol ate. Por esse motivo, osespeciaistas
em Theobroma estdo ampliando as andlises com asreservas das sementes paraas espécies T. grandiflorum
(Willd. Ex Spreng.) Schum, T. subincanum Mart, T. obovatum Bern., T. bicolor H. & B., T. microcarpum
Mart e T. speciosum Mart. Como o interesse é voltado a possibilidade de ampliar as fontes de chocol ate,
as caracteristicas estudadas nesta revisdo séo comparadas com T. cacao L. O mesofilo cotiledonar é
semel hante em todas as espécies aqui estudadas devido apredominanciadereservalipidicae protéica. As
células do cotilédone imaturo demonstram capacidade para sintetizar todas as reservas; na maturidade
demonstram predominanciade reservas lipidicas, protéicas ou de mucilagem ou de polifendis.
Palavras-chaves. semente, Theobroma, compostos de reserva da semente, cacall.

ABSTRACT

Many investigations on the cellular reserves within the cotyledon mesophyll of genus Theobroma have
been carried out in Theobroma cacao seeds, which is the raw material source for chocolate production.
These studies demonstrated the structural cellular changes due to fermentation, drying, and roasting
processes during chocolate production. Recently, the seeds from T. grandiflorum (“ cupuagu”) have been
analyzed owing to their importance in the production of “cupulate”, a new product similar to chocolate.
The present work presents a review on lipid-protein, carbohydrate and polyphenolic reserves derived
from T. cacao, T. grandiflorum (Willd. Ex Spreng.) Schum, T. subincanum Mart , T. obovatum Bern.,
T. bicolor H. & B., T. microcarpum Mart and T. speciosum Mart. Cotyledon mesophyll tissueissimilar in
all of the studied specieswith respect to lipid-protein reserve. Imature cotiledonary cells show a capacity
to synthesizeall thereserves, however in the mature stage, these cells demonstrate predominance of lipid-
proteic or mucilage, or poliphenolicsreserves.

Key words. seeds, Theobroma, reservesin seeds, cacao.

SUMARIO
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2.1. Fruto e semente do cacau
3. Cupuagu — Theobroma grandiflorum (Willd. Ex Spreng.) Schum
3.1. Fruto e semente do cupuagu
4. Cacau Tigre—Theobroma bicolor H. & B
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INTRODUCAO

As sementes de espécies do género Theobroma despertam
continuado interesse. A semente de Theobroma cacao L.
permanece como Unicafonte do que se padronizacomo chocol ate;
T. grandiflorum (Willd. Ex Spreng.) Schum. (cupuagu) estaatingindo
0 mercado com o cupulate, um produto assemelhado ao chocolate
porém com caracteristicas muito distintas, por exemplo, 0 aroma.
Na atualidade recrudesce o estudo sobre as gorduras, fonte de
novos produtos para as indUstrias de alimentos, cosméticos e
farmacéuticas. Estao sendo indicadas como dternativas agordura
decacau asgordurasdeT. speciosum Mart., T. sylvestre eT. bicolor
H.& B*. Por outro lado a presenca expressiva de polifendis em
T. cacaoL, T. bicolor H.& B., T.subincanum Mart? e suacapacidade
antioxidante ja atraiu aindUstria de chocol ate postulando agregar
vaor nutricional e identidade ao produto!. Os estudos sobre a
estrutura de sementes de cacau e cupuacgu referem-se as
transformagdes ocorridas durante afermentacéo, secagem, torragdo
e etapas de produgdo de chocolate e cupulate*>678,

O objetivo dapresenterevisio éatudizar informagbes sobre
as reservas cotiledonares de T. grandiflorum, T. subincanum,
T. bicolor, T. speciosum, T. obovatum e T. microcarpum e abordar
as diferencas com os cotilédones de T. cacao.

1. O GENERO THEOBROMA, AS SECOES E O
COMPORTAMENTO RECALCITRANTE DE SUAS
SEMENTES

O genéro Theobroma, pertence afamilia Sterculiaceae e
aordem Malvales, apresenta vinte e duas espécies naAmérica

# Por exemplo, 0 chocol ate escuro precisa conter no minimo 3600ug
de polifendis/g e no méximo 8000ug/g de chocolate. Parao chocol ate
branco o padréo esperado é conter polifendisentre o minimo de 1000pg/
g e 0 maximo de 5000ug/g de chocol ate branco.

Tropical®®. Cuatrecasas'®, com base nos aspectos vegetativos,
morfologia dos frutos e hipétese evolutiva, classificou-as em
seis secles. Essa revisdo abordou sementes de cinco seces,
ou sgja, espéciesdaflorabrasileiradeinteresse parao Comissio
Executivado Plano da L avoura Cacaueira(CEPLAC) e o Centro
de Pesquisa Agroflorestal daAmazonia Oriental (CPATU). As
secOes abordadas e a indicagdo das espécies e origens estao
apresentadas na Tabela 1.

Dentre as 22 espécies, o cultivo do cacao jaéantigo e o
mesmo foi incentivado parao T. grandiflorum (cupuagu). A polpa
do fruto é industrializada para producgéo de sucos, sorvetes e
geléias; as sementes sdo submetidas ao mesmo processo do
chocolate, obtendo-se o cupulate com caracteristicas e sabor
originais. A gordurade cupuagu tem um perfil de &cidos graxos
interessantes para o uso em industria de alimentos e
cosméticost121314,

Na maioria das espécies, o periodo de viabilidade das
sementes aumenta a medida que a temperatura e umidade de
armazenamento decrescem; este comportamento é denominado
ortodoxo®™. Por outro lado, existem sementes sensiveis ao
dessecamento, as sementes recalcitrantes, porque apresentam
curto periodo de viabilidade e requerem alto teor de umidade a
qual é o estimulo que exigem paraagerminacggo. Portanto, ndo
ocorre secagem natural da semente dentro do fruto e, por
auséncia de dorméncia, entram em germinagdo imediata'>!®. O
comportamento recal citrante, i sto € aquel e que exige condicles
de altas umidade e temperatura, é caracteristico de sementes
tropicais, ou sgja, do género Theobromalst’

2. CACAU - THEOBROMA CACAO L.

O cacaueiro talvez seja originario das bacias do
Amazonas e Orinoco. Seu cultivo se estende da Col 6mbia para
aVenezuela, AméricaCentral eMéxico. Ao dispersar-seaolongo
do rio Amazonas, alcanca também as Guianas. Saindo das
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Américas, aculturafoi introduzidanaAfricanos paises de Gana,
Nigéria, Costa do Marfim, Camardes e Malasia. A Africa &
responsavel por cerca de 60% da produgdo mundial de cacau,
enquanto a Costado Marfim produz 41% destetotal *®. O Brasil
€0 quinto produtor, responsavel apenas por 4% do total mundial.
Hoje o cultivo do cacau ocorre em nove estados brasileiros,
sendo 81% da producédo nacional proveniente da Bahia®®.

O cacau éclassificado mundia mente sob tréstipos: Criallo,
Forastero e Trinitario, sendo que a maioria do cacau
comercializado € tipo Forastero. O tipo Trinitario resulta da
hibridizaggo entre Forastero e Criallo. Trinitarioe Criollo produzem
chocolates de excelente qualidade, com sabor e aroma suaves’.

A variedade Criollo tem catilédones brancos e produz
um chocolate considerado de qualidade superior devido a
colorag&o marrom brilhante, aromae sabor peculiares. A cultura
de Criollo abrange paises da América Central, Venezuela,
Coldmbia, Equador e Peru®.

A variedade Forastero € a que detem 95% de toda
produtividade mundial de cacau, porque é resistente as pragas
e doencas. As sementes s80 achatadas em relagdo ao Criollo e
ainda diferem pela colorac8o violeta intensa; produzem um
chocolate com sabor mais &cido e adstringente. O Forastero
ocorre na Bahia, Amazonia e paises produtores da Africa?.

A variedade Trinitario produz sementes que variam de
amarel oaroxo. O chocolate originado destavariedade é considerado
dequalidadeintermediéria. E cultivado naMaasiaeIndonésia?.
2.1. Frutoesemente do cacau

Ofruto de cacau, com cercade 20cmx 7,5cm (Figural D
eD,), éelongado e apresentasul cos longitudinais no pericarpo,
o qual é duro e cor variando entre o amarelo ao vermelho®.
Contém 30 a 50 sementes, perfazendo 13,5 a 29% do peso do
fruto®. As sementes medem 2 a 3cm de comprimento e sao
revestidas por polpa mucilaginosa (Figura 1D). A polpa é
constituida por um parénquima de células esponjosas e
mucilaginosas contendo agua, frutose, glucose, sacarose,
pentosanos, acido citrico, proteinas e varios saisinorganicos®®.
Ao abrir asemente, verifica-se que os cotil édones séo ampl s,
foliaceosintensamente redobrados ao redor do eixo hipocoétilo-
radicula, o que é frequente na ordem Malvales?. Estes
redobramentos estéo demonstrados nas Figuras: 1 (A, B,, C,,
D,) eFigura2 (E,, F,, G,). Asreservas dos cotilédones sio de
naturezaprotéica, lipidica, polifendlicae amilacea; aquantidade
de reserva dependera da localizagéo das células na semente’.

3. CUPUACU - THEOBROMA GRANDIFLORUM
(WILLD. EX SPRENG.) SCHUM.

O cupuaguzeiro € nativo ao sul e sudeste do Para, em
parte do Maranh&o e Tocantins. Atualmente esta disseminado
em guase toda Amazodnia sendo uma das principais frutas de
cultivo daregido. Nos estados de S&o Paulo, Bahia e Rio de
Janeiro encontram-se espécimensisolados. Seu cultivo ocorre

Tabela 1. Teor delipideos de sementes de espécies do género Theobroma demonstrado entre 1981 a 2002.

SECAO/ESPECIE ORIGEM %deLIPIDEO
Glossopetalum
T. grandiflorum Brasl 60,5%; 56,7%; 54,22

desconhecida

T. obovatum Brasil 64,0%; 60,8%
T. subincanum Brasil 48,8%; 59,9?
Oreanthes
T. speciosum CostaRica 25,8%
Rhytidocarpus
Brasl 36,1%; 34,1%; 30,8
T. bicolor CostaRica 27,08
México 17,0*
CostaRica 29,6%
Guatemaa 2557
Peru 30,8%
Telmatocarpus
T. microcarpum Brasl 5,3%; 6,5
Theobroma
Brasl 56,0%; 54,5%; 47,2%12 51,278
T. cacao desconhecida 52,0%
México variedade Criollo 23 9%
CostaRica 195*
Guatemaa 4287
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Figura 1*. Frutos (A, B, C, D) e respectivas sementes (A,, B,, C,, D,). T. grandiflorum (A e A)). T. subincanum (B e B,). T. bicolor (C e C)). T. cacao (D
e D,). Os frutos demonstram forma e pesos diferentes. As sementes abertas mostram os cotilédones redobrados, caracteristica do género. As variagGes de
coloragdo dos cotilédones sfo frequentes; nos varietais de T. cacao as coloragbes véo do amarelo claro ao roxo escuro (D). (A,, B,, C,, D,: Barra = 10mm).

* Figura extraida da tese de doutorado da primeira autora defendida em 02/06/2004.
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também na Venezuela, Equador, Costa Rica, Col6mbia,
Trinidad Tobago, Gana, Martinica, Sdo Tomé, Flérida e
Australia?>?*. A Empresa Brasileira de Pesquisas
Agropecuarias (EMBRAPA), o Centro de Pesquisa
Agroflorestal da Amazénia Oriental (CPATU) e Centro de
Cooperagdo Internacional em PesguisaAgronémica (CIRAD),
Franca, estdo incentivando o cultivo do cupuagu em
cooperativas®.

O cupuagu também apresenta variedades que séo
definidas em func&o do formato e peso do fruto, espessura da
cascae presencaou ausénciade sementes. Asmais conhecidas
sdo: Cupuacgu- redondo, cupuagu mamorana, cupuagu
mamau?,

3.1.Fruto e semente do cupuagu

Ofruto, €lipsoideo asubgloboso medindo 16cm x 11cm
(Figural A eA)) € o maior do género Theobroma. A polpa é
utilizada na induastria alimenticia para producdo de sucos,
sorvetes, geléias. Seu sabor é distinto do cacau sendo acido
com odor intenso e agradavel2%,

Cada fruto contém 20 a 50 sementes (média 36). Os
cotilédones, redondos e achatados, medem 2 a4cm de largura
(FiguralA).

4. CACAU TIGRE - THEOBROMA BICOLOR H.& B.

Tem origem incerta, parecendo ser natural da Ameérica
Central, onde € encontrado sob cultivo ndo extensivo desde o
México até aAmazonia (regido do Rio Negro). Na Guatemala
ocorre sob forma silvestre. As sementes sdo utilizadas pela
populacéo rural, em substituicdo ao cacau, e sua polpa
mucilaginosa usada para a producdo de sucos”. No Brasil a
polpa é empregada como suco e as sementes sao consumidas
a$ad351’12’20'28.

4.1. Fruto e semente do cacau tigre

Fruto €lipsdide agloboso, medindo cercade 17cmx 13cm
(Figura 1l C). O pericarpo é real¢ado por estruturas salientes,
aparentando grossas veias reticuladas. Os cotilédones sdo
esbranquicados devido ao menor nimero de células
polifendlicas®® (FiguralC).

5. ESPECIES DE THEOBROMA MENOS ESTUDADAS

5.1. Cupui - Theobroma subincanum Mart.: esta espécie é
consideradaamaisprimitivado género e suadistribuicéo natural
ocorre por todaabaciaAmazonica, Venezuelae GuianaFrancesa.
Sua polpa é utilizada também no preparo de sucos. O fruto é
elipsdide, medindo 15cmx 8cm (Figural B). Sementesentre2—
2,5cm, apresentam pol pabranco amareladae sem odor™ (Figura
1B).

5.2.1Cacaui - Theobroma speciosum Mart.: aespécieocorreao
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longo do rio Amazonas e seus afluentes. N&o apresenta ainda
valor comercial. Fruto globoso-€lipsoide, medindo cercade 10
cm de comprimento, contem até 20 sementes (Figura2 EeE).
Pol pa esbranquicada e sem odor?.

5.3. Cabeca de urubu - Theobroma obovatum Bern.: distribui-
se pela regido do Alto Amazonas, Acre, Mato-Grosso, Peru,
ColémbiaeBoalivia. Osfrutostém apenas’5 a7cm e as sementes
16mmem seumaior eixo (Figura2 F eF,). A polpadas sementes
€ &cida e apreciadal®?,

5.4. Cacau Jacaré - Theobroma microcarpum Mart. é
consi deradauma espécie raraetidacomo exempl o de especiacdo
causada pelo isolamento geogréfico. Ocorre na parte ocidental
da regido amazonical. Os frutos sdo pequenos, possuindo em
médiade 10 a12 sementes (Figura2 G e G,) e apresentam um dos
mai s baixosteores de gorduraentre as demai s espécies aqui em
estudo, ou sgja, entre 5% e 6%,

6. COMPOSTOS DE RESERVA DAS SEMENTES DAS
SETE ESPECIES THEOBROMA (T. grandiflorum, T.
subincanum, T. obovatum, T. bicolor, T. microcarpum,
T. speciosum e T. cacao)

Sementes de Theobroma induzem a expectativa de
predominancia de reservas lipide-protéicas, essenciais a um
primeiro processo de chocolatizagdo. Entretanto, os
polissacarides &cidos e neutros podem ser abundantes e em
T. microcarpum parecem ter relagéo inversa com aquantidade
delipides.

Quanto as proteinas nestas sete espécies, 0s Corpos
proteicos ocupam extensas areas vacuolares nas células
vivas®, Esta disposicdo é também evidente nas preparacoes
microscopicas sob coloragdo de Naphtol Blue Black?. Oslipides
destas espécies, quando observados em sec¢es Umidas e sob
frio (z 5°C) revelam numerosos gldbulos com igua didmetro
revestindo uniformemente toda a face interna da membrana
celular?. Granul os de amido sdo facilmente detectaveis embora
sejam escassos ha semente madura, a excecdo de
T. microcarpum?3. Muitos polissacérides, fortemente
hidratados sdo perdidos na fase hidratada da preparacéo
microscopica das sementes. Os polifendis, entretanto, tendem
a acumular-se em células especificas formando um grande e
conspicuo vacuol 0>,

6.1. Lipideos: sintese, composicao e mobilizacdo na germinacao

Oslipideos sdo aprincipal fonte dereservadas sementes
da maioria das espécies do género Theobroma com valores
acimade 60% em T. grandiflorum e T. obovatum (Tabelal). Os
triacilglicer6is (TAGs) e suas cadeias de carbono tém
comprimentos e funcionalidades distintos. Gilabert-Escrivaet
al.* analisaram os lipideos de: T. cacao, T. grandiflorum,
T. obovatum, T. subincanum, T. microcarpum e T. bicolor. As
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Tabelas extraidas de Gilabert-Escrivaet al.* contém osprincipais
TAGsdeT. grandiflorum, T. bicolor, T. subincanum eT. cacao
(Tabela 2). Os éacidos graxos (AG) predominantes estdo na
Tabela3. A composicdo em TAGsdeT. cacao ébastantedistinta
em relagdo as outras trés espécies, o que confere as
caracteristicas da gordura desta espécie. Gilabert-Escriva et
al.* ao analisarem as curvas de cristalizacéo das gorduras por
Calorimetria Diferencial de Varredura, obtiveram um

comportamento semelhante para T. bicolor e T. grandiflorum
osquaissedistanciaram de T. subincanum. Atribuiram afusdo
caracteristica da gordura de T. cacao a sua composi¢ao em
TAG, e aos seus comprimentos de cadeia dos &cidos graxos,
0s quais sdo mais uniformes em rel agéo as outras trés espécies.
AsgordurasdeT. grandiflorum e T. bicolor apresentam maior
maciez em relagdo a gordura de cacau e sdo indicadas para a
indistria de margarinas e cosméticos'2®#, Silva® mostrou

Figura 2*. Frutos (E, F, G) e respectivas sementes (E,, F,, G,) de T. speciosum (E e E,) . T. obovatum (F e F,). T. microcarpum (G e G,). O T. speciosum
e T. microcarpum tém poucos redobramentos nos cotilédones, contrastando-se com T. obovatum, T. grandiflorum e T. subincanum, cujos redobramentos
cotiledonares sdo os mais numerosos dentre as sete espécies deste estudo. (E,, F;, G, : Barra = 10mm).

* Figura extraida da tese de doutorado da primeira autora defendida em 02/06/2004.
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que o padrdo de fusdo da gordura de cacau foi preservado
quando adicionou 10% de gordura de cupuacu ou de sua
estearina.

Durante o desenvolvimento das sementesde T. cacao, a
sintese de TAGs é marcada por trés estégios que ocorrem em
um periodo de doismeses. O primeiro estégio se caracterizapor
répidadivisdo celular e pouco acimulo de reservas. No segundo
estagio ocorre rapida sintese de TAGs entre 0 120° e 160° DAP;
momento de estabel ecimento do padréo dos &cidos graxos. O
ultimo estégio, ao redor do 170° DAP, dainicio afasederelativo
dessecamento da semente®.

O glébulo lipidico, na maioria das sementes, apresenta
se circundado por uma camada de fosfolipides originada da
membrana do RE por vesiculacdo ou brotamento® . Nas
sementestol erantesao dessecamento, que predominam em climas
temperados, os TAGs dos glébulos lipidicos sdo sintetizados
juntamente com uma classe de proteinas especializadas, as
oleosinas, cujo peso molecular situa-seentre 15 a24K Da. Essas
proteinas conferem estabilidade ao glébulo lipidico, inibindo sua
coal escéncia durante periodos de desidratacao e reidratacéo da
semente’>"4, Existem glébulos lipidicos que ao se desligarem
do RE serdo parcialmente cobertos pelas oleosinas, formando
glébulos lipidicos maiores. O didmetro dos gldbulos lipidicos
depende dataxade ol eosinadurante suaformagéo. Nas sementes
tolerantes ao dessecamento o tamanho variaentre 0,5- 2,0 um.
Em sementes sensivei s ao dessecamento, geralmente de origem

Tabela 2. Principais triglicérides (g/100g) de gorduras, de
sementes de espécies de Theobroma, obtidos por Cromatografia
LiquidadeAltaEficiéncia(CLAE).

Espécies TAG
POS SOS POP SO0 SOA
T. grandiflorum 120 314 11 16,1 181
T. subincanum - 2714 11 21,0 145
T. bicolor 165 522 14 179 44
T. cacao 423 264 208 09 20

S=estearico; P= pamitico; O = oléico; A = araquidico. Fonte:
Gilabert-Escrivaeta .

Tabela 3. Principais acidos graxos de sementes de espécies de
Theobroma expressaem porcentagem molar.

Espécies AG
C160 C180 Cci181 C200
Pdmitico Estearico Oléco Araguidico
T. grandiflorum 85 46 420 99
T. subincanum 63 318 456 -
T. bicolor 81 478 410 -
T. cacao 30,6 339 314 -

Fonte: Gilabert-Escrivaet al.!

16

tropical e subtropical, como cacau, e frutas ricas em 6leo como
azeitona e abacate, ndo se registram teores significativos de
oleosinas®. Durante a formagdo dos gldbulos ocorrem fusdes
até acangarem diametros que variam entre 5 a 30um¥34L, A
mobilizagdo dos gldbul oslipidicos ocorre naprimeirasemanade
germinagao, iniciando-se pelamobilizacdo daslipases. Murphy®
sugere que as ol eosinas estando nasuperficie do gldbulo agiriam
como receptoras das lipases. A atividade hidrolitica das lipases
ocorre, também, nas sementes desprovidas de oleosinas porque
as plantas ndo transportam lipideos neutros ou membranas
lipidicas, mas convertem-nas a sacarose ou outro intermediario
sollvel para o transporte intercelular e/ou vascular®. Apos a
mobilizag8o dos gldbuloslipidicos, ocorrealiberacdo de grande
quantidade de &cidos graxos, os quais sdo disponibilizados para
ceder energiavia 3-oxidagdo nos glioxissomas.

Os gloébulos lipidicos, dos cotilédones maduros destas
sete espéci es abordadas, eram maiores (7um)23! em relagdo as
vérias sementes tolerantes ao dessecamento, 2,0um em café™.
Leprince et al.™ ndo detectaram ol eosinas nos glébul oslipidicos
em sementes de cacau, mas observaram que os globulos
lipidicos das sementes tropicais e subtropicais podem
permanecer estaveis, apesar da auséncia de oleosinas, durante
uma desidratacdo artificial, mas a seguir fundem-se
imediatamente sefor efetuadaumareidratacdo. Recentemente
Guilloteau et al.*2 isolaram cinco polipeptideos de sementes de
T. cacao com pesos moleculares (16,1 a 26,5 kDa) semelhantes
aos de oleosinas. Guilloteau et al.*? atribuem a natureza
recal citrante das sementes de cacau um segundo fator, isto €, a
alta concentracdo da proteinase aspartica. Essa enzima, nas
sementes maduras do T. cacao, atinge seu ponto maximo de
hidrélise durante o processo de fermentacéo.

6.2. Proteinas e sintese

A protedlise das proteinas de reserva marca o estagio
de germinagédo da semente®>#, A sintese das proteinas ocorre
no reticulo endoplasmético rugoso (RER) e formam corpos
protéicos®4, que serdo sequestrados por autofagia grandes
vacuol os de reserva protéica®®. As proteinas das sementes de
T. cacao seguem o padrao das dicotiledbneas, isto &, tem 52%
de albuminas com peso molecular igual a 19kD. Seguem-se
43% de globulinas do tipo vicilinas, cujas fracfes
polipeptidicas tém pesos moleculares 47 kDa, 31 kDa e 14,5
kDa'"“, Uma fragdo importante para a formagéo do sabor e
aroma do cacau € atribuida aos peptideos originados da
digestdo proteolitica das vicilinas durante a etapa de
fermentac&o do cacau. E importante lembrar que sementes
gue contém vicilinas contém também leguminas ou apenas
leguminas. O T. cacao € umaexcegao, suas globulinas contém
apenas vicilinas®.

Um estudo do perfil de proteinas totais das sementes
de Theobroma: cacao, grandiflorum, bicolor, microcarpum,
subincanum, obovatum e sylvestre* sugeriu a presenca de um
inibidor detripsina (21 kDa), com limitado polimorfismo. Esses
autoresdemonstraram também vicilinascom 31 kDae47 kDae
estas, por suavez, expressavam grande polimorfismo®“°. Para
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T. cacao, T. grandiflorum e T. bicolor, Mueller et a.® jahaviam
encontrado doistiposdevicilinas (46,5+ 1 kDae 30,3+ 2kDa),
onde as vicilinas de 30 kDa representavam 15% do total de
proteinas destas trés espécies.

6.3. Carboidratos

Os carboidratos do material de reserva, isto &,
mucilagem e gréos de amido sdo vicinais as outras substancias
dereserva. A porcentagem de amido encontrado em sementes
de T. cacao provenientes de 7 diferentes regides, inclusive
do Brasil (Bahia), variou entre 4,5 a 7,0% e o contelido de
amilose representou 36% dos amidos™. Os carboidratos que
constituem a parede celular de T. cacao pertencem a trés
grupos: mananos, galactoglucomananos e xiloglucanos®.
Nessa espécie estes autores demonstraram (60%)
polissacarideos pécticos, (28%) celul ose, (8%) xiloglicanose
(3%) galactoglicomananos™.

7. ESTRUTURAS SECRETORAS EM SEMENTES

7.1. Compostos Fendlicos

Os polifendis causam forte impacto sobre o sabor do
chocolate, mas s80 compostos comuns para a maioria dos
vegetais superiores. Estdo localizados nointerior deidioblastos
da epiderme e subepiderme de folhas, raizes e sementes®23%4,
Os polifendis sdo derivados do metabolismo da glicose, vias
acetato e shikimato®.

Zaprometov®s, revisando o desempenho funcional dos
polifendis confirmou a participagdo destes na agregacéo de
polissacarideos complexos na parede celular priméria e na
formacéo da suberina e cutina. Contribue também para a
protecdo do aparato fotossintético e genético contra
radiacBes UV. A intrinsecareatividade dos polifendisfacilita-
Ihes atuar no metabolismo intracelular agindo como
substanciaredutoraou sinalizadora nainter-relacdo planta-
microorgani smo.

Bravo® considera que existem acima de 8000
estruturas fendlicas nas plantas. Recentemente Wollgast e
Anklam! revisaram os polifendis de T. cacao; os autores
apontaram acima de 20 propriedades protetoras a salude
humana, das quais muitas envolvem acdes anti-oxidantes.
Os polifendis, localizados no mesofilo cotiledonar de
T. cacao, representam 12 a 20% da massa das sementes de
cacau secas e desengorduradas®®’. Os polifendis estdo
presentes em T. grandiflorum, T. bicolor, T. obovatum,
T. speciosum, T. Microcarpum?

7.2. Mucilagem

Mucilagens sdo polimeros complexos de
polissacarideos acidos ou neutros, de alto peso molecular
contendo mais de 30.000 unidades de monossacarideos
diferentes, solliveis em agua e comuns as plantas
superiores®®%. A funcéo fisiol 6gica da mucilagem namaioria

dos casos € incerta; podem ser substancias de reserva ou
contribuir para o balanco hidrico e/ou resisténcia ao
dessecamento®. A pectina, polissacarideo acidico, é o
principal componente da mucilagem®. A microscopia ptica,
amucilagem permanece hialinaou formaestriastipicas deste
material®-62, E caracteristico nas Malvales a presenca de
células e, até mesmo, cavidades contendo predominantemente
mucilagem®2%3¢4 Na realidade, ja foi demonstrado que
numerosas estruturas participam da secrecdo de mucilagem:
idioblastos, cavidades, ductos, superficies epidérmicas em
muitas espécies e inclusive nas Sterculiaceae ocorrem
cavidades|isigenas preenchidas com mucilagem naraiz, caule,
flores e folhas®25556,

7.3. Alcaloides

Osalcal 6idesteobromina, teofilinae cafeina pertencem
a0 grupo das purinas e embora sejam amplamente conhecidos,
a presenca destes é limitada a cerca de 20% das espécies
vegetais. Existem duas hip6teses sobre a fungéo das altas
concentracOes de alcal6ides nestas espécies vegetais: a
hipétese de defesa quimica propde um papel protetor contra
a predacgao; outra hipotese sugere que os alcal6ides das
sementes sdo liberados no solo para inibir a germinacéo de
outras sementes®”’. Hammerstone et al.%, estudando onze
espécies de Theobroma, encontraram al cal 6ides do grupo das
purinas, cafeina e teobromina, porém em niveis detectaveis
somente para T. cacao. Em todas as espécies encontraram o
tetrametilurato, com excecdo de T. obovatum que n&o
apresentou alcaldides. Buchelli et al.%® determinaram em,
T. cacao, avariagao de concentragéo destes al cal 6ides durante
a maturacdo da semente e observaram aumento da
concentracdo de teobromina a partir do 125° dias apos
polinizagdo (DAP), estendendo-se até o final da maturagdo
(175° DAP). Em relagdo a cafeina os mesmos autores
evidenciaram o inicio dadeposicdo a partir do 146° DAP atéa
maturidade.

8. CONSIDERACOES SOBRE A REVISAO

Hé& evidéncias na literatura e as presentes autoras
confirmam que osfrutos de Theobroma e respectivas sementes
apresentam amplo polimorfismo. Em T. cacao, espécie mais
estudada, o polimorfismo ocorre entre suas variedades, por
exemplo, quanto a dimensao do fruto, as caracteristicas
morfolgicas destes, quanto as suas sementes, e quanto ao
tipo e quantidade dos elementos de reserva. Esse fato confere
diversidade aos chocolates originados dos tipos criollo,
forastero etrinitario. Ostrabal hos realizados com sementes de
T. cacao estdo, em suamaioria, direcionados para as fases do
processamento do chocolate. As pesquisas que caracterizaram
amorfol ogiadas sementes de Theobroma referem-se sobretudo
aT. cacao.
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Estarevisdo bibliograficaapresentae analisaasreservas

cotiledonares de sete espécies de Theobroma. Estao ocorrendo
pesqui sas nacionais em varios centros e caracterizam-se por:

1

2

Detalhar as gorduras de Theobroma, almejando aplicactes
tecnol dgicas.
Explicar afilogeniado género Theobroma®.

. Apresentar propostas de tratamento para a fase de

fermentacdo, secagem e torragdo de T. cacao visando
aprimoramento do sabor”.

. Estudar as reservas cotiledonares quanto a génese e a sua

distribuicdo nas células?®.

Essas contribuig¢des morfol gicas da Ultima década sao

em realidade atualizagbes dos trabal hos pioneiros de Biehl e sua
equipe da década de 1980. Nesta revisdo foram abordados as
mais recentes informagBes sobre a sintese de lipides devido a
importancia de suas gorduras do Theobroma. A sintese das
proteinas foram estudadas por Voigt et a.* e Miller et al.?® em

T.

cacao, T. grandiflorum eT. bicolor. Ospolifendiseamucilagem

foram abordados devido a importancia funcional que exercem
tanto natorracao e chocol atizagdo das amendoas de T. cacao?L.

10.
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RESUMO

Técnicas alternativas aos métodos de plagueamento em &gar para enumeracéo de bactérias e fungos tém
sido desenvolvidas, buscando-se rapidez e ssimplicidade, mas sem comprometimento da sensibilidade e
exatidéo. O objetivo deste estudofoi investigar aeficaciae aplicabilidade de Petrifilm® AC paraaenumeracdo
de bactérias e de Petrifilm® YM para enumeragdo de bolores e leveduras em 90 amostras de drogas
vegetais, comparando-se as contagens obtidas com a utilizagdo dos sistemas Petrifilm® com aquelas
obtidas com astécni cas de semeaduraem profundidade em mei os de cultura. Os coeficientes de correl agdo
obtidos foram 0,9833 e 0,9231 para as contagens de bactérias e fungos, respectivamente. As contagens
obtidas ndo mostraram diferencas significativas entre os métodos empregados. Os resultados sugerem a
aplicabilidade do sistema Petrifilm® como alternativaao método convencional de plagueamento.
Palavras-Chave. qualidade dos medicamentos, contaminagdo de medicamentos, plantasmedicinais, métodos
microbiol égicos, Petrifilm®, plaqueamento.

ABSTRACTS

Alternative techniquesto agar plating methods for enumerating of bacteriaand fungi counting have been
developed, in order to get faster and simpler techniques without producing any effect on analytical
sensibility and precision. The objective of the present study was evaluate the performance of Petrifilm®
AC for enumeration of bacteria and of Petrifilm® YM for enumeration of yeasts and molds in ninety
samples of herbal drugs, by comparing the enumeration obtained from both Petrifilm® systems, and that
one achieved from conventional agar plating methods. Correlation coefficients of 0,9833 and 0,9231 were
observed for enumeration of bacteriaand fungi respectively. Theresults suggest that Petrifilm® issuitable
as an alternative technique to conventional methods for microorganisms counting.

Key Words. drug qudity, drug contamination, medicind plants, microbiologica methods, Petrifilm®, plating.

INTRODUCAO

Os métodos de plagueamento em agar para enumeracao
de bactérias e fungos tém sido tradicionalmente utilizados na
avaliacédo microbiol égicadaqualidade de produtosfarmacéuti cos,
no entanto, técnicas alternativas tém sido desenvolvidas,
buscando-se rapidez e smplicidade, sem comprometimento da
sensibilidade e exatiddo. Entre as novastecnol ogias desenvolvidas
paraenumeracao demicrorganismos, o SstemaPetrifilm® temganho
aceitacdo como alternativa aos métodos convencionais de
plagueamento em meio de cultura, pelafacilidade, smplicidadee
maior facilidade em evidenciar o crescimento microbiano. Consiste

em sistema pronto de meio de cultura, composto por um cartdo
coberto com agar nutriente suplementado ou ndo com antibi6ticos
e um filme pléstico que protege 0 meio antes dainoculacdo e a
amostra apés a inoculagdo. O sistema incorpora um agente
gelificante solivel em &guafriaeindicador detetrazdlio parafacilitar
avisualizacdo e enumeracdo de colbnias.

Embora pouco utilizados na &rea farmacéutica, sdo
Varios os estudos comparativos entre os sistemas Petrifilm® e
os métodos convencionai s paraenumeragao de microrganismos
aerdbios, coliformes e Staphylococcus aureus em produtos
alimenticios, sendo metodologia oficializada paraa avaliagdo
de contaminac&o microbiana em vérias matrizes de alimentos
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pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC) ea
American Public Health Association (APHA).

O objetivo deste estudo foi avaliar a aplicabilidade de
Petrifilm® AC edePetrifilm® Y M como alternativas aos métodos
convencionais de semeadura em profundidade em meios de
cultura paraenumeragéo de bactérias e fungos em amostras de
drogas vegetais.

MATERIAIS E METODOS
Desenho experimental

O estudo foi realizado como comparacgdo pareada
entre os dois métodos de enumeracgdo, sendo que o

método de plagueamento em profundidade utilizando
Agar caseina de sojaeAgar Sabouraud com cloranfenicol
(0,5%) para enumeracdo de bactérias e fungos,
respectivamente, foi referéncianaavaliagédo do Petrifilm®
AC ePetrifilm®YM.

Todos os ensai os foram executados em triplicata.

Amostras

Foram avaliadas 90 amostras de drogas vegetais
compostas por 64 espécies vegetais, adquiridas em
estabelecimentos comerciais, conforme abaixo indicado. Em
alguns casos, foram avaliadas amostras de mais de um
fornecedor, sendo que 0 niimero de amostras analisadas aparece
indicado entre parénteses:

Nomeda Nome Nomeda Nome

Planta Cientifico Planta Cientifico
Abutua Chondrodendron platyphylum Funcho Foeniculum vulgare
Agoniada Plumeria lancifolia Ginkgo hiloba(4) Ginkgo biloba
Alcachofra(3) Cynara scolymus Guarana(3) Paulinia cupana
Alfazema(2) Lavandula officinallis Hipérico Hypericum perforatum
Alteia Althaea officinalis Hissopo Hyssopus officinalis
Angélica Angelica archangelica Ipéroxo Tabebuia avellanedae
Aquiléa Achillea millefolium Jaborandi Pilocarpus jaborandi
Bardana Arctium lappa Jalapa (2) Operculina sp
Boldo do Chile(2) Peumus boldus Jasmim Jasminum officinale
Caumba Jatrorrhiza palmata Jurubeba Solanum paniculatum
Camédrio Teucrium chamaedrys Losna Artemisia absinthium
Camomila(3) Matricaria recutita Macela Achyrocline satureoides
Capimcidréo Cymbopogon citratus Malva Malva silvestris
Cardo santo Cardus benedictus Marapuama Ptychopetalum olacoides
Carobinha Jacaranda caroba Mate torrado Illex paraguariensis
Carqugia(?2) Baccharis gaudichaudiana Mate verde Illex paraguariensis
Cascara-sagrada(3) Rhamnus purshiana Melissa(2) Melissa officinalis
Castanha-da-india Aesculus hippocastanum Préffia Pfaffia paniculata
Catuaba (2) Trichilia catigua Quassia(2) Quassia amara
Cavalinha Equisetum arvense Quebra pedra Phyllanthus niruri
Centaureamenor Erythraea centaurium Quinaamarela Chinchona calisaya
Chéade bugre Cordia ecalculata Raténia Krameria triandra
Chapéu de couro Echinodorus macrophyllus Ruibarbo Rheum palmatum
Cipo-prata Banistera argyrophylla Sabugueiro (3) Sambucus nigra
Condurango Marsdenia condurango Sene(2) Cassia angustifolia
Ervadoce Pimpinella anisum Stévia(2) Stevia rebaudiana
Escambnea Convolvulus scammonia Sucupira Bowdichia spp
Estigmademilho Zeamays Tilia Tilia cordata
Espinheira santa Maytenus ilicifolia Urucum Bixa orellana
Fava tonka Dipteryx odorata Uvaursi Arctostaphylos uva ursi
Frangula Rhamnus frangula Vaeriana Valeriana officinalisL.
Fucus (3) Fucus vesiculosus Verbasco Verbascum phlomoides
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Preparacéo daamostra

Porgdes de 10,0 g de amostra foram adicionadas a 90,0
mL de Agua Peptonada Tamponada (M ERCK), seguindo-se de
homogenei zacdo em agitador tipo vortex, por 2 minutos. A partir
desta diluicdo inicial, correspondente a diluigdo 10, foram
executadas dilui¢des decimais seriadas até a diluigéo 107, em
Agua Peptonada Tamponada (MERCK), com agitagdo em
agitador tipo vortex, por 2 minutos.

Enumeracéo de bactérias
Pela técnica de sesmeadura em profundidade

A técnica de plagueamento em profundidade foi
executada conforme indicado na Farmacopéia Brasileira?.
Aliquotasde 1,0 mL decadaumadasdilui¢des (101 al107) foram
transferidas, em duplicata, ao centro de placas de Petri, estéreis,
sobre as quais foram adicionados 25,0 mL de Agar caseina de
soja(MERCK). Apdshomogeneizacao das placase solidificacao
do agar, as placasforam incubadas em posicdo invertida, a34 +
2°C, por 48 horas. Ap6s o periodo deincubacao, foram realizadas
as contagens de colonias.

Pelo sistema Petrifilm® AC

Aliquotas de 1,0 mL de cada uma das diluic6es (10 a
107) foram transferidas, em duplicata, ao centro de placas
Petrifilm® AC (3M). Apdshomogeneizagao, com auxiliodeum
disco difusor, as placas foram incubadas, a 34 + 2°C, por 48
horas. Apds o periodo de incubagdo, foram realizadas as
contagens de colbnias.

Enumeracéo de fungos
Pela técnica de sesmeadura em profundidade

A técnica de plagueamento em profundidade foi
executada conforme indicado na Farmacopéia Brasileira?.
Aliquotas de 1,0 mL de cada uma das dilui¢des (10 a 107)
foram transferidas, em duplicata, ao centro de placas de Petri,
estéreis, sobre as quais foram adicionados 25,0 mL de Agar
Sabouraud com cloranfenicol (DIFCO). Ap6s homogeneizagéo
das placas e solidificagdo do agar, as placas foram incubadas
em posicao invertida, a26 + 1°C, por 7 dias. Ap6s o periodo de
incubagdo, foram realizadas as contagens de colénias.

Pelo sistema Petrifilm®YM

Aliquotas de 1,0 mL de cada uma das diluicbes (10 a
107) foram transferidas, em duplicata, ao centro de placas
Petrifilm®YM (3M). Apdshomogenei zagdo, com auxilio deum
disco difusor, as placasforam incubadas, a26 + 1°C, por 7 dias.
Ap6s o periodo de incubago, foram realizadas as contagens
de colbnias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Cada uma das 90 amostras foi analisada em triplicata,
sendo calculadas as médias das contagens de bactérias e
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fungos/g de amostra correspondentes aos métodos
convencionais e Petrifilm® para cada uma das 64 espécies
vegetais. Em seguida, estes valores foram convertidos em
escala logaritmica para que assumissem distribuicéo normal.
Célculos estatisti cos foram executados com o uso do Microsoft
Excell 2000, utilizando intervalo de confianca de 95%. Para
comparar os dois métodos, convencional e Petrifilm®, foi
realizado estudo de regressao linear, com o célculo dos
coeficientes de correl agéo, coeficientes angul ares einterceptos.

As Figuras 1 e 2 apresentam os graficos de regressdo
linear obtidos naavaliacdo entre sistemas Petrifilm® e os métodos
convencionais para enumeracao de bactérias e fungos,
respectivamente. A Tabela 1 apresenta os dados da avaliagdo
estatistica entre os métodos convencional e Petrifilm® na
enumeracdo de microrganismos.

Na enumeracgdo de bactérias, foi observada alta
correlagcdo entre os métodos (r = 0,9833), evidenciando que a
contagem de bactérias utilizando as placas Petrifilm® AC foi
muito proxima aquela obtida com o método convencional. O

8,00
6,00
4,00
2,00

0,00 T T T T 1
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00

Log UFC/g Convencional

Log UFC/g Petrifilm AC

Figura 1. Dados de regressdo linear entre os métodos de enumeragdo de
bactérias utilizango semeadura em profundidade (método convencional) e
sistema Petrifilm AC (n = 64, a = 0,05).

Log UFC/g Petrifilm YM

2,00

4,00 6,00

Log UFC/g Convencional

Figura 2. Dados de regresséo linear entre os métodos de enumeragéo de
fungos utilizand% semeadura em profundidade (método convencional) e
sistema Petrifilm YM (n = 64, o = 0,05).
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Tabela 1. Dados da andlise estatistica entre os métodos de enumeracgdo utilizando semeadura em profundidade (método

convencional) e sistema Petrifilm®.

Enumeracdo de Bactérias*

Enumeracdo de Fungos *

Convenciona Petrifilm®AC Convenciona Petrifilm® YM

Meédia+ Desvio padréo 3,79+1,29 387+128 277+125 2,77+123
Varidncia 1,66 163 15 152

Teste F Teste F
VaorF .. (p)** 1,0211(0,4671) 1,0246(0,4616)

Regressao linear Regressdo linear

Coeficientede correlacdo (r) 09833 09231
Coeficienteangular 09731 09120
Intercepto 01835 02534

* Valores expressosem Log,  UFC/g

sistema Petrifilm® AC apresentou alta sensibilidade para
deteccdo e quantificacdo de bactérias em relacéo ao método
convencional, evidenciada por coeficiente angular > 0,96 e
intercepto < 0,8(0,9731 e0,1835, respectivamente). Estesvalores
sd0 similares a outras comparacdes *1, que demonstraram
coeficientes de correlacdo entre 0,94 e 0,99 paraa enumeracao
de bactérias, embora se verifiquem trabalhos nos quais os
coeficientes de correlacdo sdo mais baixos, indicando baixa
sensibilidade 123,

As médias obtidas nas contagens utilizando o método
convencional e placas Petrifilm® foram 3,79 e 3,87,
respectivamente, ndo tendo sido verificada diferenca
significativa entre os métodos avaliados.

A combinacdo destes resultados sugere que as placas
Petrifilm® AC podem ser uma aternativa confiavel ao método
convencional de enumeracdo de bactérias em amostras de
drogas vegetais.

Em avaliagdes daperformance do sistemaPetrifilm® YM
em relacdo aos métodos convencionais de enumeracdo de
bolores e leveduras, verificaram-se contagens de fungos
menores, equivalentes ou maiores as obtidas pelos métodos
convencionais*?,

Embora alguns trabalhos'*1"? tenham demonstrado
coeficientes de correlacdo entre 0,96 e 0,99 paraa enumeracao
de fungos, neste estudo, foram observados coeficiente de
correlacdo, coeficienteangular einterceptoiguaisa0,9231, 0,9120
e 0,2534, respectivamente, indicando existir boa correlagdo e
sensibilidade do sistema Petrifilm® YM em relacdo ao método
convencional. Este resultado esta de acordo com o observado
por Taniwaki'® ¥ e Bovill®, que evidenciaram contagens
superestimadas ou ndo possiveis de serem realizadas com a
utilizacdo de Petrifilm® Y M em amostras com ata concentracéo
de fungos filamentosos.

Todos os métodos para enumeracdo de microrganismos
tém vantagens e desvantagens quando comparados a outros
métodos e o sistema Petrifilm® n&o é excegdo, apresentando

**F

calculado

<1,5183 (paran=64 e« =0,05)

vantagensem rel acdo ao método convencional como afacilidade
de uso, ndo exigir treinamento especifico para sua utilizacéo,
ndo exigir apreparacdo e esterilizacdo de meios de culturae de
placas de Petri, permitir melhor visualizacdo das colbnias e
utilizar 1/10 do espaco necessario para armazenamento e
incubac&o das placas. Embora o tempo de incubacdo seja
comparavel entre as duas metodol ogias, autilizacgo do sistema
Petrifilm® permite obter resultados maisrapidos por ndo haver a
necessidade da preparacdo de meios de culturaantes daandlise.

CONCLUSAO

Osresultados obtidosindicam que os sistemas Petrifilm®
para enumeracdo de bactérias e de fungos constituem-se em
aternativas aos métodos convencionais de plagueamento em
agar, paramedidas mai srdpidas em amostrasde drogas vegetais,
sem comprometer aconfiabilidade e sensibilidade.
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RESUMO

Os condimentos ou especiarias sdo constituidos de diferentes partes de vegetais dessecados, apresentam
aroma caracteristico e sdo utilizados parareal car o sabor dos dimentos. Este trabalho teve como objetivosa
pesquisade fraudes pelaidentificacdo dos elementos hi stol 6gi cos caracteristi cos, aadequagéo eimplantagéo
de métodos para pesquisa de matérias estranhas, por peneiracdo e flutuacdo em manjerona, orégano e salsa
em flocos e aavaliacao das condigdes higiénicas desses condimentos. As 41 amostras de manjerona, 84 de
orégano e 57 amostras de salsaem flocos foram adquiridas no periodo de agosto anovembro de 1998, em seis
cidades do estado de S8o Paulo. Paraidentificacdo dos €l ementos histol Ggi cos utilizou-se atécnica descrita
por Rodrigues et a. e paraidentificagdo das matérias estranhas foram utilizados os métodos descritos pela
AOAC-2000. Naofoi caracterizado qual quer tipo defraude nostrés condimentos analisados. Das 182 amostras
analisadas, 98,90% estavam em desacordo com alegislacdo utilizada até 07/07/2003. As ordens de insetos
identificadasforam Hemiptera (afideos), Coleoptera (carunchos) e Psocoptera (psocides) e osfragmentosde
insetosforam amatériaestranhamai sfregiiente. O método de flutuagdo foi maiseficiente paraarecuperagéo
de matérias estranhas do que a peneiracao, inclusive para detectar a presenca de &caros.

Palavras-Chave. manjerona(Origanum majorana L .), orégano (Origanum vulgare L.), salsa(Petroselinum
sativum Hoffm.), matérias estranhas, identificacao histol 6gica, metodol ogia.

ABSTRACT

The seasonings and spices are consisted of different parts of dried vegetables that present characteristic aromas,
and they are used to add flavor and to improve the food taste. The objectives of this work were to investigate
frauds by identifying characteristic histological elements, the adequacy of methods for extraneous materias
identification by meansof sieving and floating procedures and to eval uate the hygienic conditions of condiments
(marjoram, oregano, and pardey flakes). The 41 samples of marjoram, 84 of oregano and 57 samples of pardey
flakes were obtained during the period of August to November, 1998, in six cities of the state of Sfo Paulo. The
technique described by Rodrigues et a. was used for investigating the histological elements. The technical
proceduresdescribed by AOA C-2000 were used for identifying theextraneous materials. No fraud wasdetected in
the three chosen and anayzed condiments. Of 182 analyzed samples, 98.90% were not in accordanceto the law
determination of July 7, 2003. Theidentified insects belonged to orders Hemiptera (aphids), Coleoptera (beetles)
and Psocoptera, and the mostly frequent extraneous material swerefragmentsof insects. Thefloating method was
themogt efficient to recover extraneous materias, especidly in detecting the presence of mites.

Key Words. marjoram (Origanum majorana L .); oregano (Origanum vulgare L.), parsley (Petroselinum
sativum Hoffm.), extraneous materials, histological identification, methodology.
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INTRODUCAO

Oscondimentos ou especiariastém seu destague navida
do homem, desde a Grécia antiga, como simbolos de crengas
culturaisou parafins medicinais, aromatizantes e conservantes,
e sdo constituidos de diferentes partes de vegetai s dessecados,
grosseiramente subdivididos ou moidost. Apresentam aroma
caracteristico e sdo utilizados parareal car o sabor dos alimentos
ou tornalos mais agradavel, além de estimular a secrecéo dos
sucosgastricos e aumentar o peristaltismointestinal, facilitando
adegradacdo do alimento até afase final4.

Segundo alegislagdo vigente no Brasil®e ado Estado de
Séo Paulo®, as especiarias ou condimentos vegetais devem ser
constituidos de especiarias genuinas e puras, sas e limpas, que
deverdo corresponder as suas caracteristicas botanicas normais
e estar isentas de substancias estranhas, elementos vegetais
estranhos a espécie da planta da origem, que ndo possuam as
caracteristicas de condimento vegetal. Ainda, de acordo com a
sua composi¢do, o condimento podera ser simples quando
constituido de uma s especiaria genuina e pura, destacando-
se entre os condimentos em folha, a manjerona, o orégano e a
salsa

A manjerona (Origanum majorana L.), uma planta da
familiaLabiatae, de climas subtropicaisetemperados, originéria
de lugares éaridos da Europa meridional se espalhou por quase
todo o mundo; no Brasil é cultivada, sobretudo, em hortas e
jardins. Sua denominac&o dada pelos gregos significa“alegria
da montanha’. Apresenta caule quadrangular atingindo cerca
de 35cm de altura, com delicadas folhas pecioladas, opostas,
elipticas, de comprimento de 6 a24mm, avel udadas na parte de
baixo’®.

O orégano (Origanum vulgare L.), também pertencente
a familia Labiatae, foi transportado pelos romanos do
Mediterraneo paraaEuropae considerado por €lescomo simbolo
dapaz. Estaaclimatado no Brasil, masndo é cultivado em larga
escala. O orégano é muito confundido com a manjerona, mas
possui cheiro e sabor caracteristico maisacentuado. E umaplanta
perene, tem entre 25 a40cm de altura, com folhas opostas, ovais,
verde-escuras, pecioladas, inteiras ou serrilhadas, com um
pouco mais de 35mm, ou seja, maior do que a damanjerona, e
com as pontas (extremidades) |evemente mai s pontiagudas’®.

Quanto a salsa (Petroselinum sativum Hoffm.) ndo h&
regi stros de sua origem, mas sabe-se que € conhecidaha sécul os
e que na Grécia Antiga era tida como simbolo da morte,
empregada nos ritos mortudrios e somente com 0s romanos é
gue passou a ser utilizada como alimento. A salsa é um
condimento utilizado mundialmente e no Brasil é cultivadaem
largaescala; combinadacom acebolinha, formao maistradicional
tempero brasileiro, o cheiro-verde. E umaplanta herbaceade 40
a 80cm de altura com folhas verdes, de contorno triangular,
serrilhadas, tipicamente divididas e arométicas’.

Assim como os demais produtos alimenticios, os
condimentos estdo sujeitos a problemas no cultivo, colheita,
estocagem, falhas no processamento, transporte e armazenagem
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quefavorecem apresencano produto final de matérias estranhas
como insetos, acaros, pelos de roedores, entre outras®l’. Nos
condimentos processados em locais com sistemas de limpeza
precarios é comum a ocorréncia de excrementos de roedor e de
insetos, caramujos, pedacos de arames, porcas e parafusos,
pontas de cigarro e pedacos de madeiral. A presencade matérias
estranhas indica falhas nos procedimentos das Boas Préticas
de Fabricacdo dos Alimentos, podendo causar riscos a salde
humana.

Muitas vezes a matéria estranha, advinda de qualquer
etapaaque o produto foi submetido, édetectadaaolho nu, mas
pode chegar ao produto final como pequenos fragmentos,
misturados ao produto pelo proprio processamento, tornando
impossivel sua visualizaggo'?, sendo necessario 0 emprego de
métodos adequados de i solamento®® paraaandlise microscopica.

As matérias estranhas presentes nos alimentos podem
ser analisadas por métodos macroanaliticos'? e métodos
microanaliticos®® que séo divididos de acordo com o tipo de
sujidades. As sujidades so classificadas em leves e pesadas,
de acordo com a densidade destes elementos em relagcdo ao
meio de flutuagcdo que sdo separadas'®. As sujidades leves
compreendem insetos e seus fragmentos, acaros, pélos de
roedores, enquanto as sujidades pesadas sdo areig, terra, vidro,
insetos inteiros entre outros®,

Tanto os coledpteros como os acaros sdo infestadores
de condimentos'>16, Segundo Olsen®, vinte e uma espécies de
moscas presentes em alimentos estdo estritamente associadas
a0 risco a salide humana atuando como vetores mecanicos de
enteropatégenos e como agentes causadores de miiases. Os
acaros Dermatophagoides farinae, Suidasia sp, Thyreophagus
entomorphos e Tyrophagus putrescentiae foram identificados
como causadores de reagdes alergénicas, incluindo anafilaxia
em individuos que consumiram alimentos contaminados'®.
Moecke et a.*® confirmaram a ocorréncia de sete casos de
anafilaxiapos prandial, no ambulatério de Alergiado Hospital
Universitario daUniversidade Federal de SantaCatarina- UFSC,
sendo que seis ocorreram por ingestdo de alimentos a base de
farinha de trigo e um & base de farinha de milho, causados pelo
&caro dearmazenagem, Tyrophagus entomophagus. E importante
ressaltar que as reacOes alérgicas desenvolveram-se apds a
coccdo dos alimentos contaminados, o que demonstra a
termoestabilidade do antigeno apds cocgao.

Em relagdo as outras matérias estranhas, hé evidéncias
gue objetos duros e cortantes mai ores de 7mm de comprimento
sdo considerados riscos a saide do consumidor quando
presentes nos alimentos®. Zamboni et al.? relatam que
particul asferromagnéti cas maiores que 1,5mm podem penetrar
no trato digestivo humano.

Estetrabalho teve como objetivos a pesguisade fraudes
pelaidentificacdo dos elementos histol 6gicos caracteristicos, a
adequacao eimplantacdo de métodos para pesquisade matérias
estranhas, por peneiracao e flutuagdo em manjerona, orégano e
salsa em flocos e a avaliagdo das condicBes higiénicas desses
condimentos.
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MATERIAL E METODOS

Modelo de Estudo
Descritivo do tipo transversal.

Material

Foram analisadas 182 amostras de condimentos
embal ados sendo 41 amostras de manjerona, 84 de orégano e 57
amostras de salsa, em flocos, respectivamente de 9, 25 e 15
marcas diferentes, sendo que para amostras da mesma marca,
com lotes e prazos de validade distintos. As amostras foram
adquiridas, no periodo de agosto a novembro de 1998, em
supermercados e mercearias de seis cidades do estado de S&o
Paulo: Campinas, Ribeirdo Preto, Santo André, Sdo Josédo Rio
Preto, S&0 Paulo e Sorocaba.

As amostras foram analisadas nos L aboratérios de
Microscopiade Alimentos do I nstituto Adolfo Lutz: Central e
Regionais de Campinas e Ribeirdo Preto.

Meétodos
Identificagdo dos elementos histologicos

Foi utilizada atécnicaparacondimentos moidos descrito
por Rodrigues et al.%2, que consiste no clareamento de amostras
com hipoclorito de sodio. Apdsfiltracdo, lavagem do material e
preparagdo delaminas, o material foi observado ao microscopio
Optico (10X e40X).

Determinacéo de matérias estranhas

Os métodos utilizados para a determinag8o de matérias
estranhas foram os descritos pela Association of Official
Anaytica Chemists(AOAC)%: 16.14.03(960.51) parapeneiragéo
utilizada nos trés produtos e para flutuacao as técnicas foram:
16.14.18 (985.39) paraamanjerona, 16.14.21 (969.44) para o
orégano e 16.14.05 [975.49 (A)a B(b)] para a salsa. Todas as
andlisesforam realizadas em duplicata e osresultados expressos
como amédiaaritmética das duas determinagdes.

Analise estatistica

Para verificar se houve diferenca estatisticamente
significante entre os métodos de peneiracdo e de flutuacdo
realizou-se o teste de Mc Nemar?* para amostras pareadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Emrelaco aidentificacdo, ndofoi caracterizado nenhum
tipo de fraude nos trés condimentos analisados, umavez que a
andlise histol 6gica das amostras revel ou apenas a presenca de
manjerona (Origanum majorana L.), orégano (Origanum
vulgare L.) esalsa(Petroselinum sativum Hoffm.).

Das 182 amostras analisadas pel o método de peneiracao
e flutuagdo, 98,90% estavam em desacordo com alegislagcdo
em vigor até 07/07/2003°%, que preconizava auséncia de
parasitas, sujidades e larvas, e apenas 1,1% das marcas de

orégano estudadas nao apresentaram nenhuma matéria
estranha.

De acordo com aTabela 1, observa-se que as médias de
recuperagdo das matérias estranhas pelo método de flutuacéo
foram mais eficientes do que a da peneiracgo. Este melhor
resultado de recuperacéo foi confirmado realizando-se o teste
de Mc Nemar? para amostras pareadas, 0 qual mostrou que
houve diferenca significativa entre os métodos utilizados
(p<0,0001), ou segja, 0 método daflutuagdo foi maiseficientedo
gue o método da peneiracao.

Ainda na Tabela 1, verifica-se que tanto no método da
peneiragdo como naflutuacdo, amatériaestranhamaisfrequente
namanjeronae nasalsaforam osfragmentos deinsetos. Quanto
a0 orégano, verifica-se que, pelo método daflutuacdo, osinsetos
foram os maisfrequientes (Tabelal).

Tabela 1. Média de matérias estranhas, por tipo, recuperadas
pel os métodos da peneiragéo e flutuacdo em manjerona, orégano
esalsa, emflocos.

Condimentos Matérias Estranhas M étodos
Peneiracdo  Flutuacdo
insetos 18 294
larvas de insetos 05 43
extvia 00 11
ovos de inseto 00 22
manjerona frag. de insetos 175 1311
acaros 03 35
pélos de roedor 00 04
outros pélos 00 04
demais 2,7 39
insetos 04 319
larvas de insetos 02 15
exivia 00 05
0VOS inseto 00 01
orégano frag. de insetos 30 251
acaros 01 50
pélos de roedor 00 34
outros pélos 00 03
demais 08 19
insetos 06 14
larvas de insetos 01 05
extvia 00 00
0VOs inseto 00 00
salsa frag. de insetos 22 184
acaros 00 80
pélos de roedor 01 01
outros pélos 00 01
demais 01 00

frag. = fragmentos
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A Tabela 2 mostra as ordens de insetos identificadas
nos condimentos analisados pelos dois métodos. Foram
encontradosinsetos das Ordens Hemiptera (afideos), Coleoptera
(carunchos) e Psocoptera (psocides) nos trés tipos de
condimentos, sendo que os afideos e psocides apresentaram
freqUéncias mais elevadas e foram os mais recuperados pelo
método de flutuacéo.

O método da peneiragéo mostrou-se adequado para a
deteccéo de infestacdo viva (Figura 1), insetos e acaros, porém
ndo recuperou insetos da Ordem Coleoptera em nenhum dos
trés tipos de condimentos analisados (Tabela 2).

Dentre os condimentos, o orégano foi 0 que apresentou
maior nimero deinsetos pel os dois métodos utilizados, easalsa

0 menor nimero (Tabela2).

Com relagéo aos acaros, conforme se observanaTabela
3, 0 método daflutuacéo também foi maiseficientedo que o da
peneiracdo, sendo que amaior recuperacdo (41,5%) ocorreu para
amanjerona, seguida da salsa. Ao contrério da infestagdo por
insetos, 0 orégano foi 0 que apresentou menor niimero de acaros
pelo método da flutuagdo (Tabela 3), porém detectou-se a
presenca de &caros vivos em uma amostra de orégano, pelo
método da peneiragao.

AsFiguras 1 e 2 mostram o total de amostras positivas
para cada tipo de matérias estranhas encontradas nos trés
condimentos, segundo os métodos de peneiracao e de flutuacao,
respectivamente.

Tabela 2. Total de insetos recuperados, de acordo com a Ordem, pelos métodos de peneiracdo e flutuagdo nos trés tipos de

condimentos.
Condimentos Métodos
Peneiracdo Flutuacdo
Hemiptera Coleoptera Psocoptera Hemiptera Coleoptera Psocoptera
Manjerona 4 0 ] 6 i
Orégano 4 0 12 viel 6 16
Salsa 0 0 5 1 1

Tabela 3. Porcentagem de recuperacdo de acaros pel os métodos de peneiragéo e flutuagéo nas 182 amostras de condimentos.

Condimentos M étodos

Peneirag&o(%) Flutuacdo(%o)
Manjerona 49 415
Orégano 23 247
Salsa 0 333

Método de Peneiragdo: Amostras positivas para matérias
estranhas segundo o tipo de condimento

Outros

Pelo roedor

Acaro
M Salsa
Larva O Oregano

O Manjerona

Matérias estranhas

Inseto

Frag. Ins. I

Infestagdo viva?l

5 10 15 20 25 30

o

Numero de amostras positivas

Frag. Ins. = fragmento de inseto

Método de Flutuagcdo: Amostras positivas para matérias estranhas
segundo o tipo de condimento

Outros

Pelo roedor 1

M Salsa

Acaro @ Oregano

O Manjerona

Larva

Matérias estranhas

Inseto ! 1

Frag. Ins.

0 10 20 30 40 50 60 70
Numero de amostras positivas

Frag. Ins. = fragmento de inseto

Figura 1. Total de amostras positivas para matérias estranhas encontra-
das nas diferentes marcas de orégano, manjerona e salsa, segundo o méto-
do de peneiragéo.
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Figura 2. Total de amostras positivas para matérias estranhas encontra-
das nas amostras de diferentes marcas de orégano, manjerona e salsa,
segundo 0 método de flutuacéo.
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Observarse naFigura 1 que, quando utilizado o método
da peneiracédo, foi possivel a deteccdo de infestagdo viva nos
trés tipos de condimentos, com maior nimero de amostras
positivas para o orégano.

Entre os métodos macroanaliticos, apeneiracdo é muito
util por facilitar a separagéo e concentragéo de certos tipos de
matérias estranhas permitindo a detecgéo e identificacdo de
artrépodesvivos, 0 que ndo é possivel quando se utilizamétodos
microanaliticos, como aflutuacao.

O analista de alimentos deve ter o conhecimento da
importancia da combinagéo dos métodos macroanaliticos e
microanaliticos, quando for o caso, uma vez que ao se
complementarem podem fornecer tiposdiferentesdeinformacao®?.

Atualmente, segundo a legislacdo em vigor®, sdo
considerados impraprios para 0 consumo somente os produtos
que apresentam matéria prejudicial a salde humana (como, por
exemplo, insetos ou outros animais, vivos ou mortos, inteiros ou
em partes, reconhecidos como vetores mecanicos; parasitos,
excrementos; objetos rigidos, pontiagudos €/ou cortantes, entre
outros), por poder causar agravosasaide do consumidor. Portanto,
na interpretaco e agplicacdo dessa legidacdo, estes condimentos
estéo aprovados, pois 0s insetos identificados sdo considerados
Como pragas nesses tipos de condimentos e néo existe estudo que
comprove sua atuagdo como vetor mecanico. Como € comum o
consumo desses condimentos retirados de suas embalagens e
diretamente adi cionados em saladas, como tempero, ou mesmo no
alimento preparado, a presencga de insetos vivos assim como de
acaros e pélos de roedor € um fator de risco, pois podem veicular
bactérias e fungos, além do fato dos &caros serem a ergénicos's2e,
Sabe-se quetodo alimento deve atender a padrbes deidentidade e
qualidade de forma a garantir que o consumidor adquira ndo
somente um produto que ndo of erega riscos a salide humana, mas
também que ndo |he cause nenhum tipo de repulsaem decorréncia
dapresencade algumamatériaestranhae que tenhasido fabricado
dentro dos principios de Boas Préticas Agricolas (BPA), Boas
Préti cas de Fabricacao (BPF), do sissemadeAndisesde Perigose
Pontos Criticos de Controle (APPCC) entre outros.

Assim, apesar dos produtos analisados estarem de
acordo com alegislagdo em vigor®, osdados do presente estudo
demonstram que o setor produtivo ainda apresenta falhas para
garantir totalmente a qualidade sanitéria das matérias-primas e
do produto final, talvez em virtude da deficiéncia da aplicagdo
detodasas“ferramentas’ necessariasaum controle de qualidade
adequado, indicando, portanto, a necessidade da melhoria da
qualidade do alimento e umadiscussdo maisamplasobre o tema
e sobre as mudancas que vém ocorrendo nas legislacBes de
alimentosno Brasil.

CONCLUSAO

- N&o houve ocorréncia de fraudes nas amostras analisadas,
uma vez que s6 foram identificados os elementos
histol 6gicos caracteristicos dos condimentos estudados;

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Houve diferenca estatisticamente significante entre os
métodos utilizados (p<0,0001), ou sgja, 0 método deflutuacéo
foi mais eficiente para arecuperacao de matérias estranhas
do que a peneiracéo;

As ordens de insetos identificadas nos condimentos
estudados foram: Hemiptera (afideos), Coleoptera
(carunchos) e Psocoptera (psocides);

O método de peneiracdo foi importante paraaidentificagcéo
de infestagéo viva;

A presenca de maior quantidade de fragmentos de insetos
deve-se ao fato de serem condimentos grosseiramente
triturados;

Os é&caros foram melhor recuperados quando utilizado o
método de flutuagao.
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RESUMO

O bufalo (Bubalis bubalis) € um animal que apresenta notavel potencial paraaproducdo de carne eleite,
entretanto a literatura ndo apresenta muitos dados sobre os principais constituintes quimicos de seus
produtos. Por isso, este estudo teve como objetivo of erecer informagdes sobre acarne de bifa o dacidade
de S&o Luiz do Quitunde-AL, por meio de caracterizacao de seu perfil de acidos graxos, teor de colesterol,
composicao centesimal e valor calérico. Analisaram-se 60 amostras em trés tipos de corte: alcatra (20
amostras), cha de dentro (20 amostras) e lombo paulista (20 amostras). Os resultados demonstraram
elevados teores de umidade e proteinas e reduzidos valores de lipideos, quando comparados com os de
outras espécies. O maior valor caldrico foi encontrado em alcatra. Osteoresde colesterol corresponderam
a83,01 mg/100g (alcatra), 79,01 mg/100g (lombo paulista) e 86,70 mg/100g (ch& de dentro). No perfil de
acidosgraxosforam identificados vinte e dois, sendo os principais em todos os cortes os seguintes: C18:1,
C18:0,C16:0, C18:2eC20:4. O &cido estedrico (C18:0), apesar de saturado, €ndp aterogénico e correspondeu
ametade do total dos écidos graxos saturados em todas as amostras. A relacdo poliinsaturados/saturados
foi 0,50 (alcatra), 0,54 (lombo paulista) e 0,60 (chade dentro). A razdo wb/w3foi 2,1:1 (acatra), 2:1 (lombo
paulista) e 2,3:1 (cha de dentro). Considerando-se os dados obtidos a carne de bifal o apresenta-se como
opcédo de um alimento saudavel, quando comparada com outros tipos de carne.

Palavras-Chave. carne de bufalo, composi¢éo centesimal, colesterol, &cidos graxos.

ABSTRACT

Buffalo (Bubalis bubalis) isan animal that presents significant potential for meat and milk production, but
therearefew datain theliterature regarding the chemical compositions of the derived products. In order to
obtain information concerning the levels of fatty acids and cholesterol in buffalo meat, together with the
calorific value and centesimal composition, 60 samples of meat produced in the area of S&0 Luiz do
Quitunde (Alagoas, Brazil) were analysed. Results derived from 20 samples from each of three different
cutsof meat, namely rum steak, plain and loin, showed the presence of high levelsof protein and water, but
reduced levels of lipidswhen compared with meat from other animal species. Twenty-two different fatty
acidswereidentified in meat samples, and in al meat cutsthe main componentswere C18:1, C18:0, C16:0,
C18:2 and C20:4. Despite being saturated, C18:0 is non-atherogenic and accounted for 50% of the total
saturated fatty acids present in all three cuts. The polyunsaturated / saturated fatty acids ratios were 0.50
(rum steak), 0.60 (plain) and 0.54 (loin). The w6 / w3 fatty acidsratio valueswere 2.1:1 (rum steak), 2.3:1
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(plain) and 2:1 (loin). Levelsof cholesterol inrum steak, plain, and loinwere83.01, 86.70 and 79.01 mg/100g,
respectively. The highest caloric valuewasfound in rum steak cut. Taken together, these results demonstrate
that buffalo meat could represent a healthier food option in comparison with other types of meat.

Key Words: buffalo meat, centesimal composition, fatty acids, cholesterol.

INTRODUCAO

A carnerepresentauma positivacontribuiggo nutricional
naalimentacéo, sendo veiculo paramuitos elementosessenciais
nadietahumana®2. Fornece proteinas de elevado valor biol égico
e constitui a maior fonte de cinco vitaminas: tiamina, niacina,
riboflavina, B6 e B12. Outraimportante contribui ¢do nutricional
€0 seu contelido de minerais, particularmenteferro ezinco, com
alta biodisponibilidade. Metade de seu contetido de ferro é
constituido por ferro-heme (ligado a hemoglobina) que é
absorvido mais eficientemente pelo organismo (cercade 15 a
35%); enquanto que o ferro encontrado em alimentos de origem
vegetal, ovos, leite e derivados é ndo-heme, o qual apresenta
menor aproveitamento (suaabsorcdo é de 1 a’5%)22,

O bufalo (Bubalis bubalis = bufalo indiano) teve sua
origem na Asia, sendo introduzido no Brasil, em 1895,
especificamente nallhado Margj6, através de Vicente Chemont
deMiranda, com animais provenientesdaltdlia®. Ali encontrou
condicdes perfeitas para seu desenvolvimento, possuindo taxa
de crescimento anual de 10%, superior a taxa dos bovinos no
Brasil. O Estado do Para conta com mais de 50% do rebanho
bubalino brasileiro®.

Por muitos sécul os, os bufalosforam criados e mantidos
para o trabaho, o que levou a evolugdo de animais com um
poderoso desenvolvimento muscular. Durante muitos anos a
carne bubalina era procedente de animais velhos, abatidos no
fim de umalongavidadetrabalho, por isso gerou-se um grande
preconceito associando-se a carne de bufalo caracteristicas de
umacarne de baixaqualidade®.

O bufalo é um animal doméstico e décil que apresenta
notével potencial para a producdo de carne e leite. As quatro
racas oficialmente reconhecidas no Brasil sdo: Murrah,
Jafarabadi, Mediterréneo e Carabao*® Asragas Mediterraneo
(predominante no Brasil), Jafarabadi e Murrah possuem aptidéo
para carne e leite. A raga Carabao apresenta capacidade para
carne e trabalho, ndo possuindo aptidéo leiteira’.

Pelas extraordinérias caracteristicas de producéo deleite,
carne e trabalho, aliadas a sua elevada adaptabilidade as
condicBes deambientedo Brasil, o bufalo doméstico éumanimal
de grande representatividade para a pecuéria nacional“.
Atualmente, o consumo da carne de bufal o se restringe apenas
aregides especificas do pais: Nortee Sul”.

A falta de informagBes sobre os constituintes quimicos
desse produto éfator limitante ao consumo e, conseglientemente,
acomerciaizacdo. A obtencéo detaisinformagteséfundamental,
podendo incrementar a bubalinocultura em nosso Estado e
também, promover umaadequada orientacdo dietética; taisfatos
constituem subsidios suficientes parajustificar anecessidade de
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desenvolver estudos, através de técnicas analiticas disponivels,
visando preencher esta lacuna. O presente trabalho teve como
objetivo determinar a composi¢do centesimal, o valor cadrico,
colesterol e acaracterizacdo do perfil de &cidos graxos presentes
nacarnedebufalo (Bubalis bubalis) em diferentestiposde corte.

MATERIAL E METODOS

Material

Foram analisadas 60 amostras de cortes de carne
bubalina, escolhidos por serem os mais comercializados e
distribuidos da seguinte forma: 20 amostras de cha de dentro,
20 amostras de alcatra e 20 amostras de lombo paulista. Os
cortes eram procedentes de animais diferentes, raca Murrah,
sexo masculino, abatidos com idade de 1 ano e 6 meses, néo
castrados, nascidos e criados na Fazenda Castanha Grande,
situada na cidade de S&o Luiz do Quitunde — Alagoas. As
amostras foram adquiridas logo apés o abate no periodo de
agosto de 2003 a abril de 2004 e pesavam cerca de 300g cada.
Aposacoletaas amostras foram conduzidas ao L aboratorio de
Bromatologia do Departamento de Nutricdo da Universidade
Federal de Alagoas, onde as andlises foram realizadas, sendo
embal adas em sacos de polietileno, identificadas e congeladas
a-17°C até o momento darealizacdo das analises.

Métodos
Apdbs homogeneizacdo, foram realizadas as seguintes
determinacBes em triplicata:

Composicao centesimal
Umidade

Determinada pela perda de peso em estufa regulada a
105°C, segundo AOACE.

Cinzas
Obtidas por incineracdo de uma quantidade conhecida da
amodira,emmuflaab50°C, atéobtenco depeso constante (AOCAC).

Proteinas

Determinadas pelo método Kjedahl, que consiste na
determinacdo do nitrogénio total. Para converter o resultado
em proteinabrutafoi utilizado o fator 6,25 (AOAC)8.

Lipideos Totais

Extraidosafrio pelo método de Folchet al.,° utilizando
duas extracBes com cloroférmio:metanol (2:1), lavagem do
residuo (clorof drmio:metanol —2:1), adicéo de KCI 0,88% em



Lira, G M. et al. Composi¢éo centesimal, valor cal 6rico, teor de colesterol e perfil de &cidos graxosdacarnedebudfal o (Bubalis bubalis) dacidade

de S&o Luiz do Quitunde-AL. Rev Inst Adolfo Lutz, 64(1):31-8, 2005

H,O, separagdo das fases, adi¢do de metanol H,O (1:1),
evaporacao de cloroférmio em rota-evaporador, fragéo lipidica
ressuspendida em cloroférmio. Aliquotas foram tomadas para
determinagdes gravimétricas.

Os resultados foram expressos em percentagem, em
relacdo ao peso da amostraintegral e seca.

O valor calérico total foi calculado a partir dos
coeficientes cal6ricos correspondentes para proteinas e
lipideos, respectivamente, 4 e9 kcal/g*°.

Colesterol

Uma aliquota de 5 ml do extrato lipidico obtido pelo
método de Folch foi tomada para analise, segundo o
procedimento de Bohac et al.,** adaptado por Bragagnolo e
Rodriguez-Amaya'?, através de saponificacdo, extracdo da
matéria insaponificavel, reacdo de cor, leitura da absorbancia
em espectrofotébmetro a 490 nm, contra um branco. As
absorbancias obtidas foram comparadas as da curva padréo
utilizada (Searcy e Bergquist)®.

Perfil de acidos graxos

Osextratoslipidicos obtidos pel o método de Folch foram
esterificados segundo Hartman e Lago', visando adeterminagéo
da composicdo em é&cidos graxos por cromatografia em fase
gasosa e encaminhados ao Laboratério de Lipides do
Departamento deAlimentos e Nutri¢do Experimental — Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas - USP onde foram injetados em
cromatografo agas. Paraaidentificacdo dos acidosgraxosforam
utilizados padrdes de ésteres metilicos de &cidos graxos puros,
comparando-se o0 tempo de retencéo dos ésteres metilicos das
amostras e dos padroes. A quantificagdo dos &cidos graxos foi
feita por normalizacdo de area, expressando-se o resultado em
percentual de cada acido sobre o total de &cidos graxos.
Condigoes de andlise:

Cromatografo agas GC 17 A Shimadzu/ ClassGC 10
Colunacromatogréficadesilicafundida Carbowax 20 M
(polietilenoglicol) de30 metros, 0,25 mm dediémetrointernoe
espessura da fase estacionéria de 0,25 microns.
Temperaturadacoluna: 170°C.

Programac&o de temperatura da coluna: aquecimento a
1°C/min. de 170°C até 225°C, permanecendo nestatemperatura
por 10 min.

Temperaturadoinjetor: 250°C.

Temperaturade detector: 270°C.

Gésdearraste: Hélio (1 mL/min.)

Raz&o de divisio daamostrano injetor (split) = 1:50

Andlise Estetistica: para avaliar a existéncia ou ndo de
diferencassignificativas nosteoresde nutrientesentreasamostras
andisadas, foi redizadaaAndlise deVariancia(ANOVA), com o
auxiliodo programaepi-info, versio 6.04, aumnivel designificancia
de 0,05. Quando as variancias ndo foram homogéness, testado
pelo Qui-quadrado de Bartlett’s, foi utilizado o teste de Kruskal-
Wallisno mesmo nivel designificancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Composicao Centesimal

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos na
composi¢ao centesimal detrés cortes de carne de bufalo. Pode-
se verificar que acarne de bufal o apresenta elevados teores de
umidade, com resultados variando de 74,95% a 76,36% para os
cortesanalisados. O teor de umidade dacarnetemrelacdo direta
sobre suasuculéncia, que éum fator fundamental paraaceitacdo
do produto pelos consumidores'®. Os teores mais elevados
encontrados por Torres et al.’¥, em carne bovina,
corresponderam a 74,42% (patinho) e 74,12% (acém).

Osteoresdeproteinavariaram de 20,85% a21,67%, sendo
mais €l evados que os val ores encontrados por Torres et a.** no
contra-filéde carne bovina(19,13%), no lombo suino (19,38%),
na bisteca sem osso (20,36%) e no patinho (20,27%). Franco®
também relatou dados de teor de proteina parafilé de carne de
boi cru (16,20%), paralombo de carneiro (16%) e em pernil de
porco cru (15,20%), inferiores aos do presente estudo. Os
resultados encontrados neste trabalho apontam uma vantagem
da carne bubalina para o consumidor, ja que a carne é fonte de
proteinas de elevado valor bioldgico. Os dados obtidos em base

Tabela 1. Composi¢ao centesimal e cal éricade carne de bufalo, em base imida e seca.

Composicao Alcatra Lombo Paulista Cha de dentro
Centesma (g%) B.Umida* B.seca** B.Umida* B.seca** B.Umida* B.seca**
Umidade 74,95(+1,63) 76,36(+2,48) — 75,90(+1,75)

Proteina 21,67(+1,75) 86,512 21,32(+1,96) 90,19 20,85(+1,29) 86,512
Lipideos 2.2(+0,81) 8,78® 1,83(+1,12) 7,74 2,18(10,84) 9,05*
Cinzas 1,14(0,2) 455 1,08(£0,18) 457 1,2(x0,2) 4,98
Calorias(kcal) 106 —_— 102 —_— 103 —_—

* Média de 20 amostras analisadas em triplicata, com desvio padréo entre parénteses.

** Obtida através de calculo

Valores namesmalinhacom |etras diferentes apresentam diferencasignificativa (p<0,05).
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secademonstram diferencasignificativanosteoresde proteinas
do lombo paulista, em relagdo a alcatra e cha de dentro.

A carne debifal o apresentou menoresteoresdelipideos
totais em relagdo a outras espécies. Os menores percentuais
foram encontrados em lombo paulista que, em base seca,
apresenta-se estatisticamente inferior aos detectados em cha
de dentro e alcatra.

Em estudo realizado por Torreset a.’® com carneboving,
osteoreslipidicos decontra-fil €, acém e patinho corresponderam
a12,78%, 4,3% e4,02%, respectivamente. Os autoresdetectaram
niveis de 14,89% em lombo de porco; 9,32% em coxadefrango
(sem 0ss0) e 7,43% em coxa de peru (sem pele e sem 0Ss0).
Apenas em peito de frango sem osso foram encontrados valores
similares (1,84%) aos detectados no lombo paulistade carne de
bufalo (1,83%) e no peito de peru (sem pele e sem 0sso) foram
relatados valoresinferiores aos da carne bubalina (1,53%).

A carne bubalina analisada também apresentou menor
teor lipidico em relagcdo ao contra-filé bovino (3%), pernil suino
(4,3%), e ao lombo e pernil suino com 3% e 5%,
respectivamente'®; o mesmo ocorrendo em relagdo ao filébovino
cru com 24,4% e lombo de carneiro com 31%, de acordo com
resultados relatados por Franco.

Rodrigues et al.®® encontraram em carne de bufalo da
racaMediterréaneo um percentual de 8,9% de gordura, em base
seca, valor similar aos detectados neste estudo, exceto para
lombo paulistaque apresentou percentua inferior. Estesautores
consideram que ha tendéncia da carne de bufalo apresentar
menor teor de gordura que bovinos, podendo contribuir paraa
salide, minimizando os problemas cardiovasculares. A énfase
atual em nutri¢ao humana éfocadano sentido de umaingestéo
reduzida de gorduras. Tanto o National Cholesterol Education
Program? quanto a Il Diretrizes Brasileiras Sobre
Dislipidemias®* recomendam um consumo de gordura total
dentro deum limite de 30% do valor cal6rico total.

Ferraraenfascelli?2 descreveram que acarne de bufalos
apresenta menor teor de gorduraintramuscul ar, além de maior
maciez e capacidade de retencdo de dgua do que a bovina; a
essefato atribuiu-se umamenor taxade crescimento do didmetro
da fibra muscular associada a menor consisténcia do tecido
conectivo. Muller et al. (1994), apud Rodrigues et al.’, ndo
encontraram diferenca de maciez entre a carne de bifalos
Mediterrdneo e bovinos Charolés, com os bufalos
apresentando gordura de marmoreio inferior aos bovinos.
Salienta-se que essa raga bovina é de origem européia, cujo
marmoreio € superior aos zebuinos e bufalos.

Os teores de cinzas da carne de bafalo variaram entre
1,08% e1,14%. Percentuaisinferioresforam relatados por Torres
et al.** em acém e contra-filé bovino (0,93% e 0,82%), percentual
similar foi encontrado em patinho (1,04%) e peito de frango
(1,10%). N&o foram detectadas diferencas significativas entre
0s teores de cinzas nos cortes analisados.

Comrelagao ao valor cal drico, osresultados encontrados
foram similares para os 3 cortes estudados: 106, 103 e 102 kcal
paraalcatra, chd de dentro e lombo paulista, respectivamente.
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Colesterol

Na Tabela 2, encontram-se os resultados das
concentrages de colesterol detectados no presente estudo. Ao
compararmos osteores obtidos em base seca, podemos observar
que dentre os cortes pesquisados, o de cha de dentro foi o que
apresentou maioresval ores, estati sticamente superiores (p < 0,05)
aos detectados em d catraelombo paulista, osquai s apresentaram
percentuais estatisticamente similares (p < 0,05). E importante
salientar que valores menores poderiam ser detectados através
do método HPL C, por ser mais preciso e exato.

Os resultados obtidos no presente estudo foram mais
€elevados que osrelatados por Bragagnol o e Rodriguez-Amaya®
(51mg/100g em carne bovina) e Browning et al.2* (64,5mg/100g
no muasculo longissimus e 76,2mg/100g, no muasculo
semimembranosus).

Valores mais elevados séo referidos por Franco!” para
carnebovina (123 mg/100g) e suina (102-368 mg/100g). Liraet
al.®® encontraram concentrac6es de col esterol de 89,3mg/100g
para o contra filé bovino e 92,7 mg/100g para o pernil suino,
valores superiores aos encontrados na carne de bufalo.

Pesquisas recentes vém demonstrando a preocupacdo
com os teores de colesterol em carnes e produtos
carneos®™122318  Entretanto, vale salientar que os teores de
colesterol detectados nos cortes de carne de bifal o estéo muito
abaixo do limite recomendado pelo National Cholesterol
Education Program? e |11 Diretrizes Brasileiras sobre
Dislipidemias®, que recomendam uma ingest&o de colesterol
menor que 300mg/dia.

Acidos graxos

O perfil de &cidos graxos encontrados nos cortes
estudados é apresentado na Tabela 3. Foram detectados vinte
e dois (22) acidos graxos, oito saturados (8), quatro (4)
monoinsaturados e dez (10) poliinsaturados. Sendo que houve
predominancia, em ordem decrescente e paratodos ostipos de
cortepara: acido oléico (C18:1), acido estearico (C18:0), acido
palmitico (C16:0), &cidolinoléico (C18:2) e &cido araquiddnico
(C20:4).

Segundo a revisdo de Monteiro®, a composicdo dos
acidos graxos pode sofrer variagdes em fungdo da espécie,

Tabela 2. Teores de colesterol em carne de bufalo.

Cortes Colesterol(mg/100g)

base umida* base seca **
Alcatra 83,01 (+17,35) 331,372
Lombo Paulista 79,01 (+21,11) 334,222
Cha de dentro 86,70 (+15,48) 359,75°

* Média de amostras analisadas em triplicata, com desvio-
padrdo entre parénteses.

** Obtida através de célculos

Valorescom letras diferentes apresentam diferencasignificativa

(p<0,05).
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raca, sexo e alimentacdo. Nos ruminantes, como bovinos e
ovinos, hd maior predominancia de acidos graxos saturados,
porque a microbiota do rimen hidrogena extensivamente os
acidos graxos insaturados da dieta®.

Nossos resultados apontam um aspecto positivo no
perfil de &cidos graxos da carne de bdfalo, umavez que acidos
graxos essenciais e benéficos ao organismo humano foram
detectados.

O &cido monoinsaturado oléico (C18:1), dafamiliadémega
9, tem sido apontado como hipolipidémico?, o qual atua
diminuindo as lipoproteinas de baixa densidade (LDL)?%,
apresentando efeito hipocolesterolémico e protetor contra o
desenvolvimento de doenca coronariana aterosclerética. Ha
umacorrelagéo diretaentre aincidénciae gravidade das |esBes
ateromatosas e as concentracdes plasmaticas de LDL.
Concentragoes elevadas de col esterol plasmatico aumentam o
tempo daL DL nacirculagao®. O &cido ol éico também é utilizado

Tabela 3. Perfil de &cidos graxosdacarne de bufalo.

no organismo como fonte preferencia de energiametabolizavel
para o crescimento rapido®.

O é&cido graxo saturado estearico (C18:0) é considerado
ndo aterogénico, sendo hipocol esterolémico®. Este &cido graxo
€ convertido rapidamente a acido oléico pelo organismo apos
suaingestao e ndo afeta o colesterol plasmatico (Bonanome e
Grundy)*. Ao acido poliinsaturado linoléico -6 (C18:2) sdo
atribuidos numerosos beneficios ao organismo® 2.

Os &cidos graxos da série dmega 6 exercem importante
papel fisioldgico como potentes mediadores dainflamagéo e
efeito benéfico sobre o sistemaimune®.

O &cido graxo poliinsaturado araquidoénico (C20:4) é
considerado essencial. Tem papel central no processo
inflamatério, pode ser convertido em eicosanoéides
(prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanas, lipoxinas),
importantesem umasérie de sistemasfisiol 6gicos, como o rend,
gastrointestinal, reprodutor e cardiovascular, além de ser

Teores %
Acidos graxos Alcatra* Lombo paulista* Cha de dentro**
Caprilico(C8:0) 0,37410,29) 0,50°(+0,26) 048°(+0,12)
Céprico(C10:0) 0,5610,21) 0,89°(+0,28) 048(+0,21)
Ladrico(C12:0) 2,65¢(£3,34) 2,33(+4,12) 2,344+3,81)
Miristico (C14: 0) 1,334(£1,02) 1,354+1,35) 1,07%(£1,06)
Pentadecandico (C15: 0) 0,3640,07) 0,3840,05) 0,354(+0,03)
Pamitico (C16: 0) 16,21%+1,99) 16,904(+2,34) 14,88°(+2,37)
Palmitoléico (C16:1) (E7) 1,3%(+0,50) 1,554+0,48) 1,48(+£0,49)
Margarico (C17:0) 0,93%+0,17) 0,874(+0,25) 0,814+0,19)
Heptadecendico (C17: 1) 0,614+0,16) 0,65410,15) 0,65¢(0,20)
Estedrico (C18:0) 19,26¢(+2,19) 16,99(+2,01) 17,47(+3,06)
Oléico(C18:1) (E9) 24,364+3,40) 24,73%(+4,16) 23,24%+4,28)
Vacénico (C18: 1) (E7) 2,69(0,27) 2,58¢10,25) 2,564+0,34)
Linoléico(C18:2) (E6) 9,264+1,79) 8,9%(+2,86) 10,37(x2,01)
Linolénico (C18:3) (E3) 2,56410,63) 3,074(+2,01) 2,614+0,58)
Octadecatetraenoico ( C18:4) 0,31%+0,06) 0,354(+0,07) 0,33(0,05)
Eicosadiendico (C20: 2) (E 6) 043(10,12) 0,444£0,21) 0,444+0,15)
Eicosatriendico (C20: 3) (E 6) 0,774x0,17) 0,8690,19) 0,874+0,19)
Araguiddnico (C20: 4) (E6) 3,60(+0,81) 3,75(x0,91) 3,884(+0,90)
Eicosatetraendico( C20:4) (E 3) 0,215+0,02) 0,14°(+0,03) 0,29%(+0,02)
Eicosapentaendico (C20: 5) (E 3) 1,799(+045) 1,83(10,45) 1,73(+0,40)
Docosapentaendico (C22: 5) (E 3) 1,834(+0,38) 2,074x0,53) 1,934+0,46)
Docosahexaenoico (C22: 6) (E 3) 0,224+0,03) 0,254+0,02) 0,224+0,02)
N&o identificados 1052 11,14 13,76
Saturados 41,67(x312) 40,21(+4,81) 37,88(15,27)
Monoinsaturados 29,05(+3,73) 29,51(+4,41) 27,93(x4,71)
Poliinsaturados 20,98(x3,93) 21,75(x4,62) 22,67(+4,33)
Razéow 6/ » 3 21:1 2:1 23:1
Poliinsaturados/saturados 0,50(+0,13) 0,54(+0,18) 0,60(x0,19)

* Médiade 10 amostras analisadas em duplicata, com desvio-padrao entre parénteses.
** Médiade 11 amostras analisadas em duplicata, com desvio-padrdo entre parénteses.
Médias com |etras diferentes, diferem estatisticamente, p<0,05.
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mediador das respostas imune e inflamatéria. E inibidor de
proliferacdo celular e citotdxico®. O &cido araquiddnico
participa na formag&o da bainha de mielina das terminagfes
nervosas e de sua recomposi¢do nos casos de esclerose
multipla®.

Bragagnolo* detectou como principais acidos graxos
nas espécies suina e bovina (racas Nelore, Beefalo e Canchin),
ooléico (18:1w-9), palmitico (16:0), estearico (18:0) elinoléico
(18:20-6).

Valesalientar que o acido graxo saturado palmitico foi o
segundo predominante nestas espécies, sendo encontrado em
proporcdes superiores as da carne de bifalo (22,6 a 26,2%). O
acido palmitico é considerado o principal acido graxo
responsavel pelaelevacdo do colesterol sérico®, evidenciando
vantagens na carne de bufalo em relagéo a estas espécies, pois
um alto teor de gordurasaturada éindesgjavel nadietahumana,
visto que apresenta-se como fator dietético de risco para o
desenvolvimento de doenca coronariana aterosclerética?®. Os
acidos estedrico e linoléico foram detectados em menores
concentracBes que na carne bubalina. Os percentuais de
estedrico variaram entre 12,1% a 6,9% em suinos e 16,2% a
14,8% em bovinos e os teores do &cido linoléico situaram-se
entre 16,2% e 14,8%, demonstrando mai s um aspecto positivo
sob o ponto de vistanutricional da carne de bifalo em relagdo
a estas espécies.

Em ovinos, ragaCorriedale ecruzamento lle de France x
Corriedale, foram identificados como principais &cidos graxos:
oléico (30,90% e 34,14%), seguido de estedrico (18,35% €21,90%),
pamitico (15,72% e 15,0%) elinoléco (6,40% e 4,66%)% .

Estes dados mostram semelhancas no perfil de acidos
graxos da carne ovinaem relagdo a carne de bufal o.

Rodriguez et al.*® identificaram como principais acidos
graxos em bufalos raca Mediterraneo, o oléico (34,7%), o
palmitico (23,7%), o estedrico (18,0%) eolinoléico (6,85%). O
&cido graxo monoinsaturado ol éico foi detectado em proporgéo
superior ao do nosso estudo, entretanto, € importante ressaltar
gue o segundo &cido graxo predominante foi o palmitico, o
qual foi encontrado em percentual superior. O acido graxo
estedrico apresentou valores similares e 0 &cido graxo linoléico
apresentou valores inferiores aos do presente estudo.

As porcentagens do &cido graxo poliinsaturado
araguidonico (C20:4m6) dacarne debifal o foram maiselevadas
que os resultados obtidos parasuinos em lombo, pernil e paleta,
gue corresponderam a 0,6%, 2,0% e 1,2%, respectivamente.
Maiores, também, que os teores obtidos para bovinos daraga
Nelore (0,5%), Beefalo (0,5%) e Canchim (0,4%)“. Também
verificou-se superioridade em relac8o aos resultados obtidos
parabifalo racaMediterraneo (1,11%)°% Os acidos graxos
saturados|éurico (C12:0) e miristico (C14:0) foram detectados
em pequenas concentragdes em todos os cortes bubalinos
testados. Tais &cidos graxos promovem hipercolesterolemia® e
estao relacionados com o aumento, no soro sangiineo, de
lipoproteinade baixadensidade (LDL), resultando naincidéncia
de doencas cardiovasculares e suas seqguelas, ao lado do
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aumento dos niveis séricos de colesterol, levando a
arteriosclerose®.

Comparando-se asmédiasde C12:0 do presentetrabalho
com resultados de outras espécies, verificou-se percentuais
inferioresem bovinosdasragas Nelore (0,2%), Beefalo (0,2%)
e Canchim (0,2%); em suinos (0,2%)%*; etambém em ovinos,
raca Corriedale (0,17%) e cruza lle de France x Corriedale
(0,16%)%. Por outro lado, em relagéo aos teores de miristico
verifica-se que os resultados obtidos na carne de bifalo sdo
inferiores aos encontrados em outras espécies. Para ovinos
foram descritos 2,40% (ragaCorriedale) e 2,35% (cruzalle de
France x Corriedale)?. Em bovinos, encontraram-se
percentuaisde 3,5% (Nelore), 3,8% (Beefalo) e4,7% (Canchim).
Em bufalosragaMediterraneo verificou-seteores similaresdo
acido graxo miristico em relacdo aeste trabalho (0,97%) %°.

Os éacidos graxos saturados encontrados nas amostras
dealcatra, lombo paulistae chd de dentro representaram 41,6 7%,
40,21% e 37,88% dos éacidos graxos identificados,
respectivamente. Rodrigues et a. *> detectaram em carne de
bifalo daracaMediterraneo umtotal de42,7% de acidos graxos
saturados. Este valor € superior ao detectado em nosso estudo
e deve-se amaior proporgao do &cido graxo palmitico daraca
Mediterréneo.

Em ovinos sdo rel atados percentuais de acidos graxos
saturadostotais de 46,84% (raga Corriedale) e 49,10% (cruza
lle de France x Corriedale)®. Bragagnolo* detectou em
suinos percentuais de 41,4% (lombo), 32,7% (pernil), 35,4%
(paleta) e 38,8% (toucinho). No mesmo trabal ho, encontraram-
se em bovinos ragas Nelore, Beefalo e Canchim percentuais
de 47,8%, 47,4% e 48,0%, respectivamente, para estes acidos
graxos. Deve ser levado em conta, que 46% do total dos acidos
graxos saturados detectados na carne de bdfalo
corresponderam ao acido estearico, nos cortes de alcatra e
chédedentro e 42% em lombo paulista, evidenciando-seassim
mais um fator positivo na carne de bifalo como opgao de um
alimento saudavel.

Com relagdo aos &cidos monoinsaturados os valores
obtidos corresponderam a 29,05%, 29,51% e 27,93%. Os
percentuai s desses cidos graxos relatados em bovinos, ragas
Nelore, Beefalo e Canchim totalizaram 40,2%, 42,8% e 40,0%.
Em suinos detectaram-se percentuais de 46,2% (lombo), 42,2%
(pernil), 47,5% (paleta)**. Em ovinos, foram encontrados
percentuais de 34,60% (Corriedale) e 37,22 (lle de France x
Corriedale)?. Rodriguez et al.*® detectaram 40,2% de &cidos
graxos monoinsaturados em bufalos raga Mediterraneo.

Quanto aos poliinsaturados, estesval ores representaram
20,98%, 21,75% e 22,67% do total de acidos graxos,
respectivamente para alcatra, lombo paulista e cha de dentro.
Monteiro® relatou em ovinos teores totais de poliinsaturados
de 8,35% (raca Corriedale) e 6,02% (cruza lle de France x
Corriedale). Em bovinos, racas Nelore, Beefalo e Canchin
foram rel atados percentuai s de poliinsaturadostotais de 10,3%,
9,1% e 9,3%. Em suinos, detectaram-se percentuais de 12,5%
(lombo), 25,1% (pernil), 16,9% (paleta)* . Em bufalosdaraga
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Mediterraneo foram encontrados 9,55% de &cido graxos
poliinsaturados®, percentual inferior aos detectados em nosso
estudo.

O &cidolinolénico, dafamiliaw-3, foi detectado em todos
os cortes de carne analisados, em teores mais elevados que 0s
encontrados por Bragagnol 0* em carne bovina crua das ragas
Nelore, Beefalo e Canchin, que corresponderam a 0,6%, 0,7%
e 0,7%, respectivamente. Superiores também aos valores
encontrados por Rodriguez et al.*>em carne de bifalo daraca
Mediterraneo (0,45%).

O teor médio de &cidos graxos da familia dmega 3 nos
cortesanalisadosfoi de 6,61 (alcatra), 7,36 (lombo paulista) e
6,78 (cha de dentro). Bragagnolo* relatou teores de w3 em
bovinosde 3,3 % (Nelore), 2,6% (Beefalo) e 3,4% (Canchin).
Em suinos, foram detectados percentuaisde 0,9% (lombo), 2,2%
(pernil) e1,1% (pal eta).

Osécidos graxos dmega 3 e dmega 6 apresentam efeitos
hipocol esterolémicos e reduzem os niveis de LDL. Sao os
precursores de um conjunto de substancias com atividades
fisiol 6gicas e farmacol 6gicas denominadas eicosandides, que
abrangem as tromboxanas, prostaglandinas (que possuem
efeitos hipotensores), prostaciclinas (inibe a agregacéo
plaguetériae aumentao HDL) eleucotrienos. Equilibrioentrea
producdo de prostaglandinas e tromboxanas inibe o
aparecimento de doencas cardiovascul ares®. Esses acidos sdo
importantes na manutengéo da higidez da pele e essenciais as
membranas, ao bom funcionamento davista, atravésdaretina,
ao desenvolvimento do cérebro e do sistema nervoso, e dos
fosfol ipideos existentes no organi smo. A uxiliam no controlede
fatores de risco das moléstias cardiacas e vasculares, desde
gue em proporcOes adequadas®”. Epidemiologicamente, os
&cidos graxos poliinsaturados 6mega 3 mostram efeito benéfico
na prevencao de varios tipos de cancer®,

Quanto aos percentuais da familia dmega 6,
corresponderam a 14,06 (al catra), 14,04 (lombo paulista) e 15,56
(ch& de dentro). Em bovinos, estes valores corresponderam a
6,3% (Nelore), 6,2% (Beefalo) e 5,2% (Canchim). Em suinos,
detectaram-se percentuais de 11,4% (lombo), 22,7% (pernil) e
15,6% (paleta)*.

O efeito bioldgico dos acidos graxos essenciais
depende darazo entre os &cidosdas familias mw6/w3 presentes
nos fosfolipideos que constituem as membranas . A Japan
Society of Lipid Nutrition recomendaque arazéo w6/w3 seja
de 4:1 paraadultos saudaveis e de 2: 1 naprevencao de doencas
cronicas em idosos®. No presente trabalho, a proporgéo de
acidos graxos poliinsaturados w6/w3 encontradafoi de 2:1.

Os valores encontrados para a razéo poliinsaturados/
saturados no presente estudo sdo superiores a0 minimo
recomendado pelo British Department of Health® paraadieta
total, que €de0,45.

A preocupagdo das pessoas com 0 consumo de carne
vém aumentando nos Ultimos anos, na medida em que os
habitos alimentares contribuem para aetiol ogiados problemas
cardiovasculares. Os resultados obtidos neste trabalho

apontaram vantagens no consumo de carne de bdfalo sob o
ponto de vista nutricional em relacéo a de bovinos e suinos.

Neste contexto, o incentivo aprodutividade do rebanho
bubalino surge como alternativa promissora para aumentar a
oferta de carne de qualidade para consumo e,
consegientemente, atender melhor & demanda de proteina
animal.

CONCLUSOES

Tendo como base os resultados obtidos, e nas condi¢des
em que o trabalho foi realizado, pode-se concluir que:

Todos os cortes de carne de bifalo analisados
apresentaram elevados teores de umidade, proteinas, cinzas
e baixos teores de lipideos quando comparada a outras
espécies. Osteores de colesterol estdo muito abaixo do limite
recomendado de 300 mg/dia. Os principais &cidos graxos
encontrados paratodos ostipos de corte foram: oléico (C18:1),
estedrico (C18:0), palmitico (C16:0), linoléico (C18:2) e
araquidonico (C20:4). O perfil de &cidos graxos obtido acoloca
como opcéo de um alimento saudavel em comparagdo com
outras espécies. A carne de bifalo apresenta-se como fonte
de acidos graxos hipocolesterolémicos e a razéo encontrada
entre os acidos graxos w6/w3 e a relagdo poliinsaturados/
saturados nos cortes analisados estdo dentro dos padrfes
recomendados.

As informagdes contidas no trabalho sdo muito
importantes tanto do ponto de vista nutricional quanto
econdmico e poder&o contribuir paraumamaior difusio da
carne de bufalo no pais. Os resultados obtidos justificam o
estabel ecimento de politicas publicas de incentivo acriagéo
de bufalos e melhoria de produtividade do rebanho
bubalino.
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RESUMO

A &gua para consumo humano é uma das fontes possiveis de exposi¢do ao chumbo em areas urbanas,
sendo as criangas mais suscetiveis quando expostas ao metal, comparadas aos adultos. O presente estudo
teve como objetivos avaliar a concentragdo de chumbo em &gua consumida nas escolas publicas da
cidade de S&o Paulo e comparar as concentragdes do metal em amostras col etadasimediatamente ao inicio
do escoamento da &gua e apods dois minutos de escoamento continuo. O chumbo foi determinado por
espectrometriade absorcdo atdbmicacom forno degrafite (GFAAS), com aguecimento transversal e corretor
de fundo com efeito Zeeman. Amostras de agua de doze escolas foram avaliadas e, dentre estas, duas
continham chumbo acimado limite estabel ecido pelalegislacdo brasileira (0,01 mg.L ). Nestes pontosde
coleta, amostras também foram tomadas apds o0 escoamento de agua de dois minutos e apresentaram
concentracBes de chumbo abaixo de 0,01 mg.L 1. A¢des corretivas foram implementadas nas escolas que
haviam apresentado o problema e andlises subseqlientes mostraram que o nivel de chumbo na adgua
estava abaixo do limite de quantificagdo do método analitico (0,001 mg.L ), indicando a adequacado das
medidas, tornando a dgua satisfatdria para 0 consumo humano.

Palavras-Chave. chumbo, &gua paraconsumo, escolas, absorcéo atémica, S&o Paulo.

ABSTRACT

Drinking water isone of the possible sources of lead exposurein urban areas. Children are more susceptible
when exposed to this metal. The purpose of the present study was to assess the concentration of lead in
drinking water consumed in municipal schools of S&o Paulo. The concentrations of lead in samples
collected immediately after opening the faucet were compared with those lead levels in water collected
after two minutesin continuous flowing. Lead concentration was determined by graphite furnace atomic
absorption spectrometry (GFAAS), with transversal heating and Zeeman background correction. Among
twelve surveyed schools, the water samples from two schools contained lead levels above the limits
determined by Brazilian legislation (0.01 mg.L?). After two minutes of continuous flowing, lead
concentrationsin these localswere below 0.01 mg.L. Corrective actions in water distribution system of
these schools were implemented, and after subsequent analysis, lead concentrations were below the
quantification limit of the method (0.001 mg.L %), indicating that these actionswere appropriated in order to
make the water suitable for human consumption.

Key Words. lead, drinking water, schools, atomic absorption spectrometry, GFAAS.
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INTRODUCAO

A &gua para consumo € uma das fontes possiveis de
exposi ¢do ao chumbo nas &reas urbanas. A contaminagdo pode
ocorrer por migracdo do metal presente no material utilizado no
sistemahidraulico dos edificios. Fatores como atemperaturae
composi¢do daaguapodem influenciar naliberacdo dosmetais.
Destaforma, o material usado para adistribuicdo da dguanéo
deve ceder substancias que causem riscos a saide humana e
deve ser resistente a corrosaot. De modo geral, a gua com
maior alcalinidade e dureza é considerada menos corrosivaem
tubulages metalicas®. H4, portanto, a necessidade que a agua
dos reservatorios do sistema de abastecimento, colunas de
distribui¢do e pontos de fornecimento para o consumo, tais
como torneiras e bebedouros, sofra verificagdo periddica de
potabilidade. O dimensionamento do sistema hidraulico deve
ser proporcional ao consumo, para garantir a potabilidade da
agua, com afinalidade de reduzir o tempo de armazenamento
nos reservatérios, tubulagdes e acessorios.

O grau de exposi ¢&o ao chumbo depende princi pal mente
da dose, freqiiéncia e fatores individuais de risco. As fontes
mais comuns de exposi ¢do aeste metal sdo 0 solo, ar, guapara
consumo, alimentos, ocupacdo e habitos de lazer. Em estudos
epidemiol dgicos alguns desses fatores de risco a exposi¢éo ao
chumbo podem preval ecer independentemente, ou influenciar
em combinagdo com outros fatores. O chumbo € acumulativo
no organismo, e quando ingerido de forma continua, mesmo
em baixas concentragdes, pode provocar alteragdes na sintese
do heme e distdrbios no sistemanervoso. As criangas sdo mais
suscetiveis a absor¢do do chumbo em relagéo aos adultos, e
podem sofrer efeitos neurol 6gicos, retardo no desenvolvimento
psicomotor e dificuldades de aprendizagem, entre outras
consequéncias®.

No Brasil, asinstalagtes hidraulicas prediais para agua
fria, parauso e consumo humano, devem seguir aNormaTécnica
NBR 5626/924, com afinalidade de atender asexigénciasminimas
de higiene, seguranca, economia e conforto dos usuérios. O
Ministério da Salde, por meio da Resolugéo N° 105, aprovou
como critério geral para os equipamentos plasticos fixos de
provisdo, armazenamento e distribuicéo de agua potavel, que
estes ndo devem ceder substancias em quantidades que
impliguem em risco paraasalide humana, incluindo os metais°.

Devido a alta toxicidade do chumbo, a legislacéo
brasileira estabel eceu em 1990 o limite méximo de 0,05 mg.L*
para dgua de consumo. Em revisdo de 2000, o Ministério da
Salide reduziu o limite tolerado parao chumbo para0,01 mg.L*
de &gua para consumo. Este limite foi mantido na Portaria N°
518 de 25 de margo de 2004, que estabel eceu os atuai s padrdes
de potabilidade para agua® &.

O objetivo deste estudo foi reavaliar as concentragdes
de chumbo em &guaconsumidaem escolaslocalizadasem varias
regides da cidade de Séo Paulo, abastecidas pelarede publica
que, em estudo anteriormente realizado por Teixeira®,
apresentaram niveis acima dos limites estabelecidos pela
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legislacdo, com a finalidade de verificar a situagdo mais
atualizada de contaminacdo por esse metal, que pudesse resultar
em fonte de exposi¢&o das criangas em idade escol ar, e subsidiar
as medidas corretivas para a solucdo dos problemas
encontrados. O presente estudo também comparou as
concentragBes do metal em amostras col etadas imediatamente
ao inicio do escoamento da agua e apos dois minutos de
escoamento continuo.

MATERIAL E METODOS

A partir dos resultados obtidos por Teixeira®, que
analisou amostras de aguade 100 escolas municipais dacidade
de S&o Paulo, foram solicitadas anélises de agua pelas
Secretarias Municipais da Salide e da Educacdo da cidade de
Séo Paulo em doze escolas plblicas do municipio abastecidas
com aguadaRede Publica, que apresentaram niveis de chumbo
acimade0,01 mg.L* nadguaparao consumo. Todasasamostras
foram coletadas pelo Servico Municipal de Abastecimento
(SEMAB) —Departamento de I nspecéo Municipal deAlimentos
(DIMA), nos periodos de junho de 2002 e junho de 2003, e 0s
ensaios de chumbo foram realizados no Instituto Adolfo Lutz.

As amostras foram coletadas em pontos de maior
consumo: cozinha e bebedouros, e para efeito de comparacdo,
foram também tomadas amostras dos cavaletes ou do ponto
mais proximo destes. Além disso, em dois estabel ecimentos
existiam pocos ja desativados, cujas aguas também foram
analisadas.

Em cada ponto de saida de &gua, as amostras foram
coletadas em doisfrascos de polietileno de 100 mL, que foram
previamente descontaminados quimicamente em HNO, e
enxaguados com &gua destilada e desionizada. Aos frascos
adicionou-se HNO, como conservante das amostras, de modo
aaobter concentracdo final a0,2% em acido.

Em todas as escolas selecionadas, as torneiras foram
mantidas fechadas por um periodo minimo de sete horas antes
dacoletadaamostra. Em cada ponto de coleta, foram retiradas
amostras em dois frascos identificados como “a” e “b”, de
primeiro jato, isto é sem escoamento prévio do conteldo
estagnado no sistema. As amostras do segundo jato foram
tomadas apds dois minutos de escoamento, e os dois frascos
retirados também foram identificadoscomo“a” e“b”.

Posteriormente, apés a implementacéo de acles
corretivas no sistema de distribuicdo de dgua das escolas que
na primeira avaliagdo apresentaram chumbo acima do limite
estabelecido, novas coletas de amostras foram feitas, com a
finalidade de avaliar a eficécia das medidas adotadas.

Para a determinacdo de chumbo, utilizou-se
Espectrémetro de Absor¢do Atdmica com Forno de Gréfite
(GFAAYS), com aguecimento transversal e corretor de fundo
com efeito Zeeman, modelo SIMAA 6000, marca Perkin EImer.
O programatérmico utilizado encontra-se naTabelal. O método
empregado foi previamente validado. Para avaliar a exatidéo
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utilizou-se o Material de Referéncia Certificado de agua do
National Institute of Standards and Technology (NIST), SRM
1643c, Trace Elementsin Water. Osval ores certificado e obtido
foram respectivamente, 0,01815 + 0,00064 mg.L* € 0,0184 +
0,00101 mg.L%. Olimitede quantificacdo do métodofoi de 0,001
mg.L™, calculado como dez vezes o desvio-padréo de dez
medi¢Bes de um branco. As andlises foram realizadas
diretamente sem tratamento prévio. Como modificador quimico
utilizou-se uma mistura de NH,H,PO, e Mg(NQ,),, com
concentragOes finais de 0,5% e 0,03%, respectivamente. Os
volumesinjetados de amostrae modificador quimico foram 20 uL
e 10 uL, respectivamente. A faixa de trabalho utilizada foi de
0,003a0,012mg.L2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Teixeira® avaliou os nivels de chumbo em amostras de
agua para consumo, coletadas em Escolas Publicas do
Municipio de S&o Paulo, e encontrou niveis de chumbo acima
do limite tolerado pelalegislacdo brasileiraem vigor, em 11%
das amostras analisadas.

Estas escol as sdo freqlientadas por alunos nafaixaetaria
de 7 a 14 anos, onde recebem merenda escolar preparada no
local e consomem é&gua dos bebedouros, constituindo deste
modo o subgrupo da popul agéio mais sensivel a contaminacdo
por chumbo.

Os resultados obtidos para cada amostra analisada no
presente trabalho, das escolas sel ecionadas pel as autoridades
municipais, estdo descritos na Tabela 2.

Entre as amostras analisadas, somente quatro, tomadas
nas escolas 1 e 4, apresentaram concentragdes de chumbo que
excederam o limitemaximo de 0,01 mg.L 2, fixado pelalegidagéo
em vigor para &gua para o consumo. As aguas das demais
escol as apresentaram-se satisfatérias com relagéo ao chumbo.

Para a escola 1, as amostras “a”, do primeiro jato, nos
trés pontos de amostragem apresentaram concentracdes de
chumbo acima do limite estabel ecido pelalegislacéo vigente;
na escola 4, somente na amostra “a” do bebedouro foi
encontrada concentragdo de chumbo maior que 0,01 mg.L .

Para as escolas 1 e 4, o Orgdo Municipal de Salde
encaminhou sugestdes para a substituicdo de componentes

do sistemahidréaulico, com afinalidade de reduzir acontaminacdo
por chumbo na agua para o consumo. As repeticdes das
analises, feitas para estas escolas, estéo inseridas no final da
Tabela 2. As concentracdes obtidas para o chumbo nesta
avaliac8o encontravam-se abaixo do limite de quantificac&o do
método, indicando que as agdes corretivas tomadas foram
eficientes.

Nas escolasem quefoi detectadaa presencade chumbo,
observou-se que aamostra“a”, do primeiro jato, referente aos
primeiros 100 mL apresentou concentracdo maior que aamostra
“b”. Fato semelhante foi constatado por Gulson et al.*® que
encontraram que a contaminagdo por chumbo pode estar
presente na agua estagnada no sistema de encanamento como
torneiras, canos, soldas, conexdes, entre outros.

Verificou-se que nostrés pontos de amostragem de uma
mesma escola as concentragdes de chumbo foram superiores
nos primeiros 100 mL coletados, indicando que o problema
estariamuito proximo do ponto de saida. Portanto, no presente
estudo, a presenga de chumbo poderia ser atribuida aos
dispositivos de saida das tubulagdes, torneiras, bebedouros e
soldas.

Conforme pode ser observado na Tabela 2, todas as
amostras coletadas ap6s o tempo de dois minutos (2° jato),
apresentaram concentragdes de chumbo abaixo do limite de
quantificagdo, indicando que o escoamento da agua tornou a
gualidade damesma satisfatoria.

Segundo o EPA (EUA)Y, Environmental Protection
Agency, no caso de comprovacdo ou suspeita de contaminacgo
daaguapor chumbo nas escol as e construges ndo-residenciais,
recomenda-se como agdo imediataa aberturadastorneiras, por
no minimo dois minutos, antes do consumo. Desta forma é
possivel que aéguaretidanas tubulagdes por um certo periodo
de tempo sgja totalmente escoada, garantindo a seguranca no
preparo de alimentos ou ingestao. Recomenda-se também que
0 escoamento sgjafeito em cada saidade aguapotavel. O reparo
do sistema de distribuicdo seria recomendado em casos
analisados particularmente como de maior risco. Esta
recomendacd@o poderia ser a solu¢do mais répida e de baixo
custo para a potencial contaminagdo por chumbo, porém
implicaria em desperdicio de agua tratada, caso a égua do
escoamento ndo fosse aproveitada para limpeza ou outra
finalidade ndo potéavel.

Tabela 1. Programatérmico utilizado para determinagao de chumbo em &gua por espectrometriade absor¢édo atémicacom forno

degrafite.
Temperatura (°C) Rampa(s) Patamar (s) Fluxo de gas Latura
110 2 40 20
130 15 45 20
700 10 2 20
1500 0 5 0 X
2550 1 5 20
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Tabela 2. Concentragéo de chumbo em amostras de agua coletadas em diferentes pontos das escolas publicas municipais

Concentracdo de chumbo (mg.L 1)

cozinha cozinha bebedouro bebedouro
escola amostra (primeiro (segundo (primeiro (segundo cavalete poco
jato) jato) jato) jato)
1 a 0,019 ND 0011 ND 0,063 ND
b 0004 ND 0,006 ND ND ND
2 a 0,001 ND ND ND ND -
b ND ND ND ND ND -
3 a ND ND ND ND ND -
b ND ND ND ND ND -
4 a 0,002 ND 0,026 ND ND -
b ND ND 0,002 ND ND -
5 a ND ND 0,004 ND ND -
b ND ND ND ND ND -
6 a 0,001 ND 0,007 ND 0,002 0,002
b ND ND 0,002 ND 0,004 0,001
7 a ND ND 0,002 ND ND -
b ND ND ND ND ND -
8 a 0,008 ND 0,002 ND ND -
b 0004 ND ND ND ND -
9 a ND ND ND ND ND -
b ND ND 0,001 ND ND -
10 a ND ND ND ND ND
b ND ND ND ND ND -
u a 0,003 ND ND ND ND -
b 0,003 ND ND ND ND -
1 a ND ND 0,003 ND ND -
b 0,002 ND 0,002 ND ND -
1* a ND ND ND ND ND -
b ND ND ND ND ND -
4 a ND ND ND ND ND -
b ND ND ND ND ND -

ND (n&o detectado): abaixo do limite de quantificacdo do método de 0,001 mg.L*

a: frasco contendo os primeiros 100 mL de amostra col etados

b: frasco contendo amostra coletada apds os primeiros 100 mL de amostra col etados

primeiro jato: amostra col etada sem escoamento prévio

segundo jato: amostra col etada com escoamento prévio de 2 minutos

* apds modificacdes ef etuadas no sistema hidraulico

CONCLUSOES

Das doze escolas avaliadas apenas duas apresentaram
concentragdes de chumbo acimado limite méximo estabelecido
pela legislagdo vigente. As agdes corretivas implementadas
foram consideradas adequadas e positivas, tornando a agua
satisfatoria para o consumo, com relagéo ao chumbo.

As amostras coletadas imediatamente apos a abertura
das saidas de aguaapresentaram concentragdo de chumbo mais
elevada. O consumo de &gua contaminada por chumbo devido
ao contato com o material do sistema de distribuicéo, ou
componentes dos pontos de saida, pode ser evitada, utilizando-
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se a 4gua para 0 consumo e preparo de alimentos, apds o
escoamento prévio por cerca de dois minutos do contetido
inicialmente contido no sistema.

Um programa de monitorizagcdo continua da presenca
de metais téxicos nas aguas de creches e escolas privadas e
publicas, com o objetivo de recomendar agbes corretivas nos
pontos contaminados, seria de interesse para avaliar a
seguranca de consumo de &gua pela populagdo infantil, mais
suscetivel a exposicdo, em idade de desenvolvimento fisico e
mental. O programa deveria incluir a padronizagdo do
procedimento de coleta de amostra, para avaliar
comparativamente a potabilidade das &guas das escolas.
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RESUMO

O sangue é o indicador biol 6gico mais utilizado para avaliar a exposi¢do humanarecente ao chumbo e ao
cadmio. A espectrometriade absor¢do atdbmicacom forno degrafite (GFAAS) é umaescol haapropriadapara
a determinacdo desses metais em sangue de criancas, em funcéo da capacidade de detectar baixas
concentragdes e pequeno consumo de amostra. O objetivo deste estudo foi desenvolver e validar uma
metodol ogiaparaadeterminacédo simultaneade chumbo e cadmio em sangue por GFAAS. O sanguetotal foi
diluido em uma solugéo de Triton X-100 em HNO, e umasolugdo de NH,H,PO, e Mg(NO,), foi utilizada
como modificador quimico. As condigdes analiticas foram otimizadas e as melhores temperaturas de pirdlise
eatomizacdo foram respectivamente, 500 °C e 1500 °C. Paravalidacdo dametodol ogiaforam utilizados os
materiais de referéncia certificados NIST SRM 955b (Lead in bovine blood) e SRM 966 (Toxic metalsin
bovine blood). Foram avaliados os seguintes pardmetros para o chumbo e o cadmio, respectivamente:
linearidade (5,0a2100,0 ug.L*e0,3a3,0ug.L 1), exatiddo (99,9% e 97,7%), precisdo (CV = 3% e 13%), limite
dedeteccdo (5,4 ug.L*e0,06 ug.L?) elimitedequantificacdo (18,4 ug.L e 2,1 ug.L ). O méodo proposto
é rdpido, sensivel e adequado para a determinagdo simulténea de chumbo e cadmio em sangue de
trabal hadores e de populagdes expostas, incluindo criangas.

Palavras-Chave. chumbo, cadmio, sangue, forno degrafite, AAS, validago.

ABSTRACT

Blood lead and cadmium levels have been used to evaluate recent human exposure to these metals.
Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry (GFAAS) isthe most suitable technique for lead and
cadmium determinationsin biological fluids dueto its ability in detecting low concentrations of metals,
and for using small amount of sample. The objective of this study was to establish and to validate a
methodol ogy for simultaneous determination of lead and cadmium in blood by GFAAStechnique. Blood
sampleswerediluted with Triton X-100in HNO,, and amixture of NH,H,PO, and Mg(NO,), solutionswas
used aschemical modifier. Theanalytical conditionswere optimized and the best pyrolysisand atomization
temperatureswere 500°C and 1500°C, respectively. For validation, certified reference materialsNIST SRM
955b (L ead in bovineblood) and NIST SRM 966 (Toxic metal sin bovine blood) were used. The evaluated
parametersfor lead and cadmium were: linearity (5.0t0100.0 ug.L*and 0.3t0 3.0 ug.L ™), accuracy (99.9%
and 97.7%), precision (RSD = 3% and 13%), detection limit (0.54 ug.L* and 0.06 ug.L 1), and quantification
limit (1.8 ug.L™* and 0.21ug.L™Y), respectively. The proposed method is fast, sensitive and suitable for
simultaneous determination of lead and cadmium in blood samples from popul ations with occupational or
environmental exposure, including children.

Key Words. lead, cadmium, blood, graphitefurnace, AAS, validation.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento de metodologias analiticas para a
determinagdo de chumbo e cddmio em alimentos, &guas ou
fluidos biol 6gi cos apresenta grande importancia umavez que
estes metais sdo bastante empregados na industria, sendo
ent&o disseminados no meio ambiente. Além disso, o chumbo é
considerado o principal contaminante metélico ambiental em
todo 0 mundo!. O cadmio pode estar presente nas areas de
mineragdo de chumbo e zinco como contaminante geol 6gico?.

O chumbo é inicialmente absorvido nas células
vermel has do sangue seguindo para ostecidos moles, podendo
seacumular nos 0ssos**. O cadmio é acumulativo, nefrotdxico
e carcinogénico?.

As concentrag8es de chumbo e cadmio no sangue total
sdo utilizadas como indicadores bioldgicos de exposicéo
recente a esses metais®’. Mesmo nos casos de exposi¢ao
ocupacional e principalmente na exposi¢cdo ambiental, as
concentracfes desses contaminantes no sangue sdo baixas,
limitando o nimero de técnicas analiticas que podem ser
utilizadas para essas determinagoes.

A espectrometria de absorgdo atdbmica com forno de
grafite (GFAAS) é umatécnicaapropriada paraadeterminagdo
de elementos presentes no sangue em baixos niveis de
concentracdo uma vez que apresenta alta sensibilidade,
permitindo a determinagdo direta, com minimo consumo de
amostrae simplicidade napreparacao™. Além disso, atua mente
a técnica de GFAAS pode ser aplicada a determinagao
simultanea de elementos, reduzindo o tempo e o custo de
andlise’®®,

Naliteraturapodemosverificar queatécnicade GFAAS
€ amais utilizada rotineiramente pel os L aboratorios de Salde
Pdblica de outros paises, para avaliar a exposi¢éo de criangas
ao chumbo e, também para atender aos programas de
monitoramento de trabal hadores expostos**“.

Ja no Brasil, 50% dos laboratdrios que participam do
Programa de Ensaio de Proficiéncia (PEP), organizado pelo
Instituto Adolfo Lutz (IAL), utilizam a técnica de GFAAS,
enquanto que no Programa Interlaboratérios de Control de
Calidad do Gabinete de Seguridad e Higiene en el Trabajo de
Zaragoza — Espanha, 74,3% dos laboratérios participantes
utilizam estatécnica. A diferencanaproporcao douso daGFAAS
em relagdo a técnica com chama, pode ser devido ao maior
custo para aquisi¢cdo do equipamento.

A legislacdo brasileira® estabelece o valor dereferéncia
de 40 pg.dL e o indice biol 6gico méaximo de 60 pg.dL ! para
chumbo em sangue de trabal hadores expostos. Para o cadmio,
alegislacéo brasileirando estabel ece limites parao sangue, jaa
American Conference of Governamental Industrial Hygienists
- ACGIH adotaovalor de5 pg.L* paracédmio em sangue como
indice bioldgico de exposi¢ao®e.

Umavez que as criangas sdo mais sensiveis aos efeitos
téxicos do chumbo, a Organizagdo Mundial da Salide (OMS)
tem considerado que mesmo niveis menores que 10 ug.dL de

chumbo no sangue podem causar efeitos adversos, tais como:
alteracdo no desenvolvimento mental, desordens do sistema
nervoso, reducdo da audi¢éo e do crescimentot-2,

O objetivo destetrabalho foi desenvolver evalidar uma
metodol ogia empregando a técnica de GFAAS, que possa ser
utilizada paraa determinagdo simultanea de chumbo e cadmio
em sangue, tanto de popul agdes expostas quanto ndo-expostas,
incluindo criangas.

MATERIAL E METODO

Reagentes

Agua desionizada ultrapura (com resistividade de 18,2
MQ.cm™), HNO, ultrapuro e Triton X-100 PA. foram utilizados
nadiluicdo daamostrae napreparagcdo dacurvaanalitica. Como
modificador quimico, foi utilizadaumamisturadeNH,H,PO, e
Mg(NO,), nas concentracdes de 0,5% (m/v) e 0,03% (m/v),
respectivamente. Para a avaliagdo da exatiddo do método
proposto foram utilizados os materiais dereferénciacertificados
de sangue do National Institute of Standards and Technology
(NIST), SRM 955b niveis 2, 3 e 4; e SRM 966 nivel 2. As
solugbes-padréo de trabalho contendo 10,0 mg.L* dePb e 1,0
mg.L? de Cd foram preparadas a partir de solucdes padréo
monoel ementares Titrisol (Merck) com concentracdo de 1000,0
mg.L*. As solugdes-padrdo da curvaanaliticaparao Pbeo Cd
foram preparadas no dia do ensaio, em uma solucdo de Triton
X-100 0,2% (m/v) em HNO, 0,1% (v/v), e consistiram das
seguintes concentracdes para Pb: 5,0; 20,0; 60,0; 80,0 e 100,0
ug.LteparaCd: 0,3;0,6; 1,2; 2,4e3,0ug.L 1. Avidrariautilizada
foi descontaminada quimicamente passando por 2 banhos de
HNO, 20% (v/v) (24 horas cada um) e subseqliente enxagiie
com &gua desionizada ultrapura.

Preparacéo daamostra

Uma aliguota de 100 pL de sangue total previamente
homogeneizadafoi diluidaem 900 pL deumasolucdo de Triton
X-1000,2% (m/v) em HNO, 0,1% (v/v), diretamente no copo do
autoamostrador. A ponteirafoi enxaguada vérias vezes com a
solucdo preparada, paraassegurar ahomogenei dade do sangue
com o diluente.

Instrumentacéo

As andlises foram realizadas utilizando-se um
espectrémetro de absorgdo atdmica simultaneo com
aguecimento transversal e equipado com corretor de fundo
Zeeman longitudinal, modelo SIMAA 6000, marcaPerkin Elmer.
Asinjegdes foram feitas com autoamostrador, modelo AS 72,
marca Perkin Elmer. Lampadas de catodo oco foram utilizadas
nas determinacfes de chumbo e cadmio e foram selecionados
os comprimentosde onda 283,3 nm e 228,8 nm, respectivamente.
Tubospiraliticoscom plataformaintegradaforam utilizadosem
todas as determinagfes. Os parametros analiticos utilizados
s80 apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Par&metros analiticos paraadeterminacéo
simultanea de chumbo e cadmio.

Tempo de integracdo 5s
Volumede amostra 20uL
Volumedo modificador quimico  10uL

Cdlibragéo Linear comintersecéo
calculada
Sind Areade pico
Gés Argbnio
RESULTADOS

Otimizacao das temperaturas de pirdlise e atomizagéo

Baseando-se em estudos preliminares realizados com
amostras de sangue, foi estabelecido o programa térmico
apresentado na Tabela 2. A partir deste programa foram
realizados experimentos paraaotimizacdo dastemperaturas de
pirdlise e atomizacdo paraPb e Cd, ondefoi utilizadaumaamostra
de sangue adicionadade 100,0 ug.L* dePb e 10,0 ug.L* de Cd,
quefoi diluidanaproporcdo 1:9 em Triton X-100 0,2% (m/v) em
HNO, 0,1% (v/v), resultandoem 10,0 ug.L * paraPbe 1,0 ug.L*
para Cd, como concentragdes finais adicionadas na amostra
diluida. As determinagBes foram realizadas utilizando-se uma
misturadeNH,H,PO, 0,5% (m/v) eMg(NO,), 0,03% (m/v), como
modificador quimico.

A curva de pirdlise (absorbancia integrada “versus’
temperatura) foi obtida variando-se atemperatura de pirdlise,
com incrementos de 100 °C, enquanto a temperatura de
atomizacdo eramantidaconstante em 1500 °C. Damesmaforma,
foi obtidaacurvade atomizacdo com atemperaturade pirdlise
fixadaem 500 °C. Paracadaponto foi consideradaaabsorbancia
integrada média de 3 injecOes.

Com base nos perfis obtidos das curvas de pirdlise e
atomizacdo, e considerando as temperaturas que forneceram o
maior sinal de absorbancia integrada, as temperaturas
selecionadas para pirdlise e atomizag&o foram 500 °C e 1500 °C,
respectivamente.

Concentracdo do diluente

O reagente Triton X-100 utilizado paradilui¢o do sangue
e preparacdo dacurvade calibragdo, tem afuncdo de hemolisar
as célulasvermelhas do sangue, facilitando ahomogeneizagéo
da amostra e evitando aformagéo de emul sdes estaveis*°.

A concentracdo de Triton X-100 deve ser otimizadade
tal forma que sgja suficiente para quebrar as hemaceas do
sangue, porém ndo deve ser t&o altaque aformacéo de espuma
inviabilize autilizago do reagente como diluente. Além disso,
autilizagéo de solugBes mais concentradas deste diluente pode
levar & formagdo de residuos de carbono dentro do tubo de
grafite*.

Foi realizado um estudo para verificar o efeito de
diferentes concentrages de Triton X-100 em HNO, 0,1% (v/v)
nacurvade calibracdo parachumbo e cadmio. As concentragdes
estudadas foram: 0,05%; 0,1%; 0,2%; 0,5%; 1% e 1,5% (m/v).
Foi adotado um Model o de Regressdo Linear MUltipl&? usando
os valores de “absorbancia” como variavel resposta e
“concentracdo das solugfes-padréo” e “concentracéo de
Triton”, como varidveis explicativas. Por meio de um teste de
ANOVA foram testados os coeficientes dessas variaveis
explicativas e foi concluido que a variavel “concentracéo de
Triton” (p= 0,849 e p = 0,983, paraPb e Cd, respectivamente)
ndo é significante, indicando que aconcentragao de Triton néo
interfere na variavel resposta “absorbancia’. Isto é o mesmo
gue concluir que todas as retas de regressdo linear simples de
absorbancia “versus” concentracdo sao iguais, nao
dependendo da concentrac&o de Triton.

Um outro estudo da diluicdo da amostra de sangue
utilizando diferentes concentracdes de Triton também foi
realizado. Neste estudo fixou-se em 0,2% (m/v) aconcentracdo
deTriton X-100emHNO, 0,1% (v/v) parao preparo dacurvade
calibraco. Como amostra de sangue foi utilizado um material
dereferénciacertificado, NIST 966 nivel 2 e as concentractes
testadas de Triton foram: 0,05%; 0,1%; 0,2%; 0,5%; 1% e 1,5%
(m/v). Foi observada a formag&o de residuo de carbono na
plataforma do tubo de grafite quando se utilizou Triton na
concentracdo de 1,5% (m/v), o que diminuiu a precisdo da
andlise. Osvaloresobtidos paraPb e Cd no material dereferéncia
certificado, preparado em diferentes concentrages de Triton,

Tabela 2. Programatérmico paraadeterminagdo simulténeade Pb e Cd.

Etapa Temp (°C) Rampa(s) Patamar (s) Fluxo de gas Letura
(mL.min?)
1 110 ) 5 20
2 130 0 5 20
3 Tp 10 20 20
4 Ta 0 5 0 SIM
5 2550 1 5 220

onde: Tp =temperaturade pirdlise
Ta=temperatura de atomizagdo
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foram comparados aos val ores certificados e verificou-se, por
andlise devariancia(anico fator) e posterior aplicacdo deteste
de comparacdo multiplade Tukey-Kramer (programa GraphPad
Instat — versdo 2.01, 1990-1993), que ndo havia diferenca
estatisticamente significante para chumbo e cadmio, ao se
utilizar as concentragGes de Triton de 0,2% e 0,1% (m/v).
Adotou-se aconcentracdo de 0,2% (m/v) de Triton X-100, pois
todos os testes de otimizag&o das temperaturas de pirdlise e
atomizacdo foram feitos utilizando-se esta concentracdo, mas
isso ndo impede que se utilize aconcentracdo de 0,1% (m/v) de
Triton para o preparo da amostra de sangue.

Validacdo do método

Para adeterminacgéo dalinearidade dafaixadetrabalho
foi utilizado o procedimento descrito no documento |SO/CD
1381222, que estabel ece como linear umafaixade concentracdo
guando o fator de linearidade “L" for maior ou igual a0,7. O
fator delinearidade “L" é calculado segundo aequagéo (1 ):

Aio— Aogs
L= Ao2— As
onde:
A,,= valor da absorbancia da solugdo-padrao com maior
concentracao
Ao = valor da absorbancia da solugdo-padrao que
corresponde a80% deA | |
A,,= valor da absorbancia da solugdo-padrao que
corresponde a20% deA | |
A_= valor da absorbancia da solugéo do branco

A Tabela 3 mostra os fatores de linearidade obtidos
experimentalmente para Pb e Cd. As faixas de concentragdo
estudadas foram consideradas lineares para ambos os
elementos.

Considerando que as faixas de trabalho normalmente
utilizadas pela técnica de espectrometria de absor¢do atdmica
s80 estreitas, é importante ressaltar que ho método proposto
asfaixas detrabalho estendem-se em umaordem de magnitude
para cadmio e, acima disso para chumbo. Isto é bastante Util,
pois, permite monitorar os niveis de concentragdo desses

Tabela 3. Fator delinearidade (L) experimental paraasfaixas
de concentrag8o testadas para Pb e Cd

Elemento Faixade concentragéo “L” experimental
testada (ug.L?)
Pb 5,0—100,0 10
Cd 0,3-30 16

metais em individuos com exposi¢cdo ocupacional, onde as
concentracdes encontradas sdo geralmente altas, sendo
desnecessariaadiluicdo daamostrae ao mesmo tempo, utilizar
0 método para avaliar o nivel destes metais em individuos
ambiental mente expostos, onde as concentragcdes encontradas
sdo geralmenteinferiores. Verifica-se, portanto, a utilidade deste
método com rel agdo aamplafaixadetrabalho empregada.

Os limites de deteccéo e quantificagdo do método
obtidos na amostra de sangue total foram paraPb 0,54 € 1,84
ug.L! e paraCd 0,06 e 0,21 ug.L?, respectivamente. Esses
valores referem-se aos resultados obtidos na amostra diluida
10 vezes, correspondendo a0,54 € 1,84 ug.dL* paraPbe0,6 e
2,1 ug.L? para Cd na amostra original. Para a determinagéo
desses limites foram preparadas sete réplicas independentes
utilizando uma amostra de sangue. Tendo em vista que a
concentracdo de cadmio no sangue utilizado era muito baixa,
foi adicionadaumaaliquota de solugéo-padréo desse elemento
aamostra, detal formaque aconcentracao final, apdsadiluico,
fosse proximade 0,5 ug.L. Os cédlculos para a determinagdo
doslimites de deteccéo e quantificacdo foram feitos de acordo
com as recomendacfes dal UPACZ,

A exatiddo do método foi avaliada pelo calculo de Z-
score?*, utilizando os seguintes materiais de referéncia
certificados: NIST 966 nivel 2, 955b niveis 2, 3 e 4. A
concentracdo de chumbo variou nestes diferentes materiais de
referénciacertificados dentro de umafaixaampla, contemplando
concentragdes significativas do ponto de vistaclinico, variando
de 10 ug.dL* a40 pg.dL . Os valores certificados, os valores
obtidos experimentalmente e os Z-score calculados séo
apresentados na Tabela 4. Verificou-se que todos os valores
obtidos parao Z-score foram menores que 2, o que evidenciaa
exatiddo do método.

Além do uso de material de referéncia certificado, foi
utilizado o método de adi¢do de padrao em amostra de sangue

Tabela 4. Valores certificados, valores obtidos e Z-score para Pb e Cd nos materiais de referéncia.

MRC Vdor certificado  Valor obtido Z-score Pb Vaor certificado  Valor obtido Z-score Cd
Pb (ug.dL™) Pb (ug.dL™) Cd(ug.L?) Cd(ug.L?)

NIST SRM 9662 25,27+0,22 25,20+0,30 03 522+0,16 51+05 08

NIST SRM 955b L2 10,30+0,10 10,23+0,47 07

NIST SRM 955b L3 20,59+0,21 20,43+0,55 08

NIST SRM 955b L4 39,36+ 0,36 40,00+0,75 18
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paraaavaliacéo daexatiddo do método paracadmio, umavez
gue o material de referéncia certificado disponivel
correspondia apenas a um nivel de concentragdo. A
recuperac@o média obtida para a concentracéo de cadmio de
10 pg.L* foi 94%.

Para a avaliac8o da dispersdo dos resultados tomou-
se uma amostra de sangue, com a qual foram preparadas 7
réplicas independentes e as medi¢bes foram feitas em
condi¢bes de repetitividade, isto é, as medicdes foram
realizadas pel o mesmo operador, no mesmo laboratério, como
mesmo equipamento, em um curto intervalo de tempo?. Os
valores do coeficiente de variagdo (CV) obtidos paraPb e Cd
foram 3% e 13%, para as concentragdes de 4,00 pug.L* e
0,30 ug.L™?, respectivamente. Para os niveisde concentracfes
avaliados, faixa de pug.L?, estes valores do coeficiente de
variagdo obtidos para Pb e Cd sdo bastantes satisfatorios,
indicando a boa precisao do método.

A seguir naFigura 1 é apresentada uma carta controle
gue demonstra o desempenho do nosso laboratério ao longo
de 2003, no Programa | nterlaboratérios de Control de Calidad
do Gabinete de Seguridad e Higiene en el Trabajo de Zaragoza
— Espanha, parachumbo em sangue. E possivel observar que o
método proposto fornece resultados dentro dos intervalos de
aceitacdo estabel ecidos pelo programa.

Os valores representados na figura por um losango,
correspondem aosvalores designados e aslinhas abaixo eacima
definidas por um quadrado, correspondem aoslimitesinferior e
superior do intervalo de aceitacdo. Os valores obtidos
experimentalmente pelo laboratorio estéo representados por
um x. Nao foram detectadas tendéncias (identificacdo de erros
sistematicos).

100
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70

60 3

50 «1

40

—a

Conc. Pb (pug/100 mL)

dxca

"

Valor Designado

30

—xG—a
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Figura 1. Carta controle da participagdo em programa interlaboratorial
de chumbo em sangue, durante o ano de 2003.
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DISCUSSAO

Naliteraturaforam encontrados poucostrabal hos aplicados
adeterminacdo dechumbo ecddmio emmateria bioldgico utilizando
atécnicade GFAAS simultaneo com corretor Zeeman.

Deval et a., 1995™ utilizando a técnica de GFAAS
simultaneo em equipamento com corretor Smith-Hieftje
obtiveram sensibilidade maior parao cadmio, com LD cercade
3 vezes menor, enquanto que parao chumbo o LD foi cercade
2 vezes maior, em relacdo ao obtido neste estudo.

A faixade trabalho parao cadmio neste estudo € de 0,3
a3,0 ug.L™?, enquanto que outros autores mencionam curvas a
partir de1,0 ug.L18%4,

Acar, 20018 eCampillo et d., 1999* determinaram chumbo
e cadmio utilizando GFAAS com corretor Zeeman, porém por
analise monoelementar, que emprega as melhores condicdes
para cada elemento para o programa térmico. J4 para a
determinagdo simulténea, as condigdes do programa térmico
devem ser adequadas aos elementos a serem determinados.
Este fato teoricamente poderia causar uma perda na
sensibilidade, porém os resultados obtidos pelos autores
citados acima paralimite de deteccéo e limite de quantificagcdo
foram maiores que os obtidos em nosso estudo. Verificou-se
gue, mesmo usando um método multiel ementar, asensibilidade
no presente estudo é melhor.

O coeficientedevariagdo (CV) obtido parao chumbo é
baixo, se comparado ao declarado por Acar 20018, enquanto
gue para o cadmio o CV obtido de 13% ¢é aceitavel devido a
baixa concentracéo determinada, em niveisde ultra-tracos.

Os modificadores quimicos utilizados neste estudo sdo
comumente empregados em outros métodos descritos na
literaturg® 11142,

O diluente Triton X-100 em HNO, na concentracéo
selecionada possibilitaapreparacéo smpleserépidadaamostra.

CONCLUSAO

O método desenvolvido é sensivel, simples, rapido e
direto. Permite adeterminagéo simulténeade chumbo e cddmio
em sangue com precisdo e exatidao requeridas, sendo
desnecess@riaadigestdo daamostra. O método utilizareagentes
emodificadores quimicostradiciona mente utilizados natécnica
de absorcédo atémica com forno de gréfite, e calibragdo sem a
necessidade de adi¢cdo de padr&o. Pode ser utilizado para a
avaliacdo de exposicdo humana tanto ambiental quanto
ocupacional a esses metais.
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RESUMO

Etilenotiouréia € uma substancia téxica, formada pela degradacéo €/ou biotransformacdo dos fungicidas
etilenobi sditiocarbamatos (EBDCs), utilizados em alimentos, e pode representar um risco a populagéo
consumidora. Os objetivos deste estudo foram: validar métodos analiticos de residuos de ditiocarbamatos e de
ETU em mamao; determinar osresiduosde mancozebeede ETU emmaméo Carica papaya L, avaiar osteores
encontradose o risco asalide dapopul acdo. A determinaggo de ditiocarbamatosfoi feitapor espectrofotometria
eadeETU, por cromatografialiquidade adtaeficiéncia. Foram analisadas amostras tratadas com mancozebe e
testemunhas, procedentes de trés localidades representativas da cultura de mam&o. Os resultados das
recuperagBesforam de 70 2110 % paramancozebe ede 80 a110 % paraETU, com coeficientesde variagdo de
4,8a13,2 % paramancozebeede3,7al3,3% paraETU, todos satisfatdrios. O limite de quantificagdo do método
foi de0,5mg/kg paramancozebe, e0,01mg/kg paraETU. Asamostrastratadas apresentaram residuosde ETU de
0,01mg/kg a0,32 mg/kg e demancozebe de 0,5 mg/kg a2,1 mg/kg. A presencade ETU em maméo dertaparaa
necessidade do conhecimento dos nivei's presentes nos alimentos consumidos pela popul agéo.
Palavras-Chave. etilenotiouréia, etilenobisditiocarbamatos, mancozebe, ditiocarbamatos, agrotoxicos,
alimentos, mam&o, Salide Piblica, meio ambiente.

ABSTRACT

Ethylenethiourea (ETU) is a toxic substance formed during degradation and/or biotransformation of
ethylene-bisdithiocarbamate (EBDC) fungicides, which are employed in foods. Presence of this substance
may represent arisk to populations who consume fruits and other foods. The objectives of the present
study wereto validate the analytical methodsfor determining dithiocarbamatesand ETU levelsin papaya,
and to determine the levels of both mancozeb and ETU residues in papaya Carica papaya L, and also to
evaluate the association between the detected levels and the risk to the public health. The levels were
determined by means of spectrophotometry, and high performanceliquid chromatography was employed
for determining ETU samplestreated or non-treated with mancozeb were collected from three sitesthat are
representative of papayacultivation. Therecovery studies showed arangefrom 70 to 110% for mancozeb,
and from 80to 110% for ETU with coefficients of variation ranging from 3.7 to 13.3%for ETU and from 4.8
to 13.2% for mancozeb, being all of them satisfactory. The method quantification limitswas 0.5 mg/kg for
mancozeb determination, and 0.01 mg/kg for ETU. All samples treated with mancozeb presented ETU
residuesranging from 0.01 mg/kg to 0.32 mg/kg, and mancozeb levelsranged from 0.5 mg/kg to 2.1 mg/kg.
The presence of ETU in papaya observed in the present study is a warning that is necessary to be
acquainted with the occurrence of this substance in foods consumed by population.

Key Words. ethylenethiourea, ethylene-bisdithiocarbamate, mancozeb, dithiocarbamate, pesticides, foods,
papaya, public health, environment.
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INTRODUCAO

Os ditiocarbamatos sdo usados, no mundo inteiro, ha
vérias décadas, como fungicidas na agricultura, no cultivo de
plantas ornamentais, de grama e no tratamento do solo. S&o
compostos derivados do &cido ditiocarbamico. S&o subdivididos
em dimetilditiocarbamatos (DMDC), como ferbam, ziram etiram,
etilenobi sditiocarbamatos (EBDCs), como mancozebe, manebe,
Zinebeemetiram, monometildimetil carbamato como metam sodico
e propilenohbisditiocarbamato como propinebe.

OsEtilenobisditiocarbamatos (EBDC) s8o saisorganicos
de manganés, zinco, ou zinco e sadio, insoliveis em &guae em
solventes organicos, instaveis em meio alcalino ou &cido, na
presenca de oxigénio, bem como em sistemas bioldgicos,
decompdem-se rapidamente em agua e possuem um amplo
espectro de agéo no controle de moléstias que atacam diversos
cultivos, tais como cereais, frutas e legumes2. Na América
Latina, mais de 50% de todos os fungicidas utilizados so do
grupo dos EBDCs e, no Brasil, o volume de EBDCs supera 0s
40% dototal utilizado no pais, representando o principa produto
contrafungos. O mancozebe est4 entre 0s 12 agrotéxicos mais
vendidos no Brasil, incluindo os Estados de S&o Paulo, Bahiae
Espirito Santo.

O mancozebe e 0 manebe apresentam classificagéo
toxicoldgica I, segundo a legislacéo brasileira, ou sgja, sdo
considerados medianamente téxicos®. Quanto ao potencial de
pericul osidade ambiental, 0 mancozebe édaclassell, ou sgja, é
considerado produto muito perigoso. A toxicidade aguda de
EBDCs é dta para algumas espécies de organismos agquéticos
COMO peiXes, crustaceos, algas, bactérias’.

A decomposi¢éo metabolica dos EBDCs € complexa e
resulta na formagéo de dissulfeto de carbono (CS,), sulfeto de
hidrogénio (H,S), etileno diamina (EDA), etileno bistiouram
dissulfeto (ETD), etileno diisocianato (EDI), etilenctiouréia
(ETU), etilenouréia(EU) e 2-imidazol €.

Etilenotiouréia ou 2-imidazoledinone (ETU) é uma
substéncia formada pela degradacdo e/ou biotransformagéo
dos EBDCs, sollivel em agua, em etanol e metanol e
razoavel mente estavel em agua. Residuos de ETU podem ser
encontrados em plantas e no ambiente, seguido do uso na
agriculturade EBDCs, ou em animais e no ser humano quando
expostos a esses produtos, podendo ser encontrada como
contaminante ou metabolito em mamiferos, plantas e organismos
inferiores. Pode também ocorrer durante a manufatura ou o
armazenamento do produto formulado e durante o
processamento do alimento®.

A ETU tem acapacidade deinduzir tumor natiredidede
roedores e no figado de camundongo*>%7. O figado e atiredide
sd0 locais de acimulo de ETU no organismo®. Apresenta
evidéncia suficiente para carcinogenicidade em animais e
inadequada em seres humanos?.

Segundo IARC?, Joint Meeting of the FAO Panel of
Experts on Pestides Residuesin Food and the Environmental
and the WHO Expert Group on Pesticide Residues (JMPR-
FAO/WHO)¥, a ETU é um agente ndo genotdxico para

mamiferos. ELIA et al.*, ao estudarem os possiveis efeitos
mutagénicos da ETU, ndo observaram efeito genotoxico em
mamiferos, o que sugere que ela induz tumor hepético em
camundongo por um mecanismo ndo-genotodxico que ainda
néo foi elucidado.

A exposicao da populacdo a ETU pelo consumo de
alimentos apresenta vérias fontes: os residuos de ETU j&
formados antes de serem ingeridos, nas condi¢cfes de
industrializac&o, os remanescentes daaplicacdo de EBDCshas
culturas, os formados pelo processamento ou preparo e
cozimento de alimentos com residuos de EBDCs, e/ou 0s
metabolizados no organismo, apos ingestédo

Limites Méaximos de Residuos (LMR) especificos para
ETU nédo séo estabelecidos no Brasil. A Ingestéo Diéria
Aceitavel (IDA) estabelecida pelo IMPR-FAO/WHO, grupo
assessor do Codex Alimentarius, é de 0,002mg/kg de ETU por
peso corporeott,

No Codex Alimentarius os LM R s8o estabel ecidos para
a classe de ditiocarbamatos: mancozebe, manebe, metiram,
zinebe, propinebe, tiram, ziram, ferbam, e os valores sdo
expressosem CS, total. A Ingestéo DigriaAceitavel estabelecida
pelo Codex Alimentarius€de0,003 mg/kg/diade CS, paraferbam,
ziram. 0,007 para propinebe e 0,03 mg/kg/dia de CS, para
mancozebe, manebe, metiram e zinebe®.

No Brasil, a Resoluggo RE n° 165, de 29 de agosto de
2003, daANVISA/MS estabelece LMR para ditiocarbamatos
em CS, (mg/kg) em funcéo do uso dos ingredientes ativos da
classe dosEBDCs: mancozebe, manebe, metiram, além de outros
ditiocarbamatos como o propinebe e tiram®3.

O Brasil esta entre os trés maiores produtores de
frutas do mundo, seguido da China e da india, produzindo
42 milhdes de toneladas em 2,2 milhGes de hectares. A
produgdo mundial de mamao papaia € de mais de cinco
milhdes de toneladas ao ano, e no Brasil, um milhdo e
oitocentas mil toneladas ao ano'* *°.

A quantidade de consumo de frutas é expressiva na
populagéo brasileirae estas sdo, namaioriadas vezes, ingeridas
in natura. A médiade consumo alimentar domiciliar per capita
anual defrutasfoi de 40,397 kg, em 1996, parao total dasregides
metropolitanas, de acordo com a Pesquisa de Orcamentos
Familiares'®'’. O mamé&o pode ser consumido in natura ou na
forma de doces ou através de produtos industrializados
contendo mam&o como iogurtes, sorvetes.

E importante o conhecimento dos niveisde EBDCsede
ETU presentes nas frutas consumidas pela populagdo, para
fornecer subsidios sobre a qualidade das mesmas e dados para
avaliagdo de risco a salde e ao meio ambiente.

A presente pesquisa foi realizada com os objetivos:
validar método analitico para determinacdo de residuos de
ditiocarbamatos e de etil enotiouré aem mamao; determinar os
residuos de etilenobisditiocarbamato (mancozebe) e de ETU
em mamdo Carica papaya L, determinar a dissipacéo desses
residuos, ap6s o tratamento com mancozebe e avaliar 0 risco a
salide da populagédo consumidora.
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MATERIAL E METODOS
A metodol ogiacientificautilizadafoi um estudo de caso
controle analitico, onde a hipétese é a presenca de residuos de
etilenotiouréiaem mamao tratado com etil enobi sditiocarbamato
(mancozebe).

Amostras

Foram analisadas amostras tratadas e ndo tratadas
(testemunhas) provenientes de trés regifes representativas da
culturade mamao: Lins-SP, Linhares-ES e extremo sul daBahia.
As amostras foram tratadas com mancozebe na forma de po
molhavel nadose normal (160 g/ha) recomendada - tratamento
1 e na dose dupla(320g/ha) — tratamento 2. Foram feitas seis
aplicagdes de mancozebe de 15 em 15 dias antes da col heita,
realizadano verdo, por profissional experiente.

O método de amostragem utilizado foi ao acaso. Os
frutos foram coletados aleatoriamente, de diversas partes de
mamoeiros individuais, simulando o procedimento normal de
colheita, de umaformarepresentativa, segundo o estabelecido
pelo Codex Alimentarius'®. As amostras foram embaladas em
saco de polietileno, identificadas, armazenadas e enviadas
congeladas ao laboratorio.

As amostras foram reduzidas a sub amostras e
estocadas em freezer atemperatura de -20° C, até o momento
das analises.

Paraos estudos de recuperacéo de ETU foram preparadas
amostras controle de maméao com adi¢do de solucéo-padréo
nos niveis de 1 vez o limite de quantificagdo (LOQ), 2LOQ e
10LOQ e para EBDCs ¥, 1,2 e 6 LOQ, sendo utilizadas trés
amostras para cada nivel estudado.

Foram analisadas 41 amostras, sendo 27 paraaredizacio
dos ensaios de conformidade de validac&o, 9 amostras para 0s
estudos de residuos remanescentes da aplicagdo de EBDC
(mancozebe), e mais 5 amostras para os estudos de dissipacdo
demancozebe ede ETU, totalizando 55 determinaces.

Método para determinagdo de residuos de etilenotiouréia (ETU)

O método utilizado para determinacdo de residuos de
ETU foi o preconizado por DISERENS!. A ETU éextraidacom
metanol da amostra de fruta devidamente homogeneizada. O
extrato organico é concentrado e apds gjuste do pH éfeitauma
purificagdo em coluna de Extrelut. O eluato é concentrado e
filtrado. A determinagao éfeita por cromatografiaaliquido de
altaeficiénciacom detector de ultravioleta (UV).

As condigdes cromatograficas foram: Cromatégrafo
Liquido de Alta Eficiéncia HPLC 1100, com detector de UV
(comprimento de onda: A = 240 nm), bomba quaternéria,
amostrador automético, microcomputador com Workstation,
colunaspherisorb ODS 2, 5 um, 125 mm x 4 mm, em ago inox,
fase movel a2% de acetonitrilaem éguapurificadaparaHPLC,
comfluxo de0,75 mL, temperaturade 30° C.

A analise qualitativa foi feita por padronizacao
externa, através da comparagéo do tempo de retencao da
ETU e a quantitativa através da curva de calibragéo, por
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comparagdo de érea. A concentragdo de ETU foi determinada,
levando em consideracdo o fator de diluicéo e a quantidade
de amostra.

Método para determinag&o de residuos de ditiocarbamatos

O método analitico utilizado para determinacéo de
residuos de mancozebe foi o proposto por K eppel, apropriado
para as analises de monitoramento dos residuos dos
ditiocarbamatos em alimentos Os ditiocarbamatos, incluindo
os EBDCs, sdo determinados pelo método de evolugdo de
CS,. Consiste na decomposi¢éo de ditiocarbamatos em meio
de solugdo de cloreto estanoso e acido cloridrico, gerando
dissulfeto de carbono, que, apds purificacédo é coletado em
uma solucédo etandlica de acetato de cobre e dietanolamina.
Dois complexos clpricos de ditiocarbamatos [cuprico-N,N-
bis(2-hidroxi etil)] sdo formados e medidos em conjunto por
espectrofotometria na regido do visivel em comprimento de
onda de 435 nm contra o reagente de cor em solucgéo
etandlica®.

A curva-padrédo foi tracada pelos valores das
absorbancias versus concentragéo de CS, das solugdes de
trabalho, sendo que o fator de corregéo do CS, paramancozebe
€del1,776.

Avaliacdo da conformidade dos métodos analiticos estudados

Foram calculados as recuperagdes, a média, o desvio-
padréo e o coeficiente de variagdo para cada nivel estudado.

A avaliacdo dos métodos propostos foi feita conforme
parémetros de conformidade de validagdo de métodos. O
intervalo de aceitabilidade para os valores individuais de
recuperacdo é de 70 a 110%*22 A EPAZ considera valores de
variabilidade para determinag&o da aceitabilidade de métodos,
recuperagOes entre 70 e 120%. O coeficiente de variagdo
percentual (CV%) em relagdo a média para cada nivel de
fortificacdo deve ser de até 15%*.

Avaliacéo de risco de ingestdo de mancozebe através do
consumo de mamao

Com os valores de residuos de mancozebe e ETU,
encontrados has amostras de maméao com tratamento 1, dose
normal de uso, considerando o maior valor encontrado, foi
verificadaa contribuicdo do risco, pelo consumo de mamao em
comparacao com alngestdo DidriaAceitavel (IDA).

Comparagdo da Ingestao Didria Maxima Tedrica (IDMT) de
EBDCscom a Ingestdo Diaria Aceitavel

Como ndo existem dados de monitoramento de residuos
para todas as culturas onde € permitido o uso de EBDCs, foi
feitaumaestimativadeingestéo pelo calculo dalngestéo Didria
MaximaTeodrica. A IDMT foi calculadapelaequacdo: IDMT =
ICXLMR; considerando C, 0o maior consumo medio per capita
de cada alimento do total das regifes metropolitanas
pesquisadas no Brasil***” e LMR**como o nivel deresiduo em
cadaalimento.
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Com os dados, foi estimada a IDMT de residuos de
EBDC para o total das culturas onde é autorizado o uso de
EBDCs, e foi comparada com a Ingestdo Diéria Aceitavel
(IDA). Osresultados foram expressos em percentagem (%)
dalDA®

Conversdo da IDMT de EBDC para ETU e comparagéo coma
IDA

Como ndo foram estabelecidos LMR para ETU na
legislacéo, foi estimado um valor daIDMT paraETU, através
da conversdo da IDMT de EBDCs para IDMT de ETU. Os
fatores de conversdo foram baseados nos estudos de
metabolizacdo e excrecdo de ETU.

Estudosrealizados por Nelson?*, em 1986, demonstram
gue 23 % de 100 mg/kg de mancozebe podem ser convertidos
aETU emratos. Didonato 24, em 1986, concluiu que 6,4 % de
100 mg/kg de mancozebe, 13,6 % de 25 mg/kg de manebe,
9,5% de 5 mg/kg de metiram, 22 % de 50 mg/kg de zinebe, sdo
transformados a ETU em plasmade rato. Porém, estes dados
foram todos baseados no C* total, sem conversdo para o
respectivo peso molecular?*. Aplicando o fator de conversao
para o peso molecular, considerando a maxima conversao in
vivo, nos estudos citados, a porcentagem de mancozebe que
setransformaem ETU éde 8,7% e de manebe é de 5,2%. Com
estes fatores de conversdo foram calculados os valores de
ETU a partir das IDMT de mancozebe e manebe, e entdo
comparadoscom alDA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Osmétodos anal iticos avaliados apresentaram exatidao
e precisdo satisfatérias e foram utilizados para determinagéo
dos residuos de mancozebe e de etil enotiouréia nesta pesqui sa.
Tanto asrecuperagdes de mancozebe quanto asde ETU estavam
dentro do limites aceitéveis pararesiduos, de 70% a 110%, com
coeficientes de variagdo menores que 15%, conforme pode ser
observado nas Tabelas 1 e 2.

O método para determinacdo de residuos de ETU em
amostras de mamé&o apresentou uma boa precisdo com
coeficiente de variagéo de 3,7 a 13,3% e recuperactes de 80-
110%, conforme pode ser observado na Tabela 1. Ndo foram
encontrados residuos de ETU nas amostras testemunhas no
limite de quantificagéio do método, que foi de 0,01 mg/kg. O
limite de deteccéo foi de 0,005mg/kg.

O método para determinacéo de residuos de mancozebe
em amostras de mamao apresentou uma boa precisdo, com
coeficiente de variagdo de 4,8 a 13,2%, conforme pode ser
observado na Tabela 2.

O limite de detecgéo do método foi de 0,1 mg/kg de CS,
e o limite de quantificagdo foi de 0,3 mg/kg de CS,,
correspondente a 0,5 mg/kg de mancozebe.

A hipo6tese da presenca de residuos de etilenotiouréia
em mamgo tratado com etilenaobisditiocarbamato (mancozebe)
foi confirmada pelo presente estudo analitico, pois todas
apresentaram residuos de ETU em niveis que variaram de

Tabela 1. Distribui¢do dos resultados das recuperacdes de ETU, desvio-padréo e coeficiente de variacdo de acordo com o nivel

defortificacao.

Nivel defortificacéo Recuperacdo(%) Meédia Desvio-padréo Coeficientede
(mg/Kg) variacao(%) recuperacao(%o) variacao(%)
0,01(LOQ) 80-103 119 133
0,02(2xLOQ) 100-110 107 58 54
0,10(10xLOQ) 98-105 102 38 37

Nivel defortificacéo: quantidade de padr&o adicionado naamostracontrole; Recuperacao: relagdo entre aconcentragéo encontrada
e aconcentracdo adicionada para cada amostrafortificada (em porcentagem); LOQ: limite de quantificacdo do método.

Tabela 2. Distribuic&o dos resultados das recuperagdes de mancozebe, desvio - padréo e coeficiente de variac8o de acordo

com o nivel defortificag&o.

Nivel defortificagdo Recuperagéo(%) Média Desvio-padréo Coeficientede
(mg/Kg) variagdo(%) recuperagdo(%) variagéo(%)
0,2(1/2LOQ) 95-110 102 87 85
05(LOQ) 84-88 50 60
1,02xLOQ) 79-87 40 48
3,0(6xLOQ) 7089 102 132

Nivel defortificacdo: quantidade de padr&o adicionado naamostra controle; Recuperacao: relagdo entre aconcentragéo encontrada
e aconcentracdo adicionada para cada amostrafortificada (em porcentagem); LOQ: limite de quantificacdo do método.
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0,01 a0,32 mg/kg, conforme pode ser observado nas Figuras
1,2e3.

Observa-se na Figura 1, que os residuos de ETU
presentes nas amostras de mama&o com tratamento 1 (160g
i.aha), diferem bastante de local paralocal. As amostras de
Linhares-ES apresentaram valores mais baixos o que ndo se
explica apenas pela temperatura, outros fatores devem ter
interferido nos niveis de residuos encontrados.

Observa-se que apesar dos niveis de mancozebe nas
amostras de mamao serem praticamente iguais, dentro do
coeficiente de variagdo do método, no tratamento 1, os niveis
de ETU apresentaram umadiferencasignificativa. Considerando
o nivel de precisdo do método (coeficiente de variagdo de 15%),
tem-se 0 mesmo resultado paramancozebe, em Linseno Sul da
Bahia. Porém, paraETU difere cons deravelmente (55%) (Figura
1.

Foram encontrados residuos de CS, em todas as
amostrastratadas de mamao em niveis que variaram de 0,5 mg/
kg a2,1 mg/kg cal culados em mancozebe (Figura 2).

Em relagéo aos residuos de ETU, observou-se um
aumento considerdvel do nivel no tratamento 2 em Lins-SP,
cercade 3,5 vezes o valor encontrado na dose de 160g i.a.ha,
enguanto que os valores encontrados em Linhares e no Sul da
Bahia sfo praticamente os mesmos, conforme Figura 2.

Osniveisde mancozebe e ETU nas amostras de maméo
tratado (tratamento 2) foram iguais ou mais altos do que nas
amostras com tratamento 1. Nas amostras provenientes de
Linhares e do Sul da Bahia tém-se praticamente 0s mesmos
resultados, quando se comparao tratamento 1 e 2. (Figurasle
2.

Os resultados do estudo de dissipacdo de mancozebe e
ETU, realizado nacidade de Lins-SP, encontram-se naFigura3.
Foram encontrados residuos de mancozebe e ETU em todas as
amostras de mamao tratado. Houve umadiminuicéo significativa
dos niveis de ETU ap6s 3 dias da aplicacédo, permanecendo
praticamente inalterado até 9 dias, e uma diminuicdo mais
acentuada ocorreu ap6s 12 dias (Figuras 1, 2 e 3).

Com os valores de residuos de mancozebe e ETU,
encontrados nas amostras de mamé&o com tratamento 1, dose
normal de uso, considerando o maior valor encontrado de 1,8
mg/kg e 0,09 mg/kg, respectivamente, foi verificada a
contribui¢éo do risco, pel 0 consumo de maméo em comparacdo
com alngestéo DidriaAceitavel, e os resultados encontram-se
naTabela3.

A contribuicdo da estimativa da ingestéo de residuos
demancozebe ede ETU pel osval ores encontrados e 0 consumo
demaméo’®foi de0,6 % dal DA e0,7% dal DA, respectivamente
(Tabela3).

A Tabela 4 apresenta a comparagdo da Ingestéo Didria
Maxima Tedrica de etilenobisditiocarbamato com a Ingestéo
Di&riaAceitavel.

AIDMT paraEBDCs(Tabda4) representad7% dal DA,
e se os residuos presentes nos alimentos ndo excederem os
LMR, aparentemente o consumo dos mesmos néo representa
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Figura 1. Resultado do estudo de residuos de EBDC (mancozebe) e
etilenotiouréia nas amostras de maméo tratado com mancozebe, trata-
mento 1 (160g ia’ha), de acordo com a procedéncia
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Figura 2. Resultado do estudo de residuos de EBDC (mancozebe) e
etilenotiouréia nas amostras de maméo tratado com mancozebe, trata-
mento 2 (320 g ia’ha), de acordo com a procedéncia.
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Figura 3. Resultado do estudo de dissipagcdo dos residuos de EBDC
(mancozebe) e etilenotiouréia nas amostras de mamao tratado com
mancozebe, tratamento 1 (160 g i.a/ha), realizado em Lins-SP.
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um risco a salde da populagdo. Portanto, € improvavel que a
ingestdo diaria sgja excedida na prética, desde que os LMR
sejam estabelecidos para os principais usos do agrotoxico e
utilizadas as Boas PréticasAgricolas (Tabelas 3 e 4).

Pela dificuldade de se analisar os principios ativos de
ditiocarbamatos separadamente, varios paises no mundo,
incluindo o Brasil, tém monitorado seus residuos como CS,
total.

De 196 amostras de morango analisadas naHolanda, em
1998, 179 (91%) apresentaram residuos de ditiocarbamatosem
niveis que variaram de 0,1 a 0,6 mg/kg, sendo que 15 (68%)
amostras de uva tinham residuos em concentrages que
variaram de 0,2 a0,4 mg/kg, abaixo do LMR de 3mg/kg, e ndo
foram encontrados residuos nas 9 laranjas estudadas®™.

No Brasil, um trabalho realizado no Estado de Minas
Gerais, mostra que 19,3% das hortalicas e 17,1% das frutas
analisadas apresentaram residuos de ditocarbamatos em niveis
deaté 1,7 mg/kg?®.

Em Belo Horizonte-MG, residuos de ditiocarbamatos
foram pesquisadosem 87 amostrasdefrutase 11 de hortalicas.
Constatou-se a presenca de ditiocarbamatos em CS, em 24
(48%) das 98 amostras, tendo sido mais freqientes em frutas
como péssego (100%), ameixa (60%), nectarina (50%) e morango
(37,5%)7.

Reis e Caldas® estudaram residuos de ditiocarbamatos
em 466 amostras de vegetai s efrutas comercializadas nacidade
do Rio de Janeiro. Observou-se que 63% das amostras
apresentaram residuos de ditiocarbamatos, sendo que 24% com
concentragdes superiores ao limite maximo permitido por lei.
Alface, cenoura e tomate foram os produtos que apresentaram
0s maiores niveis de residuos, com 50%, 47,4% e 38,2% das
amostrasacimado LMR, respectivamente.

Conceicao® analisou residuos de ditiocarbamatos em
80 amostras detomate do Distrito Federal e 59% apresentaram
residuos em niveisquevariaram de 0,2 a1,2 mg/kg de CS,.

Amostras de frutas e de outros vegetais tém sido
analisadas no Brasil pelo Programa de Andlise de Residuos de
Agrotéxicos em Alimentos — PARA. Nos resultados obtidos,
dejunho de 2001 ajunho de 2002, foram encontrados residuos
de ditiocarbamatos (resultados expressos mg de CS, por Kg de
amostra), em 68 (69 %) das 99 amostras de macd, em niveisque
variaram de 0,04 a2,10 mg/kg; em 58 (40 %) das 144 amostrasde
maméo, de 0,10 a2,14 mg/kg; em 85 (60 %) das 141 amostrasde
morango, de0,10a1,03 mg/kg; em 1 (1,1 %) das 92 amostrasde
bananaem nivel de 0,01 mg/kg eem 1 (0,7%) das 141 amostras
delaranjaem nivel de 0,31 mg/kg. Foram também encontrados
residuos de ditiocarbamatos em 100 (53 %) das 189 amostrasde
tomate em niveis que variaram de 0,07 a 1,50 mg/kg; em 57

Tabela 3. Risco deingestéo de mancozebe (em CS,) atraves do consumo de mamao, em % IDA.

Substancia Valor encontrado Ingestao IDA IDA? %IDA
(mg/kg) mg/pessoa/dia *° (mg/kg pc/dia) (mg/pessoal/dia)
Mancozebe 18* 0,01015 0,03 18 06
10
ETU 0,09* 0,00001 0,002 012 0,7

* considerando o maior valor encontrado no tratamento 1 (uso normal); a= considerando como o consumo de mamao= 0,01015kg/
dia?®, b = peso médio de umapessoaigual a60 kg; c= valor estabel ecido pelo CODEX ALIMENTARIUS?;
d=valor estabelecido pelo CODEX ALIMENTARIUS!; EBDC= etilenobis-ditiocarbamatos (mancozebe, manebe, metiram e

zinebe); IDA=Ingestdo DiariaAceitavel; pc = peso corpéreo.

Tabela 4. Comparacdo da | ngestéo Diaria M axima Tedricade etilenobi sditiocarbamato com alngestdo DiariaAceitavel 12

IDA IDA? Ingestdo DiariaMaximaTedrica
Ditiocarbamatos  (mg/kg pc/dia) (mg/pessoa/dia) (mg/pessoa/dia)° % IDA
Mancozebe 0,03° 180 147 e 5%
0’66 frutas-mancozebe 37
Manebe 003 180 004 .. 2
Etilenobisditiocar- 002 180 85 o, vivg
bamatos EBDC-CS, 0,37 o trutee 20

a= considerando o peso médio de uma pessoaigual a60 kg; b= valor estabelecido pelo CODEX ALIMENTARIUS*2 parao
grupo dosEBDC; c=; LMR pela RE 165 de 02/09/03"%; EBDCs= etil enobi sditiocarbamatos (mancozebe, manebe, metiram e
zinebe); IDMT=Ingestéo DiariaMaximaTedrica; IDA= Ingestéo DidriaAceitavel; pc = peso corpéreo.
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(35%) das 162 amostras de aface em niveis que variaram de
0,10 23,50 mg/kg; e em nenhumadas 176 amostras de batatae
em nenhuma das 134 amostras de cenoura®. Considerando o
nivel mais alto encontrado em amostra de maméao (2,14 mg/kg
de CS)) verifica-se que estaabaixo do LMR que € de 3,0 mg/kg
deCS™

Como néo séo estabelecidosLMR paraETU, osvalores
da IDMT de ETU foram estimados a partir dos valores das
IDMT dos EBDCs, considerando dados de estudos da
metabolizacdo e excrecdo de ETU, realizados por Nelson e
Didonato®. Com fatores de conversao de 8,7% paramancozebe
e de 5,2% para manebe foram calculados os valoresde ETU a
partir dasIDMT de mancozebe e manebe e os dados encontram-
senaTabelab.

A Ingestéo Di&riaMéximaTeoricacalculadaparaETU
representa 106,5% da IDA, pela converséo da IDMT de
mancozebe e 1,7% da DA, pela conversio de manebe. Para o
EBDCstotal alDMT calculadaparaETU representa108,2% da
IDA, conforme Tabelab.

No Brasil, existem poucostrabalhosde pesquisade ETU
em alimentos. Araujo®, em 1998, analisou amostras de tomate
no Estado de Pernambuco eo ETU foi detectado em 25 (78,1%)
das 32 amostras de tomate de mesa e em 15 (55,5%) das 27
amostras de tomate industrial. Porém, 3 (11,1%) amostras de
tomate industrial e apenas 1 (3,1%) de mesa apresentaram
resultados acimado limite de quantificacdo do método, quefoi
de 0,025mg/kg.

Tem-se uma preocupacdo maior com alimentos
consumidos cozidos e industrializados, pois 0s processos de
preparo e de manufatura dos mesmos podem favorecer a
decomposicéo dos EBDCsaETU, levando a um aumento dos
niveis de ETU nestes produtos. Pesquisadores encontraram
residuos de ETU em amostras de alimentos infantis, sendo 38
(12 %) de 310 amostras a base de frutas ou suco de frutas; em
11 (6%) de 167 amostras originarias de vegetais; 6 (9%) de 65
amostrasde cereais e 9 (13%) das 70 amostras de sobremesas®.

Se apopulagdo estivesse ingerindo todos os alimentos
com niveis iguais aos LMR permitidos, e considerando a
conversdo de 8,7% de mancozebe e de 5,2% de manebe,
poderia estar correndo risco de efeito adverso a salde pela
ingestdo de ETU, uma vez que o valor da IDMT de EBDC

ultrapassou al DA (108,2%), conforme pode ser observado na
Tabela5. Merecem umamaior atencdo os subgrupos: pessoas
gue consomem maméo diariamente ou que consomem apenas
vegetais e criangas que podem consumir maméo e frutas in
natura elegumes cozidos eindustrializados desde os primeiros
meses de vida. Por apresentarem menor peso corporeo, 0 risco
de ingestdo de ETU pelo consumo de alimentos é maior na
crianca do que no adulto. Porém, a IDMT € uma
superestimativa e sd0 necessarias estimativas mais precisas
para a ingestéo de residuos de ETU. Estas estimativas s
poderdo ser feitas quando informacGes dos niveis desses
residuos em produtos comercializados estiverem disponivels.
Portanto, destaca-se que é importante o estudo dos niveis de
residuos de ETU em alimentos consumidos pela populacéo
paraque se possafazer umaavaliac8o derisco mais condizente
com arealidade.

CONCLUSOES

1 Osmétodos estudados em amostrade mamao, apresentaram
resultados dentro dos niveis aceitaveis, com boa exatidéo e
precisdo propiciando implantagdo da metodologia para
andlisede ETU em mamé&o no laboratério.

2. O conhecimento dos niveis do metabdlito ETU, presentes
em mamapo tratado com EBDCs, ad ertaparaanecessidade de
conhecimento dos niveis presentes nos alimentos
consumidos pela populagéo.

3. Os dados do estudo de dissipagéo de residuos de ETU
fornecem subsidios para estabelecimento de periodos de
caréncia na legislacdo, ou sgja, dias que se deve aguardar,
apos a aplicacdo, para consumo.

4. IDMT é uma superestimativa, e deve-se realizar
monitoramento de residuos de ETU, nos alimentos
consumidos pela popul agdo, para cal cul o da exposicéo real
eavaliacdo derisco.
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi de verificar as mudancasfisicas e quimicas em ovos de codornas, alimentadas
com dietas controle e contendo a fragdo sdlida de silagem quimica de residuos de pescado, nas
porcentagens de 3,3%, 6,6% e 9,9%, durante 30 dias. O experimento foi redlizado utilizando-se 80 codornas
com 35 semanas de idade, as quaisforam divididas em blocos aleatériosem 5 gaiolas/dietae 4 animais/
gaiola. Os ovosforam coletados e sel ecionados por pesosvariando de 10,5g a12,0g. Paraaavaliacdo da
composicdo foi utilizada a metodologia oficial para ovos, determinando-se a umidade, as proteinas e
cinzasem gemas e claras e oslipidios somente em gemas. Quanto as andlisesfisicasforam determinados
aperda de peso, as relagdes clara/ovo, gemal/ovo e casca/ovo, a massa especifica de claras e gemas, a
Unidade Haugh e o indice gema. Ao final do experimento foi observado que as alteragdes ocorridas nos
ovos sdo fisicas e estdo mais relacionadas com o tempo de armazenamento do que com a mudanga na
dietadas aves. A maior perda de peso dos ovos foi de 2,64% no 30° dia; a queda na qualidade da clara
passou de 76 para 72 Unidades Haugh e ndo houveram diferencas estatisticas nas andlises quimicas
dos ovos.

Palavras-Chave. ovosde codornas, composi¢o, qualidadeinterna, silagem quimica, residuo de pescado.

ABSTRACT

The objective of this work was to verify the physical and chemical changes in quail eggs fed with
control diet and diets containing percentages of 3.3%, 6.6% and 9.9% of solid fraction of fish residues
chemical silage, for 30 days. The experiment was performed using 80 quails of 35 weeksold. They were
divided at random into blocksin five cages/diets and four birds/cage. The eggswere selected according
toweightsvarying from 10.5g to 12.0g. For egg composition analysiswas used the official methodol ogy,
evaluating the moisture, proteins and ashes in yolks and albumens and lipids in yolks. The physical
analyses consisted of weight loss, albumen/egg ratio, yolk/egg ratio and shell/egg ratio, specific mass
of albumens and yolks, Haugh Units, and yolk index. The data of the present study showed that
aterations occurred eggs physical features were rather more correlated with storage time than the
changein bird diets. The major egg weight loss was 2.64% at 30th day; and albumen quality decayed
from 76 to 72 Haugh Units. No statistically significant differencesin quail eggs chemical analyseswere
observed.

Key-words. quail eggs, composition, internal quality, chemical silage, fish residue.
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INTRODUCAO

Praticamente em todas as culturas, os ovos tém sido
apreciados tanto por suas propriedades nutritivas quanto
funcionais. Nas sociedades ocidentais 0 maior consumo se da
paraovos de galinhat, porém isto esta se modificando, os ovos
de codornas estdo ganhando mercado, principalmente em
restaurantes como acompanhamento de diferentes pratos.

Ha 50 anos os problemas que envolviam ovos diziam
respeito asua producgéo e armazenamento, por isso aqualidade
dos mesmos estava relacionada com as condigBes da casca,
gema e clara. Hoje o termo “qualidade” € sinbnimo das
propriedadesfisicas e das modificagdes quimicasenutricionais
gue o ovo pode sofrer 2,

Véariosfatores, tais como: tamanho do ovo, idade e raga
das aves, estacdo do ano, composi¢do da dieta e tempo de
armazenamento podem influenciar na qualidade dos ovos. O
peso dos ovos e de seus componentes, clara e gema, € muito
influenciado, principalmente peladieta, pois se estapossui atos
niveis de gordura, o peso dos ovos aumentard *45. A qualidade
da clara, medida em Unidades Haugh diminui gradativamente
com o passar do tempo 87.

Em relagdo a influéncia exercida pelas dietas, varios
autoresmencionam asmudangasem vitaminas®, lipidios®, cinzas™®
emineraist, Outramudancaque pode ser feitaéaincorporagdo
dafragdo solidade silagem quimicade residuos de pescado nas
racOes aserem elaboradas, e deste modo, contribuir efetivamente
para um acréscimo na qualidade nutricional do produto final,
que sera fornecido aos animais.

A silagem pode ser definida como um produto liquido
preparado com pescado inteiro ou seus residuos moidos, por
meio de processos que causem a solubilizacdo de seus
componentes. A liquefacdo é feita por enzimas do proprio
pescado, dependendo da temperatura de hidrélise, o tempo de
separacao dasfracoes|iquidae sdlidapodevariar deum avérios
dias®.

O objetivodo trabalho foi verificar asmudancgasfisicase
quimicas em ovos de codornas alimentadas com di etas controle
e contendo a fragdo sdlida de silagem quimica de residuos de
pescado, nas porcentagens de 3,3%, 6,6% e 9,9%, durante 30
dias.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado utilizando-se 80 codornas
com 35 semanas de idade, as quais foram divididas em
blocos casualizados em 5 gaiolas/dieta e 4 animais/gaiola,
sendo que &gua e dieta foram ofertadas ad libitum. As
codornas permaneceram em ambiente climatizado no
laborat6rio de Experimentagdo Animal do Biotério Central
da UFPel, com temperatura de 22°C+1 e com foto-periodo
controlado por temporizador, com ciclo de claro/escuro de
16h e 8h. As aves foram alimentadas durante 21 semanas
com dietas controle e contendo a fragéo sélida de silagem
guimicade residuos de pescado nos niveis de 3,3%, 6,6% e
9,9% (Tabelal).

Preparo das amostras: Os ovos foram coletados e apenas
sel ecionados aguel es com peso entre 10,59 e 12,0g. Asamostras
foram armazenadas em caixas de isopor para 30 unidades, sob
temperaturaderefrigeracdo (7,3°C+0,5) eumidaderelativade
77%25, com excegdo das que foram imediatamente anali sadas.
Asandlisesforam realizadas de 10 em 10 dias, num total de 30
dias.

Perda de peso: Os ovos foram pesados individualmente no
primeiro dia e armazenados. No dia das analises foram
novamente pesados, onde calculou-se o percentua de perda
de peso durante 0 armazenamento.

Relagdes clara/ovo, gema/ovo e casca/ovo: ApGs0sovos serem
guebrados e terem seus constituintes separados, fez-se os
célculos tomando-se 0 peso de cada componente em relagdo
ao peso do ovo inteiro.

Tabela 1. Formulagéo das dietas paraalimentacdo das aves, em gramas.

Componentes Controle 3,3%dafracdosdlida 6,6% dafracdo sdlida 9,9% dafracdo solida
Milho moido 2833 2886 2909 2746
Farelo de Soja 1555 14135 1277 un
Areia - - 1 18
Suplemento vitaminico emineral 5 3] 3] 5
Cdcéaio 33 33 333 30
Fosfato Bicalcitico a0 & & (7}
Sa Comum 23 23 23 PA]
Metionina 8 6 3 -
OleodeArroz 135 o4 - -
Frac8o solidada Silagem - 165 30 4%
Total 4997 50005 5001 5001

Asdietasforam formuladas através do Programa User Friendly Feed Formulation- UFFF 1,114,
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Massa especifica da clara e da gema: foram determinadas
através dos respectivos pesos e volumes.

Qualidade da clara: osovosforam pesadosindividua menteem
balanca de precisio, em seguida a casca foi serrada e seus
congtituintes, clarae gema, foram colocados sobreumasuperficie
devidro paraque suas aturasfossem determinadas com o auxilio
de um paquimetro. De posse dos dados de peso eadtura, cal culou-
seaUnidade Haugh (HU), utilizando a seguinte equagdo: HU =
100log (H + 7,57 —1,7W°%¥), (H = dturadaclaraemmilimetrose
W = peso do ovo em gramas).

Qualidade da gema: foi avaliadaatravés das medidasde altura
(AG) elargura(L G) dagema. A rel acdo entre os dois parametros
forneceuoindicegemalG=AG/LG

Determinagdes quimicas: asdeterminagdesrealizadasforam:
umidade, proteinas e cinzasem gemaseclaraselipidios somente
nas gemas. Estas determinagdes também foram realizadas nas
diferentesractes. Asandlisesforam segundo aA.O.A.C.%5, para
os lipidios foi utilizada hidrélise écida, para as proteinas o
método de Microkjeldahl, com fator de correcéo para ovos
(6,68), as cinzas foram determinadas em mufla a 600°C e as
umidades em estufa a 105°C, ambas através de métodos
gravimeétricos.

Andlise estatistica: o tratamento dos dados foi por andlise de
variancia (ANOVA two-way) e acomparagao das médias pelo
teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%, através do
programa STATISTICA 98.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A perdade peso aumentou gradual mente com o decorrer
do periodo de armazenamento, chegando a 2,64% no final dos
30 dias de andlise. Emboranéo tenhahavido umarelagéo entre
asdietas, aque continha 3,3% da frag&o solida de silagem nos
ultimos dez dias perdeu mais peso do que asdemais (Tabela 2).
Logo que o ovo é posto comegam a ocorrer mudangas que

baixam a qualidade interna, estas mudancas podem ser
retardadas por resfriamento, mas ndo evitadas totalmente.
Durante a maturagdo dos ovos, o tamanho da cémara de ar
aumenta proporcionalmente com o aumento da perda de
umidade; agemase alargae aclaratorna-se menos espessa. Ha4
também a perda de agua através da casca, pois existe um
movimento de &gua daclara paraagema por causa da pressio
osmética maior da gema®. Estas mudancas sdo percebidas e
guantificadas quando andlises fisicas sdo determinadas.

Nas relagcbes gemal/ovo foi observado um aumento nas
meédias quando o primeiro diafoi comparado com osoutrosdias
de andlise (Tabela 2), isto foi devido ao movimento da aguada
clara para a gema, durante o periodo de armazenamento?®. O
menor valor no primeiro dia também ocorreu nas amostras
oriundas de avesalimentadas com dietas contendo afracao sdlida
desilagem, concordando com Beyer e Jensen®, que observaram
reducdo de peso das gemas, quando asdietasforam modificadas.
No entanto, quando 0s mesmos autores avaliaram a idade das
aves, observaram que houve um aumento de peso das gemas
conforme aumentava aidade daave®.

Paraasrelacbes clara/ovo e casca/ovo, ndo foi verificada
diferenca estatistica entre as amostras provenientes de
diferentes dietas (Tabela 3), corroborando com os resultados
obtidos por Vilchez et a8, quando estes analisaram ovos
provenientes de diferentes dietas, porém Hussein et al®
observaram diferenca no peso das cascas, quando analisaram
ovos de aves de diferentes racas e idades.

A massa especifica das claras e gemas € uma medida
gue relaciona o peso com o volume. Os resultados desta
determinacéo (Tabela4) foram influenciados pel o peso, poiso
volume permaneceu praticamente constante nas diferentes
dietas, durante o tempo do experimento. As claras com 20 dias
de armazenamento apresentaram diferenca estatisticamente
significativaem relacdo ansdemaisdias, poistiveram asmenores
médias. Com relagdo a gema, ndo houve diferenca estatistica
entre as amostras.

Tabela 2. Perdas de peso (%) e relacBes gemal/ovo de amostras provenientes de ovos de codornas alimentadas com dietas
contendo diferentes percentuais da fracéo sblida da silagem de residuo de pescado.

Perda de peso RelacBes gema/ovo
Dietas 10dias 20dias 30dias ldia 10dias 20dias 30dias

Controle 053 1,21° 1,58° 29,907 31,88 31,77 31,80
0,17 1055 40,49 3,12 +1,68 +1,82 +192

3,3%da 0,542 1,11° 2,64° 29,802 31,11° 31,11° 31,75
fracdo solida +0,17 043 +1,39 +144 11,66 155 +157
6,6% da 0,442 0,94° 157¢ 29452 29,7% 31,08° 30,56°
fracéo solida 0,17 10,40 140,66 +1,78 +1,74 1248 +156
9,9%da 0,522 115 1,44° 30,022 30,83 31,54 31,53
fracéo solida 0,22 041 0,34 +135 +185 +197 1266

Média+ desvio padrao, n=12.

M édias seguidas pelas mesmas | etras, naslinhas, ndo diferiram entre si, segundo o teste de Tukey ao nivel de significanciade 5%.
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Durante 0 armazenamento dos ovos ha atransformagéo
daovoa buminaem S-ovoal buminae adissociacdo do complexo
ovomucina-lisozima com a destrui¢do do gel de ovomucina
Sao reagbes importantes no plano tecnol 4gico, pois provocam
a perda, ao menos parcial, das propriedades gelificantes e
espumantes e da viscosidade das claras, tornando-as
liquefeitas'®. A Unidade Haugh é a medida utilizada para
determinar esta transformag&o, pois relaciona o peso do ovo
com aalturadaclara. A qualidade daclaraapresentou diferenca
estatistica quando as dietas e os dias foram analisados
separadamente. As amostras de aves alimentadas com a dieta
controle apresentaram maior médiaem relacao asdemaisdietas,
easamostras com 30 dias de armazenamento, nas quatro dietas
avaliadas, foram estatisticamente diferentes devido as médias
serem menores em relacdo aos demais dias (Tabela 5),
concordando com Souza et al®, que em seu experimento
observou 0 mesmo comportamento. Este decréscimo na
Unidade Haugh ao longo do tempo e em fungdo das dietas,
também foi descrito por Ahn et al’, quando analisou ovos
oriundos de diferentesracas de galinhas alimentadas com dietas
controle e contendo &cido linolénico, por 28 dias.

As condi¢des das gemas sdo avaliadas através do indice
gema, que relaciona a atura e o didmetro das mesmas. Esta
determinacdo n&o apresentou diferenca estatistica entre as
amostras quando dias e dietasforam avaliados (Tabela6), sendo
assim, deve-se mencionar que as trocas, principamente de
umidade, que proporcionam um alargamento das gemas, néo
tiveram influéncia sobre este parametro. Souzaet d 6, relatam
gue o indice gema foi menor nas amostras controle quando
analisaram ainfluénciade diferentes niveis de écido ascorbico
na qualidade dos ovos, porém esta diferenca nao foi
estatisticamente significativa

Com as analises de composi¢éo centesimal das
diferentes dietas of erecidas as codornas (Tabela 7), percebe-se
gue a umidade e o teor de proteinas foram semelhantes para
todas as dietas, ja as cinzas das dietas contendo 6,6% e 9,9%
da fragdo solida de silagem apresentaram-se em maior
guantidade, isto foi devido a areia adicionada e as cinzas da
prépria silagem. Quanto aos lipidios, notou-se que as dietas
controle e 3,3% tiveram um percentual maior, isto porque nestas
foi acrescentado Oleo de arroz para suprir as necessidades
nutricionais das aves.

Tabela 3. Relagdes clara/ovo e casca/ovo de ovos de codornas alimentadas com dietas contendo diferentes percentuais da

frac8o sdlida da silagem de residuo de pescado.

RelacBes clara/ovo

RelacBes casca/ovo

Dieta 1d 10d 20d 30d 1d 10d 20d 30d
Controle 54,44 55,112 53,617 4407 15,65 13,007 14,35 13,807
3,78 218 2,86 257 315 +1,61 197 213
3,3%dafracdo 54,87 55,242 54,45 54,607 15207 13,64° 14,44 13,642
solida 234 +149 +1,80 +1,78 2,08 +1,56 1.2 11,22
6,6%dafracdo 56,05 55,64° 55,33 55,88° 14,507 14,607 13,597 1355
solida 12,56 2,06 316 +1,69 11,66 +1,46 +1,06 1,04
9,9%dafragdo 55907 55,8 55,93 55,91° 14,08 13.28° 12,53 12,56
solida 2,89 254 +1,63 297 223 +1.49 +1,06 092

Média+ desvio padrdo, n=12.

M édias seguidas pelas mesmas letras, nas colunas, ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.

Tabela 4. Massa especifica das claras e gemas dos ovos de codornas alimentadas com as diferentes dietas.

Claras Gemas
Dieta 1d 10d 20d 30d 1d 10d 20d 30d
Controle 0,942 0,942 0,88 0,912 1,072 1,142 1,112 1,057
+0,10 +0,05 +0,06 +0,08 +0,12 +0,10 +0,06 +0,08
3,3% dafracdo 0,922 0,917 0,86 0,912 1,152 1,112 1,152 1052
solida +0,08 +0,07 +0,05 +004 +0,07 +0,09 +0,10 +0,06
6,6% dafracdo 0,942 0,942 0,88° 0,907 1,162 1,112 1,122 1,09
solida +0,06 +0,06 +0,03 +0,05 +0,06 +0,09 +0,06 +0,06
9,9% dafracdo 0,912 0,93 0,86° 0,907 1,122 11?2 1,122 1,182
solida 0,04 +0,05 +0,05 +004 +0,04 +0,07 +0,07 +0,07

Média+ desvio padrdo, n=12.

M édias seguidas pelas mesmas letras, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.
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Tabela 5. Unidade Haugh de ovos de codornas alimentadas com dietas contendo diferentes percentuais da fragdo solida da

silagem de residuo de pescado.

Dietas 1ldia 10dias 20dias 30dias
Controle 76,55 +3,29 79,422 +4,29 79,54% +2,38 73,481+2,93
3,3% dafracdo sdlida 73,18%+343 77,73%2+324 76,26%+341 72,46%2+2,65
6,6% dafracdo sdlida 76,63%+4,18 77,73%+324 76,26%+2,64 72,1272+2 76
9,9% dafracdo solida 76,63%+4,18 77,73%2+324 75,50%+3,34 72,54%2+2 58

Média+ desvio padrao, n=12.

M édias seguidas pelas mesmas letras ndo diferiram nas linhas e seguidas pel os mesmos nimeros n&o diferiram nas colunas,

segundo o teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.

Tabela 6. Médias dos indices gemas de ovos de codornas alimentadas com dietas contendo diferentes percentuais da fraco

sélida da silagem de residuo de pescado.

Dietas 1dia 10dias 20dias 30dias
Controle 0,5024+0,06 0,45+0,06 0,49%+0,05 0,47%+0,03
3,3% dafracdo sdlida 0,5024+0,04 0,49°+0,03 0,48+0,03 0,46°+0,03
6,6% dafracdo solida 0,47240,06 0,50%+0,04 0,49°+0,03 0,48°+0,03
9,9% dafracdo solida 0,48240,03 0,48+0,03 0,47%+0,03 0,49°+0,03

Média+ desvio padrdo, n=12.

M édias seguidas pelas mesmas letras ndo diferiram nas linhas e seguidas pel os mesmos nimeros n&o diferiram nas colunas,

segundo o teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.

Tabela 7. Composi¢do centesimal (%) das dietas utilizadas na alimentagdo das codornas.

Dieta Umidade Cinzas Proteinas Lipidios
Controle 11,86*+0,15 10,242+0,28 15,48°+0,58 6,18°+0,19
3,3% dafracdo sdlida 12,18%+0,02 9,48°+0,08 16,922+0,37 5,362+0,80
6,6% dafracdo sdlida 11,882+0,21 11,34°+0,79 16,79%+0,70 3,67°+0,21
9,9% dafragdo sdlida 11,612+0,15 13,38°+1,74 17,43*+041 3,98°+0,62

Média+ desvio padréo, n=3.
M édias seguidas pelas mesmas letras, nas colunas, ndo diferiram pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.

Tabela 8. Média dos percentuais de umidades nas claras e gemas dos ovos de codornas alimentadas com diferentes dietas.

Claras Gemas

Dieta 1d 10d 20d 30d 1d 10d 20d 30d
Controle 88,31% 88,06 88,27+ 88,07% 49,872 50,16™ 51,29% 51,93*
40,38 1011 037 1053 +0,40 +2.34 +151 +1,13
3,3%dafracdo  88,50% 88,53 88,32% 88,28% 49,662 49,53% 51,40% 50,35
solida 10,28 40,39 10,12 +059 1017 +138 +1,06 10,45
6,6%dafracdo  87,85% 88,04* 87,64* 87,69 49,492 50,32 51,25* 50,71%
solida +059 40,56 042 +041 +0,17 +218 +2,05 +1,34
9,9%dafracdo  88,51* 88,27% 88,37% 88,87+ 49,872 51,40* 50,67 50,65
solida 0,32 40,33 011 +0,20 +0,35 +255 +1,68 +1,72

Média+ desvio padréo, n= 3.

M édias seguidas pelas mesmas letras ndo diferiram nas linhas e seguidas pel os mesmos nimeros n&o diferiram nas colunas,

segundo o teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.
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Em relac8o aumidade das claras e das gemas (Tabela 8),
percebeu-se que os percentuai s, entre todas as amostras, foram
muito proximos, ndo apresentando diferenca estatisticamente
significativaquando as dietas foram analisadas, igualmente ao
gue foi observado na composicdo das ragdes. Entretanto, para
as gemas houve um leve acréscimo nas amostras avaliadas
ap6so primeiro dia, mas ndo apresentaram diferencaestatistica,
isto também foi conseqiiénciadatransferénciade aguadaclara
paraagema.

Estatisticamente ndo foi verificadadiferencanasmédias
das proteinas das claras e das gemas nos quatro tipos de dietas
(Tabela9), isto foi conseqiiéncia de que as caracteristicas das
proteinas ndo sdo influenciadas pela dietadas aves®. Cobos et
al*® também ndo verificaram diferenca no teor de proteinas
guando avaliaram ovos de galinhas alimentadas com diferentes
racdes. O mesmo foi relatado por Li et al?* quando analisaram
ovos de galinhas de diferentes racas.

A gquantidade média de lipidios presentes nas gemas
nado diferiu estatisticamente ao nivel de significancia de 5%,
paraas diferentes dietas (Tabela 10), estando de acordo com o
trabalho de Coboset a °. Entretanto Hall e McKay® comentam
gue ovos oriundos de aves com idades heterogéneas
apresentam diferente teor lipidico. Chwalibog? relata que
conforme aumenta a idade da ave aumenta a quantidade de
lipidios ediminui ade proteinas.

Nas quantidades médias de cinzas das claras e das
gemas, ndo foi observada diferenca estatisticamente
significativaentre asamostras (Tabela 11), diferindo do estudo

de Coboset a *°, que ao avaliar ascinzas de gemas oriundas de
galinhas alimentadas com diferentes dietas, observou variacéo
estatistica nos percentuais. Manson et al'* analisaram a
composicdo das cinzas de ovos de galinhas e relataram que
nas claras o constituinte majoritério é o enxofre, seguido por
cloro, sédio, potassio, célcio, fosforo e magnésio. Nasgemasa
maior quantidade foi expressa sob aformadefésforo, seguido
de cloro, enxofre, célcio, potassio, sddio, magnésio eferro.

A composi¢do quimicadosovosfoi determinadaem base
Umida (dados néo apresentados) e cal culadaem base seca, como
apresentada neste trabalho. Os resultados médios, paratodas as
dietasno primeiro diade andlise e em base Umida, foram: 88,16%
deumidade, 0,71% de cinzase 11,16% de proteinasnasclarase
29,96% deipidios nas gemas. Comparando estes resultadoscom
os valores obtidos por Sotelo e Gonzdles 2 nota-se que sao
semel hantes, poi s os autores determinaram 87,93% de umidade,
0,74% de cinzas, 10,48% de proteinas e 29,63% de lipidios. No
entanto, os percentuais médios deste trabalho diferiram dos
encontrados por Torres et a®.

CONCLUSOES

Aofinal do experimento foi observado que as ateragtes
ocorridas nos ovos sdo fisicas e estdo mais rel acionadas com o
tempo de armazenamento do que com a mudanga na dieta das
aves. Houve perda de peso dos ovos de todas as dietas,
chegando a 2,64% no final do periodo; a massa especifica das

Tabela 9. Percentuais médios das proteinas das claras e gemas de ovos de codornas alimentadas com diferentes dietas.

Claras Gemas

Dieta 1d 10d 20d 30d 1d 10d 20d 30d
Controle 93,73° 94,132 94,56 92,76° 34,88 31,912 33,822 28,58%
+1,22 +0,82 +1,83 19084 10,82 520 +344 6,59
3,3%dafracdo  9344% 90,582 87,622 86,997 35,672 32412 34,942 32,93
solida +4,08 +16,29 +12.64 +2,30 +4,72 +8,18 +2,30 +2.19
6,6%dafracdo 92,58 89,322 84,072 A4 3393 33,802 31,96% 36,36
solida +4,19 +16,91 +9,18 +8,80 +2.03 +4.43 +854 +4.84
9,9%dafracdo 95422 92,8%° 84,107 90,55 35,83 35,412 29407 33,08*
solida +306 +10,74 +950 114,71 1,34 4,74 +7,19 +9,06

Média+ desvio padrdo, n = 3, em base seca.

M édias seguidas pelas mesmas letras, nas colunas, ndo diferiram pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.

Tabela 10. Percentuais médios dos lipidios das gemas de ovos de codornas alimentadas com diferentes dietas.

Dieta 1ldia 10dias 20dias 30dias
Controle 62,822+1,81 60,482+0,92 64,072+3,11 56,82°+6,86
3,3% dafragdo solida 60,88°+4,48 55,172+4,90 52,15°+1,81 58,142+2,37
6,6% dafracdo solida 60,922+5,30 59,072+3,24 60,742+0,97 59,53*+4,72
9,9% dafracdo solida 61,637+4,02 59,847+6,39 63,34%+8,65 62,85°+1,64

Média+ desvio padrdo, n = 3, em base seca.

M édias seguidas pelas mesmas letras, nas colunas, ndo diferiram pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.
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Tabela 11. Percentuais médios das cinzas das claras e gemas de ovos de codornas alimentadas com diferentes dietas.

Claras Gemas
Dieta 1d 10d 20d 30d 1d 10d 20d 30d
Controle 6,142 5,78 5,98° 6,23 3,612 3,68° 3,39 3,39
+0,22 +0,78 +1,02 +0,38 40,13 +0,22 +0,17 40,14
3,3% dafracdo 5,822 6,68° 5,88° 5,842 3572 372 3422 3,39
solida +0,70 +142 +0,30 +0,36 +0,38 +0,25 +0,07 +0,17
6,6% dafracdo 4852 6,26° 5,997 5,63 3,612 3,467 3,642 3,522
solida +0,96 +0,52 +0,59 +0,36 +0,38 +0,12 +0,13 +0,07
9,9% dafracdo 5,557 6,66° 5,342 6,207 3472 3,807 3572 340
solida +0,88 +0,27 +147 +0,46 +0,07 +0,12 +043 40,12

Meédia+ desvio padrdo, n = 3, em base seca.

M édias seguidas pelas mesmas letras, nas colunas, ndo diferiram pel o teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.

claras foi menor no 20° dia de andlise; arelagdo gemal/ovo foi
menor no primeiro diadeavaiagdo; aqualidade daclaradiminuiu
ao final do tempo analisado, passando de 76 para 72 Unidades
Haugh e as claras cujas aves receberam dietas modificadas
apresentaram menores médias, em relacdo a controle. N&o foi
observadainfluénciadas diferentes dietasingeridas pelas aves
na composi¢do centesimal dos ovos.
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RESUMO

As quinolonas sdo potentes antibacterianos sintéticos de terceira geragdo, que sdo indicadas para
tratamento de diversas infecgdes do trato urinario, gastrointestinal e da pele. Este trabalho tem como
objetivo propor um método por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para determinacéo das
quinolonas: ciprofloxacina, andl ogo daci profl oxaci naetilenodiamina (substanciarel acionada) e norfloxacina.
Estes compostos foram separados em coluna monoalitica de fase reversa, sistemaisocrético, deteccdo no
comprimento deonda275 nm, fasemével contendo umamisturadeécido fosforico 0,042 mol/L, pH 3,0+ 0,1
(gjustado com trietilamina): acetonitrila(87:13), vazéo 1,6 mL/min, atemperaturaambiente. A curvaanalitica
paraciprofloxacinacompreendeu afaixade 20,0-125,0 ug/mL e paranorfloxacinade 20,0-100,0 pg/mL com
coeficientes de correlag@o de 0,9999 e 0,9999, respectivamente. O tempo de retencdo obtido para a
ciprofloxacinafoi de 3,4 min, parao and ogo ciprofloxacinaetilenodiamina, 2,4 min, e paraanorfloxacina,
2,9 min. A resolucdo entre a ciprofloxacinae o andlogo foi de 1,1. O método proposto é rapido, simples,
exato, preciso e reprodutivel e pode ser aplicado na andlise de matérias-primas e na determinacgéo de
ciprofloxacina, ciprofloxacina etilenodiamina e norfloxacina, em capsulas, comprimidos e solucfes para
infus&o.

Palavras-Chaves. quinolonas; ciprofloxacina, norfloxacing, CLAE.

ABSTRACT

Quinolones are synthetic antibacterial agents used for treating a wide variety of infections of urinary
tract, gastrointestinal tract, and skin. The aim of this study was to develop a method for performing the
determination of ciprofloxacin, ciprofloxacin ethylenediamine analog (arel ated compound), and norfloxacin
by means of high performanceliquid chromatographic (HPL C) technique. The compoundswere separated
onaChromolith RP18 column, with isocratic system. The mobile phase was amixture of phosphoric acid
0.042mol/L, pH 3.0+ 0.1: acetonitrile(87:13), flow rateof 1.6 mL/minand UV detection at 275nm. Therange
of calibration curvewas 20.0-125.0 pg/mL for ciprofloxacin and 20.0-100.0 pg/mL for norfloxacin. The
correlation coefficient was 0.9999 for ciprofloxacin and 0.9999 for norfloxacin. The retention time for
ciprofloxacin was 3.4 min, for ethilenodiamine ciprofloxacin was 2.4 min, and 2.9 min for norfloxacin.
Resol ution between ciprofloxacin and ciprofloxacin ethylenediamine analogwas 1.1. The proposed HPLC
method israpid, simple, accurate, reproducible, and it can be applied in analyzing raw-materials, aswell as
in determining ciprofloxacin, ciprofloxacin ethylenediamine and norfloxacinin diverseformatsas capsules,
tablets, and in solution for infusion.

Key Words. quinolones; ciprofloxacin; norfloxacin, HPLC
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INTRODUCAO

Quinolonas (Figura 1) sdo substancias antibacterianas
sintéticas de terceira geragao, relacionadas com a estrutura
quimicado acido nalidixico, e que agem por mecanismo de agéo
similar, ou seja, por inibigdo daenzimaDNA girase de bactérias.
A presenca da molécula piperazina e do &omo de fltor nas
quinolonas aumenta a poténcia e o espectro antimicrobiano,
inclusive parabactériasresistentes'. A qualidade e a seguranca
de uso destes antibacterianos é garantida tanto pela
quantificag8o das quinolonas quanto pela identificag8o e
quantificagdo das chamadas substéncias rel acionadas, que sdo
contaminantes de sintese ou de degradacdo, cujos limites
permitidos constam em monografias oficiais.

A literatura reporta varios métodos para quantificacéo
de quinolonas, por espectrofotometria: na regido do
ultraviolete?, espectrofotometriaderivada®, espectrofotometria
naregido do visivel com o uso de nitrato de ferro I114, com o
uso de plrpura de bromocresol e azul de bromofenol®, com
Sudam |l como reagente cromogénicao®, com o uso de 2,4-
dinitrofluorbenzeno’, por espectrofluorometrieg, por titulacéo
€m meio ndo aquoso com &acido percl érico como titulante®, por
eletroforese capilar'® ! e por cromatografia liquida de alta
eficiéncia'? 13141516, Para aandlise das substénciasrel acionadas,
no entanto, as técnicas mais adequadas sdo as cromatograficas.

Considerando-se a importancia das quinolonas no
combate as infec¢des do trato urinario, respiratoério,
gastrointestinal e da pele, este trabalho tem como objetivo
propor um método por cromatografialiquidade altaeficiéncia
(CLAE), em sistemaisocrético, rapido, simples e reprodutivel,
utilizando coluna (Chromolith RP18) monoaliticaem fasereversa
paraadeterminacdo de ciprofloxacina, do and ogo ciprofloxacina
etilenodiamina (substanciarel acionada) e de norfloxacina, em
diferentestipos de formul agbes farmacéuti cas (po, comprimidas,
capsulas e solucgdo para infusdo).

Acido Nalidixico

mO Y o

Norfloxacina

Ciprofloxacina

Figura 1. Estrutura quimica das quinolonas: ciprofloxacina, &cido nalidixico
e norfloxacina
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A coluna Chromolith RP18 utilizada consiste de um
bastdo de silica, que possui estrutura tipica com diporos do
tipo mesoporo e macroporo nNo seu esqueleto, 0 que permite
trabalhar com vazdes altasa baixa pressao, capacitando assim
separagdes rapidas e eficientes.

MATERIAL E METODOS

Padroes e Reagentes: substancias quimicas de referéncia
primarias: cloridrato de ciprofloxacinaUSP, norfloxacina USP,
ciprofloxacinaetilenodiaminaUSP. Reagentes: &cido fosférico
p.a. Merck ®, dietilaminap.a. Merck®, acetonitrilagrau HPLC
Merck®, unidadefiltranteHV em PV com membranaDU Rapore
0,45 um de poro, 13 mm néo estéril, Millipore®. Amostras:
capsulas duras de ci profl oxacinae de norfloxacina, comprimidos
de ciprofloxacina e de norfloxacina, e solucéo parainfusdo de
ciprofloxacina.

Equipamento: cromatdgrafo liquido marca Shimadzu modelo
CLASSVP-10 com detector ultraviol eta-visivel Model o SPD-
10AV VB sistema debombasL C-10AV VP com injetor manual.
O sistema cromatografico foi monitorado pelo SCL-10 AVP
através de Software Class VP-10. Coluna Chromolith RP-18,
100x4,6 mm, Merck®, Potenciémetro: model o 15-Driver, Banho
ultrasdnico marcaUnique.

Condicdes cromatograéficas: detecgdo em 275 nm. Fase movel:
acido fosforico 0,042 mol/L, pH 3,0 £ 0,1 (gjustado com
trietilaminag): acetonitrila(87:13), vaz&o 1,6 mL/min, temperatura
ambiente. Diluente: fasemovel, algade20 L.

Preparacdo das solucBes padrao: foram preparadas soluctes
estoque de cloridrato de ciprofloxacina e de norfloxacina, na
concentragdo de 125,0 e 100,0 ug/mL, respectivamente. A partir
destas, 5 dilui¢des foram realizadas para se obter: 25,0; 50,0;
75,0; 100,0e125,0 ug/mL deciprofloxacinae, 20,0; 40,0; 60,0;
80,0e100,0 ug/mL denorfloxacina, paraconstruir asrespectivas
curvas andliticas.

O analogo ciprofloxacina etilenodiamina foi dissolvido no
diluente parase obter umasolug&o de 75,0 pg/mL.

Preparacdo das amostras: 20 comprimidosdeciprofloxacinaede
norfloxacinaforamtrituradosereduzidosap6 fino. Astomadasde
ensaio, tanto para comprimidos, como para o contetdo das
capsulas, foram equivalentes as doses terapéuticas declaradas,
dissolvidas no diluente, sonicadas por 10 minutos e diluidas para
concentragdo final de 75,0 pg/mL. Para a solugéo de infusdo, a
tomada de ensaio foi equivalente a dose terapéutica e diluida
paraconcentracdofinal de 75,0 ug/mL.

Foi preparada uma mistura das solugdes padrdo para se obter
uma solugéo de concentragdo final contendo 75,0 pg/mL de
ciprofloxacina, de norfloxacina e do andlogo ciprofloxacina
etilenodiamina.
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Recuperacio do método: a recuperacdo do método foi redizada
de acordo com “Orientactes sobre Validagdo de Métodos de
Ensaios Quimicosde 2003" do Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizago e QuaidadeIndustrial INMETRO)Y.

Foram preparadas 4 réplicas a partir do po de
comprimidos triturados para se obter uma solugéo de
concentracdo de 25,0 pg/mL, adicionou-se a cada porgédo

quantidades de ciprofloxacina SQR priméria (USP) napropor¢do
de 0%, 50%, 100% e 150% em relacdo a quantidade inicial de
ciprofloxacinano pé do comprimido. Procedimento semelhante
foi realizado para os estudos de recuperacao do método paraa
norfloxacina.

Procedimento: as solugdes preparadasforam filtradasem filtro
0,45 um e injetadas em quadruplicata (volume 20 L ).
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Figura 2. Cromatogramas referentes a separacéo da mistura das substéncias quimicas de referéncia. (A) andlogo ciprofloxacina etilenodiamina, norfloxacina
e ciprofloxacina com os tempos de retengdo 2,29, 2,85 e 3,19 minutos, respectivamente na concentragdo de 75,0 pg/mL; (B) andlogo ciprofloxacina
etilenodiamina e ciprofloxacina com os tempos de retencdo 2,42 e 3,41 minutos, respectivamente e (C) norfloxacina e excipientes do comprimido
analisado, com tempo de retengdo 2,90 minutos (teste de interferéncia dos excipientes). Coluna Chromolith RP-18 de 100x4,6mm Merck®; fase mével:
&cido fosfdrico 0,042 mol/L pH 3,0 £ 0,1 (gjustado com trietilamina): acetonitrila (87:13); vazdo 1,6 mL/min e detec¢do a 275nm.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 2 mostra os cromatogramas referentes a
separagdo da mistura das substéncias quimicas de referéncia
primérias: anal ogo ciprofloxacinaetilenodiamina, norfloxacina
e ciprofloxacina com os tempos de retencdo 2,29, 2,85 e 3,19
minutos, respectivamente na concentracéo de 75,0 pug/mL (A);
a separacgdo do analogo ciprofloxacina etilenodiamina de
ciprofloxacinacom ostempos de retencéo 2,42 e 3,41 minutos,
respectivamente (B) e a separacdo da norfloxacina dos
excipientes do comprimido analisado, com tempo de retencéo
2,90 minutos (teste de interferénciados excipientes) (C).

Os parametros cromatogréaficos do método para
ciprofloxacina e norfloxacina sio apresentados na Tabela 1. A
resolugdo do método para ciprofloxacina foi calculada em
relagéo a substanciarel acionada ciprofloxacinaetil enodiamina.
A resolucéo para norfloxacina foi calculada em relagéo a
ciprofloxacina

Os resultados da calibraco do método proposto para
ciprofloxacinae norfloxacina encontram-se naTabela2.

O teor de quinolonas em amostras comerciais de
algumas formas farmacéuticas sdo apresentadas na Tabela 3.

A verificagdo daqualidade de produtosindustrializados
e de manipulagdo é dificil em virtude da variabilidade das
matrizes analiticas, em relacdo aos variados excipientes
utilizados nas diferentes formulagGes. O Laboratério de
Antibiéticos do Instituto Adolfo Lutz tem como seu principal
cliente, aVISA/ANVISA como érgéo fiscalizador. Com este
intuito, desenvolveu este trabalho comparando o método
proposto ao oficial daFarmacopéiaAmericanaed. 25%, aplicado
as duas substancias (ciprofloxacina e norfloxacina), em
diferentesformulagdes farmacéuticas.

O método proposto paraadeterminagdo daciprofloxacina
edanorfloxacina, comaalteracdo dafasemével naconcentracéo
do &cido (0,042 mol/L), e com o uso de coluna com estrutura
monoaliticade comprimento de 100 mm, fez com que o tempo de
retencdo fosse reduzido a menos da metade (3,4 min para a
ciprofloxacina e 2,6 min para a norfloxacina), quando
comparados com os tempos de retencéo do método oficial da
Farmacopéia Americana ed. 25%. A resolucdo e o nimero de
pratos que medem a eficiéncia do método, sdo diretamente
proporcionais ao comprimento da coluna, e relacionados com
tipo e 0 nimero de particul as do empacotamento. Quanto maior
0 comprimento da coluna, maior serao nimero de pratos, assim
como a resolucdo e o tempo de retencdo. O método proposto
apresenta valores menores do que os obtidos pelo método
oficial paraaresolucdo e o nimero de pratos, justificados pelo
comprimento dacoluna. O fator de alargamento, aprecisdo do
método medida pelo desvio padrdo relativo do método, e a
exatiddo avaliada pela recuperacdo do método, para a
ciprofloxacina e norfloxacina sao compativeis com os
parametros cromatograficos estabelecidos para os métodos
oficiais paraadeterminacdo de ciprofloxacina e denorfloxacina,
segundo a Farmacopéia Americanaed. 25%.
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Tabela 1. Parémetros cromatogréficos do método proposto para
ciprofloxacina e norfloxacina, nas seguintes condicdes
cromatogréficas. fase movel: &cido fosforico 0,042 mol/L, pH
3,0+ 0,1 (gjustado com trietilamina): acetonitrila(87:13), coluna
Chromolith RP18 100 x 4,5 mm Merck®, vazdo 1,6 mL/min,
deteccdo em 270 nm, temperaturaambiente.

Parémetros Ciprofloxacina ~ Norfloxacina
NUmero de pratos (N) %l 675
Tempo de retencdo relativo 0,6925 0,6923
Resoluc¢éo 11 082
Fator de alargamento 15 145

k 1579 192
Tempo de retencéo 34 26

Tabela 2. Resultados da calibragdo do método isocrético
proposto para ciprofloxacina e norfloxacina nas seguintes
condicGes cromatograficas. fase mével: acido fosforico 0,042
mol/L, pH 3,0 + 0,1 (ajustado com trietilamina): acetonitrila
(87:13), colunaChromoalith RP18 100 x 4,5 mm Merck®, vazéo 1,6
mL/min, detecgdo em 270 nm, temperaturaambiente.

Resultados Ciprofloxacina ~ Norfloxacina
Faixadetrabalho (ug/mL)  25,0—-125,0 20,0-100,0
NUmero de pontos da

calibragcdo 5 5
Inclinagdo (a) dareta 1,1578 €%® 1,04261 %
Interseccéo dareta (b) 040343 0,199444
Coeficiente de correlacéo 0,9999 0,999
Desvio padréo relativo

do método (%) 05746 04711
Teste de recuperacéo 98,0%a100,0% 98,0%a100,0%

Tabela 3. Teor de quinolonas em formulagdes farmacéuticas
comerciais, determinados pelo método proposto, nas seguintes
condicBes cromatograficas. fase mével: acido fosforico 0,042
mol/L, pH 3,0 + 0,1 (gjustado com trietilamina): acetonitrila
(87:13), colunaChromoalith RP18 100 x 4,5 mm Merck®, vazéo 1,6
mL/min, deteccdio em 270 nm, temperaturaambiente.

Formulacdo Teor Teor

farmacéutica declarado encontrado
mg/pm mg/pm

Ciprofloxacina

Comprimidos 500,0 494

Capsulas 2500 2032

Solugdo parainfusio 2,0mg/mL 2,0mg/mL

Norfloxacina

Comprimidos 400,0 3955

Cépsulas 4000 4100

pm: peso médio; mg: miligrama; ml: mililitros
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Outravantagem do método proposto paraanorfloxacina
em relacdo ao método oficial é atemperatura de trabalho. O
método adaptado utiliza temperatura ambiente, enquanto o
método oficial (Farmacopé aAmericanal®) preconizatemperatura
de 40°C com o pré-condicionamento da coluna por 8 horas,
fatores estes que limitam a utilizagdo deste método em
laboratériosoficiais.

O método proposto é prético, rapido, preciso, reprodutivel
e econdmico. Com o0 mesmo sistema cromatografico, podem-se
determinar e quantificar anorfloxacina, aciprofloxacinaeo andogo
de ciprofloxacina etilenodiamina (substéncia relacionada) em
diversas formulagBes farmacéuticas, possibilitando assm seu
emprego como alternativa ao método oficial, e aceitavel para
rotinaem laboratério de controle de qualidade de medicamentos.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi descrever os possiveis efeitos e alteracfes clinicas e laboratoriais que
pudessem ser atribuidos a exposi¢ao aos praguicidas organocl orados de moradores de um aterro a céu
aberto em PilGes, municipio de Cubatdo, Sdo Paulo. Trata-se de um estudo de observacédo, de afericéo
simulténea e controlada, com populacéo de estudo de 238 moradores de Pildes e de controle de 258 da
Cota 200. Foram analisados alimentos de produtores locais e realizados exames basicos de rotina,
especificos, de apoio diagndstico, avaliagdo clinicae utilizados dados de pragui cidas organocloradosem
soro sanguineo. O hexaclorobenzeno foi o principal organoclorado encontrado nos alimentos em niveis
gue variaram de 0,3 26120 ug/kg. Encontrou-se associagdo positivaentre residir em Pil 6es e apresentar
residuos de praguicidas organocl orados em soro sanguineo, com concentragdes médiasde 115, 7, 20 e 4
vezes maiores de HCB, pp’ DDE, 3 ey HCH, respectivamente, em comparagdo com 0 grupo controle.
Observou-se, na populacdo de Pildes, diferenca estatisticamente significante entre os teores médios
sanguineos mais elevados de HCB e apresentar leucopenia, DDT total e HCH total e ateragdo ao exame
clinico, de DDT tota e doengas do aparelho circulatério e de HCH total e doencas de pele. Os dados
demonstraram o risco que pode ser atribuido & exposi¢éo aos praguicidas organoclorados e,
consequientemente, a populagéo de Pildes foi transferida para outro local de residéncia.
Palavras-chave. praguicidas organoclorados, risco ambiental, aterro acéu aberto, salide publica, alimentos,
efeitosclinicoselaboratoriais.

ABSTRACT

The purpose of this study was to describe the possible clinical and laboratorial alterations aswell asits
conceivable effects that could be attributed to organochlorine pesticides exposure in people living in
open dumps sites in Pil6es - Cubatéo District, Sdo Paulo State. Thisis an observatory study performed
in the population of 238 inhabitants of PilGes, and in comparison to a control population of 258 people
living in Cota 200. Foodsfrom local growerswere analyzed. Routine basic and specific |aboratory exams
and clinical evaluation were performed for diagnosis purpose, and organochlorine pesticides detection

* Trabalho baseado na Tese de Doutorado do autor: “Determinac@o do grau de exposicéo interna aos praguicidas organoclorados, em populacéo
residente sobre aterro a céu aberto na localidade de Pil6es, Cubatdo—S.P”, apresentada ao Departamento. de Epidemiologia da Faculdade de Saide
Publica da USP, 1998.
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in blood serum sampleswere carried out. Hexachl orobenzene was the main organochl orinated substance
foundinfoodsat levelsvarying from 0.3 to 6120 png/kg. Positive association wasfound between living in
Pil6es and the occurrence of organochlorine pesticides residues in blood serum. Hexachlorobenzene
medium concentrationsin blood serum were 115. 7, 20, and 4 times higher than HCB, pp’ DDE,  andy
HCH, respectively, when compared to control group. The people living in Pil6es showed statistically
significant association between blood medium contents of high HCB levels and leucopeny ; between
DDT andtotal HCH ratesand altered clinical exams; betweentotal DDT level and occurrenceof circulatory
system diseases; and between of total HCH level and presence of skin diseases. The dataobserved inthe
present study indicated the risk in getting diverse diseases on account of the exposure to
organochl orinated pesticides. Owing to the poor health environmentsthe Pildes popul ation wastransferred
to live in another place.

Key words.organochlorine pesticides, environmental risk, dump sites, public health, food, clinical and

|aboratorial adverse effects.

INTRODUCAO

O municipio de Cubatéo localiza-se no litoral sul do
Estado de S&o Paulo em regido denominada Baixada Santista,
distante 57 Km da capital do estado. Devido sua localizagdo
estratégica, decidiu-se, nadécada de 50, pelainstalagcdo de um
parqueindustrial, encabegada pela construgdo de umarefinaria
de petréleo, seguida da criacdo de um polo petroquimico de
grande envergadura. O municipio chegou apossuir 26 indUstrias
de transformacéo, dentre elas: siderurgia, petroquimica,
fertilizantes, cimento erefino de petréleo.

No entanto, as causas que conferiram famainternacional
a Cubatdo estiveram menos ligadas a sua importancia como
centroindustrial do que aos problemas de pol ui ¢&o e degradacdo
ambiental. O Departamento de Aguas e EnergiaEl étricade Sa0
Paulo e a Companhia de Tecnol ogia e Saneamento Ambiental *
relacionaram, nos anos 80, aexisténciade 320 fontes primérias
de poluicdo industrial e identificaram 13 inddstrias que
apresentavam deposic¢ao final inadequada de residuos sdlidos,
com geragdo de cercade 26 mil ton/ano?

Até 0 ano de 1983 a Prefeitura de Cubatdo destinava o
lixo urbano do municipio aum aterro acéu aberto nalocalidade
de Pildes, verificando-se, mais tarde, que algumas indlstrias
utilizaram aquela area para a destinagéo de até mil ton/ano de
residuos industriais*.

Estudos efetuados pela CETESB! revelaram a
contaminagdo de solo, agua e sedimentos da regido de PilGes
por poluentes organicos persistentes (POP): hexacl orobenzeno,
pentaclorofenol e diclorodifeniltricloroetano (DDT). Esta
descoberta originou grande preocupacdo nas autoridades
sanitérias e ambientais da Baixada Santista, pois Pildes é uma
regido de mananciais, situada no vale do rio Cubatdo, em area
estreitaentre asencostas daSerrado Mar eamargem direitado
rio, sendo considerada &rea de preservacdo ambiental.

O aterro acéu aberto de Pil 6es, assim como amaioriados
“lixBes’, permitiao acesso deinimerasfamilias que sobreviviam
da catade produtos reciclaveis, situagdo que persistiu até 1983
guando aCETESB implantou o Programade M etas de Reducéo

de Poluentes e desativou a aterro a céu aberto de PilGes.
Entretanto as pessoas que ali sobreviviam e trabalhavam,
permaneceram residindo nolocal.

Diante desses fatos, o autor realizou estudo de Tese de
Doutoramento da Faculdade de Salde Publica da USP 2 que
objetivou estimar o grau de exposi¢do interna da popul agéo de
Pil&es aos praguicidas organocl orados e seus possivei s efeitos,
com a colaborag&o dos pesquisadores do I nstituto Adolfo Lutz
que realizaram as andlises para determinacdo de praguicidas
organoclorados em soro sanguineo e em alimentos.

Em uma primeira publicagdo, Santos Filho et al*
determinaram o grau de exposi¢do interna aos praguicidas
organoclorados dos moradores de Pildes e da Cota 200
(populacéo de controle). Observou-se em 95,5% da popul agéo
de PilBes a presenca de praguicidas organocl orados no sangue,
sendo que o risco relativo de residir em Pilfes e apresentar
hexacl orobenzeno (HCB) no sanguefoi 115 vezes maior, quando
comparado a populagcéo de controle, o de apresentar
Hexaclorociclohexano (HCH) foi 20 vezesmaior e de apresentar
diclorodifeniltricloroetano (DDT) foi 7 vezes maior. Desse modo,
ficou demonstrada a exposi¢do interna aos praguicidas
organoclorados persistentes que foi submetida a populacdo de
PilGes.

A viadigestivaéaprincipal viade exposi¢éo ambiental
aos praguicidas organoclorados persistentes®, e por isso, um
dos objetivos foi identificar e analisar os principais alimentos
produzidos nas pequenas culturas de subsisténciade Pilesem
relagcdo a esses compostos (exposicéo externa) e apresentar e
discutir os possiveis efeitos da exposi¢ao interna e externa na
populagéo de Pildes.

METODOS

Para estabel ecer umapossivel relagéo entre aexposi¢do
interna a praguicidas organoclorados, e possiveis efeitos
clinicos e/ou laboratoriais (indicadores biol 6gicos de exposi¢do
interna), foi realizado um estudo de observacéo, de aferi¢cdo
simultanea (ndo direcional) e controlado.
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A populagéo de estudo foi constituida por 238 pessoas
gue concordaram em participar na pesquisa, representando
94,4% do total da populagéo residente em Pildes. O bairro da
Cota 200 do municipio de Cubatéo, |ocalizado nas encostas da
Serrado Mar, foi escolhido para constituir o grupo controle por
apresentar caracterisiticas semelhantes as dalocalidade de Pil Ges,
conforme descrito por Santos Filho et al.?, excetuando-se a
existéncia de poluentes quimicos industriais. A populagdo de
controlefoi eleita por pareamento segundo as caracteristicas de
idade, sexo, renda e tempo de moradia, constituindo-se ao final
de 258 pessoas. Os critérios adotados para inclusdo no grupo
controle foram de individuos com renda de até trés salarios
minimos, pareados por niimero de sal&rios, sexo, faixaetaria(em
intervalos de 5 anos) e tempo de residéncia (em anos) iguais ao
seu par da populagdo de estudo. N&o foram inclusas no grupo
controle as pessoas que referiram residénciaanterior em Pildes.

Os pragui cidas organocl orados pesqui sados em amostras
sanguineas e de alimentos foram: hexaclorobenzeno (HCB);
diclorodifeniltricloroetano (os isdbmeros. o-p'DDT e p-p’'DDT;
osmetabdlitos. p-p' DDE; p-p’' DDD); hexaclorociclohexano (os
isdbmeros oo HCH; B HCH; y HCH); adrin; dieldrin; endrin;
heptacloro; heptacloro-epoxido e dodecacloro. O método
empregado nas determinagfes dos praguicidas organoclorados
em soro sanguineo foi o descrito por Thompson®. O limite de
quantificagdo em amostras de soro sanguineo foi de 0,2 ug/L
parao HCB, oo HCH, y HCH eheptacloro; 0,4 ug/L parao § HCH,
dieldrin, endrin, heptacloro-epoxido, p-p’ DDE ep-p'DDD €0,8
ng/L parao-p'DDT, p-p' DDT edodecacloro. SantosFilho et al .4
estudaram as concentragcbes médias de praguicidas
organoclorados no soro sanguineo nas duas popul acoes.

Foram analisados os alimentos: batata doce, cara,
chuchu, inhame, mandioca, bananae frango, col etados de cada
produtor em Pil&es. O método utilizado para as determinagdes
de praguicidas organoclorados nos alimentos foi o de
Steiwandter”. O limite de quantificacdo em amostrasde alimentos
vegetais foi de 0,2 ng/Kg para o HCB, a HCH, vy HCH e
heptacloro; 0,4 ug/Kg para o B HCH, dieldrin, endrin,
heptacloro-epoxido, p-p’ DDE e p-p' DDD € 0,8 ug/Kg parao-
p’' DDT, p-p’ DDT edodecacloro. O limite de quantificagdo em
amostras de gordura de frango foi de 10ug/Kg parao HCB, o
HCH, y HCH e heptacloro; 20 ng /Kg parao 3 HCH, dieldrin,
endrin, heptacloro-epoxido, p-p’ DDE e p-p’'DDD e 30 ng/Kg
parao-p'DDT, p-p’ DDT e dodecacloro.

Paraanalisesdealimentos, utilizou-se cromatégrafo com
as seguintes especificacbes: cromatografo agas HP 5890 com
detector de capturade el étrons, fonte de Niquel (#Ni), equipado
com colunade metil siliconeHP1 (30m x 0,53mm x 2,65um), nas
seguintes condic¢des: temperatura da coluna de 200 °C,
temperatura do injetor de 220 °C e temperatura do detector de
260°C.

A populacdo de Pildes foi atendida no ambulatério da
Coordenadoria de Vigilancia a Salide da Prefeitura Municipal
de Cubat&o e a popul agéo de controle da Cota200 em consultorio
medido na escolado bairro, EEPG Prof2Maria Helena Duarte
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Caetano. Na populagéo de estudo a coleta do material para
exames foi realizada no posto de coleta da Coordenadoria de
Vigilanciaa Salde e a populacdo de controle foi encaminhada
a0 L aborat6rio do Municipio de Cubat&o. Foi utilizado materia
a vacuo descartéavel empregando-se a técnica recomendada
por Siqueiret.

Foram realizados exames béasicos de rotina, néo
especificos, como hemogramacompleto, urinatipo 1, glicemia
dejgum e parasitol 6gico defezes, paraumaavaliacdo geral da
salde e outros, mais especificos, como as provas de fungéo
hepética (dosagens séricas de bilirrubina direta e indireta,
alanino-aminotransferase - ALT, aspartato-aminotransferase -
AST e gama-glutamiltranspeptidase - GGT) e as provas de
funcdo renal (dosagens de uréia e creatinina plasméticas) no
Laboratdrio deAndises ClinicasdaPrefeiturade Cubat&o. Para
os limites de normalidade, escolhemos os estabelecidos por
Miller; Gongalves’.

A todos os integrantes das duas populacdes foi
solicitado & mesma bateria basi ca de exames, sem prejuizo de
outros exames, acritério médico. A seguir, listamos os exames
extras de apoio diagndstico, com o nimero de solicitacfes nas
duas populacdes estudadas:

a) Eletrocardiografia: 35

b) Radiografiasimples: 16

¢) Urocultura: 16

d) Ultrassonografia: 15

€) Mamografia: 3

f) Eletroencefa ografia: 2

0) Reacdo sorol6gicaparalL ues: 2
h) Biépsiadepele: 2

i) Provasdefungéo reumatica: 2
j)Audiometria: 2

k) Ecocardiografia: 1

I) Teste soroldgico HIV: 1

m) Baciloscopiaescarro: 1

Para andlise estatistica empregou-se o “software”
Epiinfo 6, programade dominio publico, paraarealizagdo das
analises estatisticas. Andlise bivariadafoi usada para verificar
as diferencas entre os grupos estudados, através do método
de Pearson do x2. Testes estatisticos paramétricostipo ANOVA
paraavaliar diferencas de médias entre os grupos e sub grupos.
Foi estabelecido o nivel de significancia o = 0,05. Os valores
abaixo do limite de deteccéo foram incluidos nos célculos,
assumindo o valor zero, a semelhanca dos estudos
popul acionais de Stehr-Green'®.

RESULTADOS

O HCB foi encontrado em 10 (77%) das amostras de

alimentosvegetaiseo DDT, , em umaamostrade batatadoce.

Em todas amostras de gordurade frango pesqui sadas observou-
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seapresencade HCH, HCH total, DDT total, além deter sido
encontrado dieldrin em umadelas.

A Tabela 1 apresenta a média, o desvio padrédo (dp) ea
variagcdo dos praguicidas organoclorados pesquisados nos
alimentos.

Nagorduradefrango foi encontrado: HCB de 70 a6120
ug/Kg, p HCH de 50 a60 ug/Kg; y HCH de 10 a 1300 ug/Kg;
p-p' DDE de 120 a 270 png/Kg; p-p' DDD em concentracdes de
até 80 ug/Kg; p-p'DDT de 100 a210 ug/Kg edieldrin com até
120 ug/Kg e nabatatadoce 0,6 ug/Kg dep-p’ DDE.

As concentragcbes meédias de praguicidas
organoclorados no soro sanguineo, encontradas nas duas
populagdes, foram descritas por Santos Filho et al .. Encontrou-
Se no soro sanguineo da populagdo residente em Pildes: HCB
4,66+16,54ug/L; DDT total 3,71+ 7,28 ug/L eHCH total 0,84+
1,20 ug/L. Napopulacdo de control e osteores no soro sanguineo
foram: HCB 0,03+ 0,15ug/L; DDT totd 1,85+ 4,90 ug/L eHCH
total 0,13 + 0,70 ug/L. Encontrou-se associagdo positivaentre
residir em Pildes e apresentar residuos sanguineos de
praguicidas organoclorados em soro sanguineo, com
concentragdes medias 115, 7, 20 e 4 vezes maiores de HCB,
pp’' DDE, f HCH ey HCH, respectivamente, em comparaco
com o grupo controle. O tempo de residéncia, equivalente ao
tempo de exposi¢do, nédo foi responsavel pela associagdo
encontrada, considerando-se que o tempo mediano de
residéncia em PilBes foi de 4,2 anos e na Cota 200 foi de 6,3
anos (p<0,01).

Dos 238 integrantes da populagcéo de estudo, 141
(59,2%), apresentaram diagndstico positivo para alguma
patologia contra 150 (58,1%), dentre os 258 integrantes da

populacéo de controle, ndo apresentando diferenca estatistica
entre essas proporgoes.

A classificag8o das patol ogias diagnosticadas nas duas
populacdes, por ordem defrequiéncia, foi: 12Doencasdapelee
do tecido celular subcutaneo; 2% Doencas do aparelho
respiratério; 32 Doengas do aparelho circulatério; 42 Doengas
do aparelho digestivo; 52 Doengas do sistema osteomuscular e
do tecido conjuntivo em Pildes e 12 Doencas do aparelho
respiratério; 22 Doengas do aparelho circulatorio; 32 Doengas
do sistema osteomuscular e do tecido conjuntivo; 42 Doencgas
do sistema nervoso e dos orgéos dos sentidos; 52 Doencas do
aparel ho digestivo na Cota 200.

A principal diferenca em Pil&es ficou por conta das
doencas de pele, com maior nimero de piodermites
(infeccBes bacterianas da pele). A Tabela 2, mostra a
distribuicdo dos diagnoésticos das doencas de pele nos
grupos estudados.

NaTabela 3, sGo mostrados os val ores encontrados nas
provas de func&o hepética. E necessario alertar que os testes
de funcéo hepatica, como indicadores precoces de doenca
hepatica, apresentam problemas de sensibilidade e
especificidade, de modo que, a alteracdo isolada de uma ou
outraenzimando significa, necessariamente, doenca hepética.
Portanto, ndo devemos nos basear nos resultados de apenas
um teste enzimatico, mas num conjunto de exames clinicos e
laboratoriais, que aumentam sobremaneira o acerto diagndstico.
Dessa forma, os resultados da Tabela 3, se prestam para dar
umavisao epidemiol dgica.

Deve-se considerar, que 0 nimero expressivo de perdas
no grupo controle (em torno de 20%) pode ter interferido na

Tabela 1. Niveis de praguicidas organocl orados em alimentos vegetai s cultivados e em gordura de frangos criados no Bairro

de Pildes.
Alimentos HCB HCH ., Diddrin DDT .,
Meédia (dp) Meédia (dp) Média (dp) Meédia (dp)
Variagdo Variacdo Variagdo Variagdo
(ng/kg) (ug/kg) (ug/kg) (ug/kg)
Banana 4,1(50) nd nd nd
(n=2) 06-7,7
Batatadoce (n=1) 22 nd nd 06
Cary(n=1) 05 nd nd nd
Chuchu(n=2) 435,4(609,8) nd nd nd
4,2 - 866,6
Inhame(n=1) 15 nd nd nd
Mandioca(n=5) 1,8(3,7) nd nd nd
0,3-93
Frango (gordura) 2390(3262) 520(719) 40(69,2) 420(124)
(n=3) 70- 6120 70-1350 nd- 120 320-560

dp: desvio padréo

nd: ndo detectamos (significa que se estiverem presentes os resultados estaréo abaixo do limite de quantificagdo do método).

n = nimero de amostras.
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andlise estatistica das bilirrubinas assim como a quantificacéo
da GGT nos dois grupos.

Os resultados dos exames hematoldgicos sao
apresentados naTabela4. Para o diagndstico de anemia, usamos
critériosclinicoselaboratoriai s e classificamos como anémicas
38 pessoas de Pildes (16,5%) e 29 pessoas da Cota 200 (12,5%).
N&o foi observada relacéo estatistica entre ser portador de
anemiae pertencer aum dos grupos estudados. Todos os casos
foram classificados como anemiaferropriva.

Dentre as alteragBes hematoldgicas relacionadas a
exposicdo aos POPs (Praguicidas Organoclorados
Persistentes), descreve-se as modificagOes quantitativas dos
glébulos brancos (leucocitos). O estudo da leucometria nas
duas populacdes revelou relacdo positiva entre residir em
Pildes e apresentar elevagdo do nimero dos leucdcitos no

Tabela 2. Diagnésticos do Grupo das Doencas de Pele.

sangue (leucocitose). Foram detectadas 66 pessoas (28,6%)
em Pildes 35 (15,0%) pessoas na Cota 200 com leucdécitos
acimade 9.000 mm?,

Em Pildes, a maioria das pessoas que apresentaram
leucocitose, o fizeram as custas do aumento delinfécitos, sendo
gue na Cota 200 aleucocitose se acompanhou, maisamiude, de
neutrofilia

A leucopeniafoi observadaem 41 pessoas, sendo 18 em
PilGes e 23 na Cota 200, sendo que 8 casos com leucopenia
mais severa (menos de 4.000 leucécitos por mme), 5 casos em
PilGes e 3 casos na Cota 200. N&o foi observada diferenca na
contagem dos demais elementos sanguineos (neutrofilos e
eosindfilos) entre os grupos estudados.

Os POPs tém agao nefrotoxica e, por isso, se procurou
investigar os possive's efeitos renais na populagdo de PilGes,

DIAGNOSTICOS PLOES COTA 200
(populacéo de estudo) (populagéo de controle)

N % N %
CISTOSEBACEO 1 17 0 0
ECZEMA 7 119 2 54
ESCABIOSE 2 34 3 81
HORDEOLO 1 17 1 27
IMPETIGO 16 271 8 216
MICOSESSUPERFICIAIS 3 51 2 54
MOLUSCOCONTAGIOSO 0 0 1 27
PANARICIO 2 34 0 0
PSORIASE 1 17 0 0
PTIRIASEALBA % 441 20 541
TOTAL 5 100 k14 100

Tabela 3. Teores das enzimas hepéticas em moradores de Pil6es (popul agéo de estudo) e da Cota200 (popul agdo de controle).

ENZIMAS LOCAL N % Perdas  Menor Teor Maior Teor 9% Teores Teores
elevados* Médios+ DP
AST PilGes 216 92 20 162,0 32 12,10+ 16,02
Cota200 219 151 03 2700 32 18,84+ 20,15
ALT PilGes 216 92 06 2120 32 11,04+17,09
Cota200 219 151 03 2500 64 18,79+21,28
BD PilGes 218 84 009 08 234 0,26+0,14
Cota200 206 202 03 09 471 0,35+0,07
Bl Pildes 218 84 0,08 12 14 0,32+0,16
Cota200 206 202 03 09 05 047+0,11
GGT PilGes 112 529 40 9280 11,6 399+829
Cota200 208 194 50 2070 322 25,7+25,6

* 0% dos resultados acima dos limites de normalidade de cada enzima
AST -Agpartato-aminotransferase; ALT -Alanino-aminotransferase; BD -BilirrubinaDireta;

BI -Bilirrubinalndireta; GGT -Gama-glutamiltranspeptidase.
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através da realizagdo de dois testes: a dosagem de uréia e da
creatininaplasmaticas, que se constituem em dois dos recursos
mais utilizados para uma avaliagdo geral das fungdes renais
(Tabela5). Foram encontradas 4 pessoas em Pildese 7 naCota
200 com niveis de uréia plasmatica acima do limite critico
empregado (40mg/dl). A dosagem de creatininaficou prejudicada
devido ao grande nimero de perdas em Pildes, no entanto, nas
amostras realizadas, ndo foi encontrado nenhum caso com
teoresacimado limitecriticode2mg/dL.

Na Tabela 5 sdo apresentadas as dosagens de uréia e
creatinina plasmaticas, como teste das fungesrenais. N&o foi
observada relacdo entre apresentar teores elevados de uréia e
pertencer a um dos grupos estudados (p = 0,51).

N&o foram observadas ateragbes nadensidade urinariae/
ou presenca de elementos anormais, que indicasse situagéo de
disfuncdo renal em qual quer dos grupos estudados, apresentando
coerénciacom os demais achados clinicos e laboratoriais.

Foram comparadas, naTabelab, as concentragbes médias
de POPs no sangue (exposicdo interna aos POPS) e alguns
indicadores clinicos e laboratoriais (efeitos dos POPs).

Para alguns desses indicadores de efeito, detectou-se
diferenca estatisti caentre osteores médios sanguineos de POPs.
As pessoas que apresentavam esses indicadores de efeito
tinham também niveis médios sanguineos mais elevados de
determinados POPs.

Encontrou-se, na populacéo de Pildes, diferenca
estati sticamente significante entre os teores médios sanguineos
mais elevados de HCB e apresentar |eucopenia, de DDT total e

HCH total e apresentar alteracdo ao exameclinico, deDDT total
e apresentar doencgas do aparelho circulatorio ede HCH total e
apresentar doencas de pele (Tabela 6).

Encontrou-se, na populagdo da Cota 200, diferenca
estatisticamente significante entre os teores médi os sanguineos
mais elevados de HCB e apresentar linfopenia, de DDT total e
apresentar ALT elevada.

N&o foram observadas diferencas significativas entre
os quadros de morbidade dos grupos estudados, que pudessem
ser atribuidas a exposicéo aos POPs.

DISCUSSAO

O HCB foi encontrado em todos os alimentos
pesquisados, caracterizando-se como o principal poluente em
PilGes, conforme Tabela 1. Resultado que difere do encontrado
por Laraet a'! que realizaram pesquisaem alimentos daregi&o
dagrande S&o Paulo e o HCH foi o praguicidamais difundido.
Waliszewski2 no México, também encontrou o HCH como o
principal contaminante deleite e derivados

Os teores mais altos de HCB foram encontrados no
chuchu e na gordura de frango. As aves domésticas ndo sO
apresentaram os teores mais elevados, mas também o maior
ndmero de praguicidas, com residuos de HCB, HCH, DDT e
dieldrin. O chuchu apresentou maiores teores de HCB por ser
produzido rasteiro, consequientemente em contato direto com
0s contaminantes do aterro.

Tabela 4. Descri¢ao dos exames hematol 4gicos de moradores de Pil&es (popul agéo de estudo) e da Cota 200 (populagdo de

controle).
Elementosdo Loca N % Média+ DP Vaor Vaor
sangue Perdas Minimo Mé&ximo
Hemoglobina Pildes 231 29 129+1,7 8,6 172
Cota200 23 97 131+16 76 16,6
Leucdcito Pildes 231 29 8285+ 3433 3200 30100
Cota200 23 97 7053+ 1951 2900 13000
Neutréfilo PilGes 231 29 3640+ 1565 84 8976
Cota200 233 97 3804+ 1542 89 B4
Linfécito Pildes 231 29 3347+1910 820 13724
Cota200 233 97 2643+950 1242 7150
Eosindfilo Pildes 231 29 1078+1522 0 1624
Cota200 233 97 446+ 419 viv) 3955
Tabela 5. Resultados de uréia e creatinina plasmaticas na popul agdo de Pil des (estudo) e da Cota200 (controle).
EXAME LOCAL N % Perdas Média+ DP Vaor minimo Vaor maximo
Urda Pildes 222 6,7 216+7,7 100 55,0
Cota200 215 16,7 244+75 100 490
Creatinina Pildes 145 391 0,86+0,20 04 14
Cota200 215 16,7 054+0,14 03 14
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Tabela 6. Concentrages médias* de praguicidas organocl orados persistentes entre portadores e ndo portadores de possivels
efeitos da exposi¢éo a esses compostos da populacdo de Pilbes (estudo) e da Cota 200 (controle).

EFEITO PLOES COTA200
HCB DDT HCH HCB DDT HCH
total total total total
Anemia 174 351 088 0 463 017
ndo anemia 505 330 0,80 003 141 012
leucopenia 579 364 0,66 0 1,79 014
ndo leucopenia 461 329 082 04 166 012
leucocitose 459 388 0,74 005 122 0,16
ndo leucocitose 476 309 083 003 176 012
neutropenia 471 344 034 002 198 0,06
ndo neutropenia 471 352 0,77 04 150 0,16
linfopenia 150 518 158 110 830 0
ndo linfopenia 4777 345 0,79 003 165 012
linfocitose 352 337 0,89 005 274 0,10
ndo linfocitose 519 335 0,77 003 143 013
AST elevada 111 377 141 0,16 323 0
AST normal 513 350 082 003 160 013
ALT elevada 081 206 1,00 009 4,00 021
ALT normal 512 34 033 003 149 012
BD elevada 179 305 103 003 196 0,20
BD normal 574 334 071 003 131 008
Bl elevada 1043 497 027 0 200 0
Bl normal 4,70 324 079 003 161 014
examemeédico aterado 461 4,61° 103 004 188 012
examemédico normal 475 224 052 002 181 014
apresentar doencascap.lV - CID 428 930 003 0 286 0
ndo apresentar essas doencas 468 340 015 003 183 013
apresentar doencas cap. VI - CID 555 2,75 053 002 198 034
ndo apresentar essas doencas 462 376 085 003 184 011
apresentar doencgascap. VIl -CID 491 6,719 148 003 174 003
ndo apresentar essas doencas 464 350 0,79 0 187 014
apresentar doencgascap. VIII -CID 180 934 221 008 238 038
ndo apresentar essas doencas 4777 350 0,79 002 168 009
apresentar doencgas cap. 1X - CID 8,75 18,08 167 0 150 065
ndo apresentar essas doencas 459 345 082 003 187 011
apresentar doengas cap.X - CID 170 230 100 0 0,77 0
ndo apresentar essas doencas 4777 377 083 003 187 013
apresentar doencas cap. X1l - CID 386 332 iord 009 172 0
ndo apresentar essas doencas 498 387 0,75 002 187 014
apresentar doencas cap. X111 - CID 971 6,12 109 0 204 0
ndo apresentar essas doencas 402 341 081 003 184 014

* emug/L

doencas cap.lV - CID = doencas do sangue e dos 6rgdo hematopoéticos,; doencas cap.VI - CID = doengas do sistema nervoso
e dos 6rgdos dos sentidos; doencgas cap.VIl - CID = doencas do aparelho circulatério; doengas cap.VIIl - CID = doengas do
aparelho respiratdrio; doengas cap.1 X - CID = doencgas do aparelho digestivo; doencas cap.X - CID = doencas do aparelho
geniturinario; doencas cap.X|1l - CID = doencas da pele e do tecido celular subcuténeo; doengas cap. X111 - CID = doencas do
sistema osteomuscul ar e do tecido conjuntivo; 2p =0,014;*p=<0,01;°p=0,014; “p=0,047;¢p=0,018; 'p=0,027; s p=<
0,01;"p=0,04.
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Nabatatadoce, além do HCB foi encontrado 0,6 ng/Kg
de DDT masem niveisinferiores aos encontrados por Duggan
et a.® de4al0ug/Kgparao DDT. Considerando que aingesta
didria aceitavel do DDT é de 20 ug/Kg* ndo se classificou a
batata doce como fator importante de exposi¢&o.

Se comparados os teores de pragui cidas organocl orados
encontrados na gordura de frango de Pil6es com os teores
citados por Barretto et al.*s, em frangos destinados a exportagdo
e provenientes de quatro estados brasileiros, verifica-se que
as concentractes de HCB nos frangos de Piles superam em
122 vezes os valores dos frangos de exportacéo, 8 vezes 0s
valoresde HCH total e quase 2 vezesosvaloresde DDT total.
Isso demonstra que a ingestéo de alimentos contaminados €
umaimportante via de exposi ¢do para os habitantes de Pilbes,
notadamente o HCB.

Foi verificado que uma propor¢do significativamente
maior de pessoas em Pildesingeriam alimentos produzidos no
local e o faziam mais freqUientemente do que a populacdo de
controle (p < 0,01).

Foi observado, ainda, que as pessoas que referiam se
alimentar de produtos locais apresentavam 4 vezes mais
chances (no caso de alimentos vegetais) e 3 vezes mais chances
(no caso de aves domeésticas) de apresentar residuos de HCB
no sangue. Estudos realizados no Japdo por Hanaoka et al.®
corroboram aimportanciado alimento como viade exposi¢ao,
encontrando niveis superiores de POPs entre os maiores
consumidoresde arroz eleite.

As pessoas que referiam comer alimentos plantadosem
hortas locais apresentaram no soro sanguineo teores médios
deHCB (2,4ug/L) estatisticamente superiores (p < 0,01) quando
comparados aos que ndo referiam comer (0,1ug/L). O teor médio
deHCB (2,9ug/L) de quem consumiacarne de animais criados
nolocal, foi superior (p < 0,01) ao teor médio (0,3ug/L) dequem
ndo se alimentava desses produtos.

Com relacdo aos outros praguicidas organoclorados,
encontrou-se associagao entre apresentar niveisde p-p’ DDE e
consumir carne de frango de criacdo doméstica. Além disso, o
teor médio de p-p' DDE (3ug/L) dequem referiacomer carnefoi
significativamente superior (p < 0,01) ao teor médio (1,8ug/L)
de quem referiu ndo consumir. Portanto, os dados sugerem que
aingestéo de alimentos foi uma importante via de exposi¢do
aos POPs.

As doencas de pele foram as patologias mais
diagnosticadas em Pildes, sobressaindo-se o impetigo e o
eczema. O impetigo éumainfecgéo bacterianade pele que pode
ser causada pela cocadura de lesdes preexistentes como
escabiose, eczemas, picadasdeinseto etc. Em Pil Ges, aproporcéo
de impetigo foi duas vezes maior do que na Cota 200, (6,7%
contra 3,1%) provavelmente, pelas picadas de pernilongos e
borrachudos queinfestam aquel aregido. Encontrou-setambém
4 vezes mais portadores de eczemas em Pil8es (2,9% contra
0,7%). O eczema é umadermatite, freqlientemente associadaa
manifestacbes al érgicas, de curso cronico, mas evoluindo com
periodos de crise ede acalmia. Trata-se de umadoencade pele

gue pode estar relacionada a exposi¢do aos compostos
organoclorados. A popul agéo de Pil8es apresentou um nimero
significativamente maior (p < 0,01) de portadores do grupo de
doengas de pele do que a Cota 200, mas ndo se encontrou
diferenca estatistica entre as diversas patologias da pele
separadamente, entre as popul agdes estudadas.

Na Cota 200, as doencgas do sistema nervoso e dos
Orgaos dos sentidos ocuparam o 4° lugar no total de
diagndsticos, em razdo de um surto de conjuntivite que se
apresentava no bairro naquele momento. Foram encontradas,
ainda, algumas diferengas como um maior nimero de
desnutridos em Pildes (p < 0,01) e mais doencas do aparelho
respiratorio naCota 200 (p < 0,01).

Os bairros Cota, dentre eles a Cota 200, foram
identificados em estudos de provas de func&o pulmonar
realizados por Hofmeister!”, como sendo os de pior
“performance” em comparagdo a outros bairros de Cubatéo.
As hipo6teses apresentadas por Hofmeister'” para explicar tal
caracteristica foram as peculiaridades atmosféricas e
topogréficas da regido bem como a predominancia de certos
poluentes atmosféricos, como os oxidantes fotoguimicos.

A principal diferenca em Piles ficou por conta das
doencas de pele devido ao maior nimero de piodermites
(infeccdes bacterianas da pele).

Ascausasmaiscomunsdeleucocitose em um hemograma
sdo as infecgOes em geral. O fato da populacdo de PilGes
apresentar maior proporcdo de infecgdes bacterianas de pele
(piodermites) poderia, em parte, explicar amaior prevalénciade
leucocitose. Contudo quando expurgados os casos de
piodermites nos dois grupos estudados, Pil 6es permaneceu com
diferenca significativa de casos de leucocitose em comparagdo
ao grupo controle, podendo sugerir que as alterac6es
leucocitériasem Pildes sejam um reflexo daexposi¢éo aos POPs.

As doencas cronico-degenerativas, dentre elas o
Diabetes Mellitus, tém assumido importancia progressiva na
morbi-mortalidade das populagbes em geral, nas Ultimas
décadas. Foram encontradas 8 pessoas (4 em cada grupo) com
teores glicémicos acimado limite empregado de 110mg/dL, e
apenas uma pessoa do grupo controle apresentou diagndstico,
|aboratorial mente confirmado, de Diabetes Mellitus.

As parasitoses intestinais sdo bons indicadores do
guadro de salide geral de uma populagéo e costuma refletir a
suaqualidade devida. O indice de poliinfestados foi de 36,8%
em Pil6es (42 dos 114 positivos) e 23,9% naCota 200 (21 dos 88
positivos). N&o houve relagdo estatistica entre pertencer aum
dos grupos estudados e apresentar parasitoses intestinais.

A doenca hipertensivatem sido associada, entre outros
fatores, a exposicao aos POPs. Foram detectadas 44 pessoas
com diagndstico de hipertensdo arterial, sendo 14 em PilGes e
30 naCota200. Estadiferencando foi significativado ponto de
vistaestatistico (p = 0,08). N&o se encontrou, tampouco, relacao
entre ser hipertenso e apresentar residuos de POPs. no sangue.

Os teores médios de ALT, AST, BD e Bl foram todos
estati sticamente superiores no grupo controle. Contudo, quando
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analisado o conjunto dos testes enziméticos de cada individuo
aliado ao exame clinico, observou-se quatro residentes em Pildes
e seteresidentes na Cota 200 com hip6tese diagndsticade doenca
hepética. Dessas 11 pessoas, verificou-se que 5 delas (duas de
Pil8es e trés da Cota 200) tinham histdria de etilismo crénico e
outra, daCota 200, referia hepatite pregressa. Nas 5 restantes (2
de Pildes e 3 da Cata 200), preponderou a suspeita de possivel
etiologiainfecciosa. Todosforam encaminhados paraelucidacéo
diagnosticae acompanhamento ambulatoria . Um indicador que
pode auxiliar nadeterminacdo do fator derisco predominante ou
maisconcorrenteéarelacdo AST/ALT citado pelo Subcommitte
on Pesticides'®. Dos5 individuos com hepatopatiae com histéria
pregressa negativa para etilismo e hepatitesinfecciosas, 3 deles
(2 de Pildes) apresentaram elevacdo predominante de ALT. De
modo que, ndo se verificou relagdo entre apresentar residuos de
POPs no sangue e possuir ateragdes quantitativas das enzimas
hepéticas.

N&o foi observadarelagdo estatistica entre ser portador
de anemia e pertencer a um dos grupos estudados. Todos o0s
casos foram classificados como anemiaferropriva.

A dosagem de creatinina ficou prejudicada devido ao
grande nimero de perdas em Pildes, no entanto, aliando-se
esses resultados aos exames médicos, pode-se afirmar, que nada
indicou a existéncia de situagéo de anormalidade nas funcfes
renais nos grupos estudados (Tabela 5).

CONCLUSAO

Encontrou-se, na populacéo de Pildes, diferenca
estati sticamente significante entre os teores médios sanguineos
mais elevados de HCB e apresentar |eucopenia, de DDT tota e
HCH total e apresentar ateracdo ao exameclinico, deDDT total
e apresentar doencas do aparelho circulatorio e de HCH tota e
apresentar doencas de pele. S&o reconhecidas as dificuldades
de se estabel ecer relagdo entre a exposi¢do a contaminante do
meio ambiente e efeito, que sfo caracterizadas geralmente pelo
contato prolongado de pequenas doses do toxicante'®. Embora
ndo se podendo inferir relacio causal nasdiferencasencontradas,
0s dados obtidos demonstraram o risco que pode ser atribuido a
exposi ¢o aos praguicidas organocl orados, onde foi encontrada
associagdo positivaentreresidir em Pil 6es e apresentar residuos
de praguicidas organoclorados em soro sanguineo. Os dados
obtidos sugerem que aingestdo de alimentosfoi umaimportante
via de exposi¢&o aos praguicidas organoclorados.

Como resultado, a populdo de Pildes foi transferida
daguela area e atual mente reside em um conjunto habitacional
de um bairro de classe médiado municipio de Cubatéo.
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RESUMO

O presente estudo visou identificar o potencial toxigénico das cepas de Aspergillus flavus e Fusarium
verticillioides, isoladas de 57 amostras de gréos de milho e 90 amostras de solo em diferentes estégios
de maturidade nas regi6es de Capéo Bonito/SP e Ribeirdo Preto/SP, em rel agdo a producéo de aflatoxinas
efumonisinas, respectivamente. A anélise do potencial toxigénico de A. flavus, revelou a producéo de
aflatoxinas por 13 cepas (92,9%), em concentragdo de 10,5 a482,6ug/kg paraaflatoxinaB, ede2,9 a
132,5 ng/kg paraaflatoxinaB,. Quanto ao potencial toxigénico das 27 cepasdeF. verticillioides, 100%
produziram fumonisinas em concentragdes que variaram de 0,1 a4833,1 ug/g parafumonisinaB, ede
0,05 a 321,0 ug/g para fumonisina B... A concomitante ocorréncia de A. flavus e F. verticillioides e
producdo de aflatoxinas e fumonisinas, respectivamente, pelos mesmos, nos campos de plantio de
milho, indicam a importancia de um controle efetivo no cultivo durante os diferentes estédios de

maturidade da planta.
Palavras-Chave. aflatoxinas, fumonisinas, gréos de milho, solo e potencial toxigénico.

ABSTRACT

The present study aimed to identify the toxigenic potential of Aspergillus flavus and Fusarium
verticillioides strains isolated from 57 samples of corn kernels, and 90 samples of soil at different
maturity stagesfrom regions of Cap&o Bonito and Ribeir&o Preto, with regardsto production of aflatoxins
and fumonisins, respectively. The toxigenic potential analysis of 14 A. flavus strains revealed the
presence of aflatoxinsin 13 strains (92.9%) in concentration ranging from 10.47 to 482.58 ug/kg for
aflatoxin B, and from 2.9to 132.5 ug/kg for aflatoxin B,. With reference to toxigenic potential of F.
verticillioides strains, 27 (100%) produced fumonisins in concentration of 0.10 to 4,833 ug/g of
fumonisin B, , and 0.05 to 321 ug/g of fumonisin B,. The concomitant occurrence of A. flavus and F.
verticillioides in corn field indicates the importance of an effective control of cultivation throughout

the plant maturation stages.
Key Words. aflatoxins, fumonisins, corn grains, soil and toxigenic potential.
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INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é considerado um dos mais
importantes cereais cultivados no Brasil. Sua utilizagdo na
alimentagdo humana e anima é conhecida mesmo antes da
chegadados col onizadores ao pais, onde o milho jaeracultivado
e utilizado pelos indigenas. Atualmente, o Brasil é o terceiro
maior produtor mundial de milho, logo apés a China,
contribuindo com 5,5% do total da producéo®.

Em termos de producdo, a qualidade do milho depende
muito de sua variedade e praticas culturais. Todos os gréos e
cereais sao expostos, tanto no campo quanto no
armazenamento, aacdo defatoresfisicos, quimicosebiol 6gicos,
gue interagem entre si favorecendo os processos de
deterioracéo.

A contaminagdo do milho com aflatoxinas e fumonisinas
antes da colheita € um problema sério em vérios paises.
Compreender o processo de contaminagdo do milho por
Aspergillus flavus e Fusarium verticillioides e os fatores que
influenciam a producéo de aflatoxinas e fumonisinas,
respectivamente, é essencial para que estratégias de controle
possam ser criadas.

As aflatoxinas estdo entre 0os mais importantes
carcinégenos conhecidos, sendo classificadas na Classe 1 dos
carcinodgenos humanos pela* International Agency for Research
on Cancer” —1ARC2

Produzidas, principalmente, por cepasdeA. flavus e A.
parasiticus, aparecem contaminando vérios tipos de gréos e
racdes, sendo que o milho € o produto mais citado em literatura,
depois do amendoim. Consequentemente, altos niveis de
aflatoxinas tém sido detectados em quase todas as areas
produtoras do mundo.

As fumonisinas foram primeiramente isoladas de
culturas de F. verticillioides Sheldon, porém, outras espécies
de Fusarium tém sido demonstradas como produtoras de
fumonisinas®.

O F. verticillioides, principal espécie produtora de
fumonisinas, ocorre comumente no milho e em outros cereais
como, trigo, arroz e aveia. Essa espécie tem larga distribuicdo
nanatureza e ndo ocorre somente em zonas temperadas Umidas
e sub-Umidas, mas também, em zonas tropicais e subtropicais.

A “International Agency for Research on Cancer” —
IARC classificou as toxinas de F. verticillioides como
pertencentes a Classe 2B, possivel mente carcinogénicas aseres
humanos, embora ndo haja, ainda, evidéncias suficientes®.

A contaminagdo do milho recém-colhido por espécies
de Aspergillus e Fusarium tem sido um problema sério em
muitos paises. De acordo com estimativas do World Bank Report
— Investing in Health*, doencas causadas por micotoxinas
tendem a reduzir a expectativa de vida nos paises em
desenvolvimento. Tal fato enfatiza a importancia da
compreensdo da producdo de aflatoxinas e fumonisinas por
cepas de A. flavus e F. verticillioides, respectivamente, nos
campos de cultivo do milho.
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Devido aimportancia toxicol 6gica das micotoxinas, o
objetivo do presente trabalho foi verificar a producdo de
aflatoxinas e fumonisinas por cepas de A. flavus e F.
verticillioides, respectivamente, isoladas de amostras de solo
e graos de milho colhidos em diferentes fases de crescimento
da planta em duas regifes do Estado de S&o Paulo, Brasil.

MATERIAIS E METODOS

Potencial toxigénico das cepas de A. flavus

AscepasdeA. flavus foram isoladas de 57 amostras de
milho (hibrido XL-251, sementes Braskalb) e 90 amostras de
solo provenientes das regi 6es de Capéo Bonito e Ribeir&o Preto,
Estado de Sao Paulo, no periodo de novembro de 1998 a abril
de 1999, conforme descrito em trabalho anteriormente
publicado®.

De cada cepa isolada dos gréos de milho e solo, foi
coletada, com o auxilio de uma al¢a de platina, um pequeno
fragmento da cultura de A. flavus mantida em tubo com agar
Sabouraud dextrose a 25°C. O fragmento da coldnia foi
inoculado no centro de uma placa de Petri contendo &gar coco
eincubado a25°C por 10 dias. Findo o periodo deincubagdo a
cultura foi analisada quanto a contaminagdo por aflatoxinas.
Asculturas em agar cbco foram extraidas, com cloroférmio (30
mL clorofrmio para 10g de cultura) e colocadas em agitacéo
por 30 minutos. O conteido foi filtrado em papel de filtro
Whatman n°1 e evaporado até asecura. O extrato ressuspendido
foi quantificado por cromatografia em camada delgada. A
confirmagéo daidentidade das aflatoxinas foi feita através de
derivagdo com &cido trifluoroacéti co®.

Potencial toxigénico das cepas de F. verticillioides

Conforme descrito em trabal ho anteriormente publicado,
as cepas de F. verticillioides foram isoladas de 57 amostras de
milho (hibrido XL-251, sementes Braskalb) e 90 amostras de
solo provenientes das regi 6es de Capéo Bonito e Ribeir&o Preto,
Estado de Sao Paulo, no periodo de novembro de 1998 a abril
de 1999

Foi inoculado, em erlenmeyer contendo 50g de arroz
esterilizado, 1 ml de suspensdo de esporos obtidos do cultivo
de cepasdeF. verticillioides em &gar Sabouraud dextrose a 25
°C. Oserlenmeyersforam incubados por um periodo de 15 dias
a 27 °C seguido por mais um periodo de 15 dias a 15°C. As
amostras de arroz foram submetidas a andlise para verificar a
contaminag&o por fumonisinas. Resumidamente, 10g dacultura
foram retiradas do erlenmeyer e 50 mL de umasolucéo 1:1 de
acetonitrila/dguaforam adicionados. A misturafoi agitada por
30 minutos. O extrato foi filtrado em papel defiltro (Whatman
n°1). 2 mL do filtrado foram adicionadosa5mL de aguadestilada
eamisturafoi submetidaaminicolunadetrocaibnicaVarian C-
18 (Varian, Harbor City, CA), precondicionada com 2mL de
metanol e 2 mL de &gua Milli Q (Millipore, Belford, MA). A
minicolunafoi lavadacom 2 mL deacetonitrila/agua (20:80) ea
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toxina eluida com 2 mL de acetonitrila/dgua (70:30). Apos a
eluicdo, o extrato foi recolhido em eppendorff earmazenado a
temperatura de congel amento até o momento da quantificacéo.

Umaaliquota de 50uL do extrato foi derivatizada com
200 ul de solucao deo-ftaldia deido (OPA) (40 mgde OPA, 1 mL
metanol, 5 mL tetraborato de sédio 0.1 M e 50 uL 2-
mercaptoetanal), einje¢des no cromatdgrafo liquido foram feitas
dentro de 2 minutos. As fumonisinas foram analisadas em
cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu LC-10AD,
bomba e detector de fluorescénciaRF-10AXL ), usando coluna
5 0ODS-20 C; (150mm x 4,6 mm, Phenomenex - ultracarb).
Comprimentos de onda de 335 e 440 nm (excitac&o e emisséo,
respectivamente) foram utilizados. Como fasemove, foi utilizado
o sistemaacetonitrila: agua: acido acético (1:1:0,5), com vazado
de 1,0 ml/min., temperaturaambiente 22-23°C, etemperaturade
coluna 24°C. Essa propor¢do permitiu a obtencdo de presséo e
viscosidade de fase mével adequadas, com separacéo e tempo
deretencdo: t FB,= 8- 10 minutoset FB,= 22 - 24 minutos. Os
limites de detec¢do e quantificagdo do método foram de 15ng/
g e 50ng/g, respectivamente, tanto para fumonisina B, quanto
parafumonisina B,. A recuperaggo do método empregado foi
de 88% e 94% paraFB, e FB,, respectivamente, naconcentrago
de 50ng/¢°.

RESULTADQOS

De cada amostra de milho e solo onde foram isoladas
cepas de A. flavus e F. verticillioides, selecionou-se uma cepa

parateste de producdo de aflatoxinas e fumonisinas, totalizando
41 testes.

A andlise do potencial toxigénico das 14 cepas de A.
flavus provenientes de 57 amostras de gréos de milho e 90
amostras de solo das regifes de Cap&o Bonito/SP e Ribeiréo
Preto/SP, no periodo de novembro de 1998 a abril de 1999,
revelou a producdo de aflatoxinas por 13 cepas (92,9%). As
concentragbes variaram de 10,5 a482,6 ug/kg paraaflatoxinaB,
(AFB,)) ede2,9a132,5ugkg paraaflatoxinaB, (AFB,). Das 13
cepas produtoras, 12 (92,3%) produziram tanto AFB, quanto
AFB, e 1 (7,7%) produziu somente AFB, (Tabela 1). A
concentragdo mais elevadade AFB, e AFB, foi obtida da cepa
isolada na regi&o de Ribeirdo Preto na 32 coleta, periodo
correspondente a 75 dias apds a emergéncia da planta (Tabela
1.

A andlise do potencial toxigénico de 27 cepas de F.
verticillioides em 57 amostras de gréos de milho e em 90
amostras de solo, provenientes das regides de Capédo Bonito
e Ribeir&o Preto, no periodo de novembro de 1998 a abril de
1999, revelou a producdo de fumonisinas por todas as cepas
analisadas (100%), com niveis de concentracdo entre 0,1 e
4833,1 ug/g para FB, e 0,05 e 321,0 ug/g para FB,. Das 27
cepas produtoras, 1 (3,7%) produziu somente FB, e 26 (96,3%)
tanto FB, quanto FB,. As concentragdes mais elevadas de
FB, foram obtidas das cepas isoladas nas regides de Capao
Bonito (72 coleta) e Ribeirdo Preto (32 coleta), periodos
correspondentes a 135 e 75 dias apos a emergéncia da planta,
respectivamente (Tabela 2). A concentragdo mais elevada de
FB, foi obtidada cepaisoladanaregido de Ribeirdo Preto na

Tabela 1. Producéo de aflatoxinas por cepas de Aspergillus flavus isoladas de amostras de gréos de milho e solo das regifes
de Capéo Bonito e Ribeir&o Preto, no periodo de novembro de 1998 aabril de 1999.

N°da Regidode Estadio de Desenvolvimento Procedéncia AflatoxinaB, AflatoxinaB,

Cepa Plantio da Planta ua/kg ua/kg
1 B 8C Solo 260 239
2 RP A Solo 3070 1210
3 RP A Solo 2045 915
4 RP 12C Solo 2875 766
5 RP FC Solo 4826 1325
6 (03] 5C Milho 4386 174
7 B 77C Milho 1301 81
8 RP FC Milho 395 29
9 RP FC Milho 376 34
10 RP 42C Milho 2181 168
1 RP 42C Milho 2164 373
12 RP 5C Milho 105 ND
13 RP 62C Milho 2978 123

CB = Capéo Bonito, RP=Ribeirdo Preto ; A = antesdo plantio ; 12= 45 dias apds aemergénciadaplanta; 22 C= 60 dias apdsa
emergénciadaplanta; 32C= 75 dias ap6s aemergénciada planta ; 42 C= 90 dias apds aemergénciadaplanta; 52 C= 105 dias
apos aemergénciadaplanta; 62 C= 120 dias apds aemergénciada planta; 72 C= 135 dias apds aemergénciadaplanta; 82 C=
150 dias apbds aemergéncia daplanta (colheita), ND = aflatoxina néo detectada.
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42coleta, periodo correspondente 490 dias apds aemergéncia
daplanta(Tabela2).

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os resultados revelaram a producéo de aflatoxinas por
92,9% das cepas de A. flavus isoladas de gréos de milho e solo
emniveisquevariaram de 10,5a482,6 ug/kg paraAFB, ede2,9
a132,5 ug/kg paraAFB,, sendo que em 7,7% delas observou-
se somente a producdo de AFB, e em 92,3% a producéo de
AFB, e AFB, (Tabela 1). Achados semel hantes também foram
apontados por outros autores, estudando cepas de A. flavus

isoladas de graos de milho™8. Nesses trabalhos, os autores
verificaram aproducdo de aflatoxinas B, e B, por A. flavus em
76,1% e 72,9% das cepas isoladas de grdos de milho,
respectivamente.

No Brasil, cepastoxigénicasdeA. flavus e A. parasiticus
foram também isoladas de graos de milho. Asevedo et al.®
constataram que 39,4% das cepas de A. flavus, isoladas de
gréos de milho armazenados, foram produtoras de AFB, e que
100% das cepas de A. parasiticus foram produtoras de
aflatoxinas B, B,, G, e G,. Almeidaet al.*°, trabalhando com
gréos de milho recém-colhido, provenientes das regifes de
Assis, Capéo Bonito e Ribeirdo Preto, constataram que 60%
dascepasdeA. flavus isoladas foram produtoras de afl atoxinas

Tabela 2. Concentracéo de FB, e FB, em 27 cepas de Fusarium verticillioides isoladas de amostras de solo e milho das regiGes
de Capéo Bonito e Ribeir&o Preto, no periodo de novembro de 1998 aabril de 1999.

NUmero Regido de Estéadio de Material de FumonisinaB, FumonisinaB,
daCepa Plantio Desenvolvimento Procedéncia ug/g ug/g
daPlanta

1 B 5'Coleta Solo 01 005
2 (02] 4 Coleta Milho 334,0 45
3 (02] 5'Coleta Milho 124,7 07
4 (02] 6'Coleta Milho 1150 13
5 (02] T Coleta Milho 48331 1277
6 B 8 Coleta Milho 1723 23
7 RP 3 Coleta Solo ND 005
8 RP 5'Coleta Solo 6777 6,1
9 RP 6'Coleta Solo 523 06
10 RP 6'Coleta Solo 21908 211
1 RP A Milho 3840 22
12 RP A Milho 2834 47
13 RP 3 Coleta Milho 11049 40,7
14 RP 3 Coleta Milho 09 45
15 RP 3 Coleta Milho 47637 3009
16 RP 4 Coleta Milho 603 17
17 RP 4 Coleta Milho 339,7 106
18 RP 4 Coleta Milho 1585,6 462
19 RP 4 Coleta Milho 244750 3210
2 RP 4 Coleta Milho 19705 64,3
2 RP 5'Coleta Milho 1088,0 14,0
2 RP 5'Coleta Milho 30,30 03
23 RP 5'Coleta Milho 17704 412
24 RP 6'Coleta Milho 16778 364
:3) RP T Coleta Milho 5448 86
2% RP 7" Coleta Milho 9512 148
2 RP 7 Coleta Milho 1837,0 332

CB = Capéo Bonito , RP=Ribeirdo Preto; A = antesdo plantio ; 12= 45 dias apds aemergénciadaplanta; 22= 60 dias apos a
emergénciadaplanta; 32 =75 dias apds aemergénciada planta; 42= 90 dias apds aemergénciada planta; 5*= 105 dias apos a
emergénciadaplanta; 62= 120 dias apds aemergénciadaplanta; 72 = 135 dias apoés aemergénciadaplanta; 82= 150 dias
apos aemergénciada planta (colheita), ND = fumonisina ndo detectada.
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(615,0 ug/kg @30.750,0 ug/kg paraAFB, ede 11,0 ug/lkg a22,0
ug/kg para AFB,). Os niveis mais elevados de AFB,
comparativamente ao de AFB,, também confirma os achados
de outros pesquisadores "1,

Em relacéo a producéo de fumonisinas por cepas de F.
verticillioides, observou-se que a totalidade das cepas
avaliadas foram produtoras de fumonisinas (0,1 ng/g a43833,1
ug/g paraFB, €0,05ug/ga321,0 ug/g paraFB,). Taisresultados
sdo concordantes com os obtidos em outros trabalhos'®23,
nos quais a producéo de fumonisinas foi constatada em 100%
das cepasdeF. verticillioides. Convém salientar, que osniveis
obtidos de FB, no presente trabalho também foram similares
aos reportados previamente por Visconti e Doko™® que
observaram a producdo de fumonisina B, nas 41 cepas de
Fusarium isoladas de milho, em uma concentragdo que variou
de0,70a4100 pg/g.

As concentragOes mais elevadas de FB, em relacdo a
FB,, bem como aprodugdo de ambas astoxinas (FB, e FB,) por
96,3% das cepas F. verticillioides, também sdo observacfes
apontadas na literatura®?.

Outros autorestém relatado a producéo de fumonisinas
por outras espécies do género Fusarium, tais como: F.
proliferatum, F. napiforme, F. anthophylum e F. dlamini®,
Entretanto, F. verticillioides continuasendo aprincipal espécie
produtora de fumonisinas e aquela encontrada com maior
freguiénciaem gréos de milho recém-col hido e armazenado.

A concentracdo maiselevadadeAFB, foi obtidadacepa
de A. flavus isolada na 3? coleta em Ribeir&o Preto, enquanto
que aconcentragdo maiselevadade FB, foi obtidadacepadeF.
verticillioides isolada na 72 coleta em Capéo Bonito. Tais
resultados demonstram a falta de um padr&o de producéo de
aflatoxinas e fumonisinas no campo por cepasdeA. flavus e F
verticillioides, respectivamente. Como o potencial toxigénico
foi realizado sob condic¢des controladas de laboratdrio, fica
dificil de se avaliar quais os fatores que tiveram maior
envolvimento na producdo de micotoxinas por cepas de A.
flavus e F. verticillioides isoladas nos diferentes estédios de
desenvolvimento.

N&o existe trabalho em literatura que tenha avaliado o
potencial toxigénico de cepas fangicas isoladas de gréos de
milho em diferentes épocas de plantio. Chulze et a .*® analisaram
amostras de gréos de milho, provenientes daregido de Cérdoba
- Argentina, coletadas em diferentes estadios de
desenvolvimento da planta. Nesse trabalho os autores
verificaram elevada incidéncia de F. verticillioides e maior
producéo de fumonisinas aos 75 dias apos o florescimento da
planta, entretanto ndo verificaram o potencial toxigénico das
cepas de F. verticillioides.

Sabe-se que o desenvolvimento de fungos toxigénicos
e consequente producdo de micotoxinas sdo dependentes de
uma complexa série de fatores, como susceptibilidade do
substrato a colonizagdo do fungo produtor, fatores fisicos e
fatores biolégicos'®. No presente trabalho a produgdo de
aflatoxinas e fumonisinas por cepas de Aspergillus e Fusarium,

respectivamente, parece estar relacionada com a capacidade
genética do fungo em produzir micotoxinas, umavez que ndo
houveinfluénciado periodo deisolamento dacepanaproducéo
de micotoxinas pelas mesmas.

Fatores fisicos como, temperatura e umidade também
influenciam o crescimento fungico e aprodugéo de micotoxinas.
Osfungos que contaminam os graos se proliferam em teoresde
umidade acimade 13,5 %, sendo aatividade de &guaideal para
0 crescimento das principais espécies de fungos toxigénicos
acima de 0,768, Segundo esses mesmos autores 0s valores
minimos de atividade de agua para o crescimento de F.
moniliforme e producdo de fumonisinas sdo 0,87 e 0,90,
respectivamente e os valores minimos de atividade de &gua
para o crescimento de A. flavus e producéo de afl atoxinas séo
0,80 e 0,87, respectivamente. Segundo Lacey et al.V, tanto as
fumonisinas quanto as afl atoxinas sdo facilmente produzidas
guando cepas de F. moniliforme e A. flavus sdo cultivadas em
gréosdemilho a25°C.

Schindler et a.’®, observaram, em meio de cultura, a
producdo méaxima de aflatoxinas a 24°C, apos 5 dias de
incubacao. Verificaram, também, que o crescimento maximo para
este fungo foi obtido nas temperaturas de 24°C e 35°C.

Nelson et a.? também verificaram que a temperatura
6tima parao crescimento de Fusarium spp. € de 25°C, durante
odia, e 20°C durante anoite, emboraeste crescimento também
ocorraem temperaturas constantes entre 20 e 25°C, desde que
0s niveis de Aa sejam adequados.

A constatacdo de fungos toxigénicos no alimento ndo
significa, automaticamente, a presenca de micotoxinas no
mesmo, principalmente se estes fungos ndo estdo se
desenvolvendo mas, indicaque h4, potencialmente, o risco de
uma possivel contaminag&o por micotoxinas. Se este alimento
for, ainda, um bom substrato para produc&o de micotoxinas e
se osfatores abi 6ticos, principal mente umidade e temperatura,
forem adequados, os riscos dessa contaminagdo tendem a
aumentar.
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F S

RESUMO

Foi verificado o efeito dairradiacéo gama (°Co), em diferentes doses, nadestruicéo de cepaaflatoxigénica
enaprodugéo de aflatoxina B, por Aspergillus flavus IM1 190443, em amendoim, cultivar Tatu Vermelho,
safras 2001/2002 e 2002/2003. Foram feitos dois testes nas amostras, um deles envolvendo irradiagéo e
posterior inoculacdo e outro, com inoculacdo antes dairradiacdo. A destruicdo do Aspergillus flavus IMI

190443, apos irradiacdo, foi medida pela porcentagem de infeccéo fungica, por meio da técnica do
plagueamento direto. A aflatoxina B, foi extraidaem misturade metanol e KCI 4% (270 + 30, v/v), seguido
de clarificagdo com CuSO, 10% e particéo em cloroférmio. A quantificagéo foi executadapor cromatografia
em camada delgada, medindo-se a area das fluorescéncias de amostras e padrfes em densitdmetro a 366
nm. A inoculagdo de amendoim previamente irradiado, com cepa afl atoxigénica, provocou aformagéo de
teores elevados de aflatoxina B,. Doses de irradiacdo gama de 25 e 30 kGy foram necessérias para a
completainativacdo de esporos.

Palavras-Chave. amendoim, aflatoxinaB,, irradiagéo gama, Aspergillus flavus.

ABSTRACT

Different doses of gammarirradiation effect wasverified for inactivating aflatoxigenic strain, and on aflatoxin
B, production by Aspergillus flavus IM1 190443 in peanut, Tatu Vermelho variety, 2001/2002 and 2002/2003
crops. Two tests were performed in all samples: in one of them they were firstly irradiated before being
inoculated, and in another assay peanutswereinocul ated with aflatoxigenic strain before being irradiated.
After irradiation, Aspergillus flavus IMI 190443 destruction was observed by the percentage of fungi
infection by means of direct plating technique. Aflatoxin B, was extracted with amixture of methanol and
4% potassium chloride (270 + 30, v/v), followed by clarification with 10% cupric sulfate and partition with
chloroform. Quantification was done by thin layer chromatography, measuring the samples fluorescent
areas and of standard samples in densitometer (366 nm). Previously irradiated peanuts inocul ated with
aflatoxigenic strain, induced the production of high levels of aflatoxin B,. The data of the present study
showed that 25 and 30 kGy gamma irradiation doses were necessary to get a complete inactivation of
Aspergillus flavus IM1 190443.

Key Words. peanut, aflatoxin B,, gammairradiation, Aspergillus flavus.
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INTRODUCAO

O problema das mi cotoxinas € muito sério em paisesem
desenvolvimento, onde condi¢Bes climéticas favoraveis,
préticas agricol as e de armazenamento i nadeguadas, conduzem
ao crescimento fungico e producdo de toxinas em diferentes
alimentos'.

Fungosdo género Aspergillus, em areasde climaquente
e Umido, sdo capazes de invadir figos, nozes, cereais, mas
principalmente amendoim e milho, e produzirem as aflatoxinas
B, B,, G, e G,, metabolitos secundarios que apresentam
atividade mutagénica, teratogénica e carcinogénica
Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus sdo as espécies
maisimportantes produtoras de af latoxinas sendo, a aflatoxina
B, entre todas as toxinas, a mais toxica para os seres humanos
e pode estar envolvida epidemiologicamente, com cancer de
figado humano em al gumas partes do mundo, como naChinae
Africa, agindo sinergicamente com o virus da hepatite B35,

No Brasil, aincidéncia de aflatoxinas em amendoim e
produtos de amendoim, continuaaser grande problema, embora
aextensdo e os niveis estejam situados em patamaresinferiores
aos relatados no periodo de 1965 a 200058,

V arios métodos de preservacdo tém sido descritos para
impedir o crescimento de fungos e producdo de aflatoxinas,
tais como fumigag&o, amdnia, luz ultraviol eta, tratamento pelo
calor, solventes quimicos, mas nenhum desses métodos of erece
completo controle dos fungos toxigénicos e das micotoxinas.
Além do mais, efeitos nocivos a salde humana e ab meio
ambiente, associados aosresiduos, limitam aaplicagdo quimica
em grande extensdo. Consequientemente, irradiac&o ionizante
por meio deumafonte de®Co, também chamadade esterilizagdo
afrio, tem sido investigada como processo aternativo para a
preservacdo de alimentos®*2,

No Brasil, alegidacdo quetratado emprego dairradiacéo
em alimentos é a Resolucéo RDC N.° 21, de 26 de janeiro de
2001, daAgénciaNacional deVigilanciaSanit&riado Ministério
da Salde. As doses a serem aplicadas devem ser compativeis
com os ef eitos desegjados, ndo tendo alegislacdo fixado valores
minimosou maximaos®,

O proposito dapresenteinvestigacdo foi verificar o grau
de contaminagéo e a producéo de aflatoxina B,, por uma cepa
aflatoxigénica, em amendoim em gréo: (1) previamenteirradiado
com ®Co e (2) previamente inocul ado, seguido de tratamento
comirradiacdo gamaem diferentesniveis.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram utilizadas amostras de amendoim em gréo in
natura (4-6 kg), enviadas pela Santa Helena Industria de
Alimentos S. A. (Ribeiréo Preto - Sdo Paulo), cultivar Tatu
Vermelho, das safras de 2001/2002 e 2002/2003, onde ndo foram
detectadas aflatoxinas.
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Fungo aflatoxigénico

Foi utilizadaumacepade Asperfillus flavus IM1 190443,
provenientedo International Mycological Institute (Inglaterra),
isolada de pistache da Turquia, forte produtora de aflatoxina
B,
Preparacéo da suspenséo de esporos do fungo aflatoxigénico

A cepade Aspergillus flavus foi inoculada em placade
Petri contendo o meio de Czapek (nitrato de sodio 4%, cloreto
de potassio 1%, sulfato de magnesio 7H,0 1%, sulfato ferroso
7H,0 0,02%, fosfato de potassio dibasico 2%, sacarose 3%,
sulfato dezinco 7H,0 a1% 0,1 mL, sulfato de cobrea0,5%0,1
mL., agar 2%) eincubada por 7 dias a 25°C. Apés esporul agéo,
uma alcada de esporos foi transferida para um tubo de
Eppendorf, contendo aproximadamente 1,5 mL de Tween 80 a
0,1%, com posterior agitagdo por 1 minuto para dispersdo dos
esporos. Foi transferido ent8o, 200 uL desta suspenséo para
Erlenmeyer de 250 mL, contendo 25 mL domeio GY EP (glicose
2%, extrato de levedura 0,3% e peptona 1%) solidificado.
Seguiu-se incubagéo & 25°C por 7 dias paraesporulagdo. Apos
essetempo, foi adicionado 20 mL de Tween 80 0,1% no frasco
e 10 pérolas de vidro, agitando-se gentilmente e transferindo-
se 0 sobrenadante para um outro Erlenmeyer. O nimero de
esporos.ml* dasuspensdo foi calculado em camarade Newbauer
e gustado para 10* e 108 esporos.mL L.

Plagueamento direto

Osgréos de amendoim foram desinfetados externamente,
por imersdo, em uma solugdo de hipoclorito de sodio a 0,4%,
por 2 minutos. Em seguida, em duplicata, foram distribuidos 5
gréos/placaem umtotal de 6 placas, contendo o meio de cultivo
Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC). Seguiu-se
incubacdo a 25°C durante 5 dias, e entdo foi observado o
crescimento visual fangico. Osresultados foram expressosem
percentagem de infeccdo interna',

Processo de irradiagéo

O processo de irradiacdo foi conduzido e executado no
Laboratério del rradiagdo Gamado Centro de Desenvolvimento
daTecnologiaNuclear - CDTN/MG. A taxade dosefoi ao redor
de6,0kGy.h™.

Extracao e quantificacdo de aflatoxina B,

A extragdo daaflatoxinaB, dasamostraseapurificagéo
dosextratos foram feitas segundo o método descrito por Va ente
Soares e Rodriguez-Amaya”. Posteriormente, a aflatoxina B,
foi separada, identificada e quantificada por cromatografiaem
camadadelgada (CCD), em placasdesilicagel 60G, 20 x 20cm
(Merck), sem indicador fluorescente, espessura de 0,25 mm,
utilizando-se como fase moével tolueno:acetato de
etila:cloroférmio:acido formico (70:50:50:20, v/viviv),
recomendada por Gimeno'®. Os extratos dasamostras paraCCD
foram ressuspendidos em benzeno:acetonitrila (98:2), em
volumes que variavam de 100 a5000 pl. Paraaplicacéo naplaca
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de cromatografiade camada del gada foram utilizados volumes
gue variaram de 2 a 10 pL. Para a elaboracdo da curva de
calibragdo daaflatoxinaB,, foram utilizadosvolumesde 2 a 10
pL dasolucéo padréo, de concentragéo de 0,88 pug.mL 2, sempre
com um minimo de 4 pontos. A quantificagéo da aflatoxinaB,
foi feita através das medidas das intensidades das
fluorescéncias dos spots das amostras e de padrdes, em
densitdmetro Shimadzu, modelo CS9301PC, com |ampadade
xendnio, em leitura linear, feixe 0,4 x 5,0 mm e com alta
sensibilidade de fluorescéncia. Os teores de aflatoxina B, nas
amostras foram calculados a partir das areas dos picos das
aflatoxinas dos extratos das amostras e da solucdo padréo de
aflatoxina B,. Boa linearidade (r* > 0,99) foi obtida entre
fluorescéncia emitida e concentragdo de aflatoxina B, nafaixa
de0,88 a8,88 ng. Oslimites de deteccdo e quantificacdo foram
0,90 ug.kg*el,1ug.kg?, respectivamente.

A concentracdo exata da solucéo padréo de aflatoxina
B, foi determinada em espectrofotdmetro Shimadzu UV-1601
PC, Shimadzu Scientific Instrument, Japan®’.

Procedimento para verificagdo da producdo de aflatoxina B,
em amostras irradiadas e posteriormente inoculadas com
A flavus IM1 190443

A partir de amostras de amendoim em gréo (200 g),
irradiadascom0, 1,0, 2,0, 3,0, 5,0e 10,0 kGy, foram pesados 15 g
em Erlenmeyer de 125 ml que foram inoculadas com 5 mL da
suspensdo de esporos de A.flavus IM1 190443 10* esporos.mL 2.
Em seguida, incubou-se a25°C durante 7 dias e quantificou-se
a aflatoxina B,. Com amostras da safra 2001/2002, o
procedimento foi realizado em triplicata para cada nivel de
irradiagcdo. Com amostras da safra2002/2003 foram realizadas 6
repeticoes.

Procedimento para verificagdo da produgdo de aflatoxina B, e
porcentagem de infecgéo fungica em amendoim inoculado e
posteriormente irradiado

Neste experimento foram seguidos dois procedimentos
para atender os objetivos propostos.

Determinagdo da porcentagem flingica

Foram distribuidos em frascos Erlenmeyer de 500 mL, 45
g deamendoim in natura e 15 mL de umasuspensao de esporos
deA.flavus IM1 190443 10° esporos.mL . Apdsequilibrio a4°C
por uma noite, realizou-se o processo deirradiagdo nos niveis
de0, 0,3, 0,5, 1,0, 3,0, 5,0 e 10,0 kGy .Esse procedimento foi
realizado em duplicata. Em seguida, realizou-se o processo de
desinfeccéo e o plagueamento direto.

Paralelamente, foi efetuada, também em duplicata, a
porcentagem fangica da amostra in natura (sem inoculagdo e
sem irradiacéo) e daamostrainocul ada nas mesmas condi¢des
das anteriores, mas sem irradiagdo com °Co.

Este procedimento foi repetido, com amesmaamostra,
alterando apenas os niveisdeirradiacéo para0, 15, 20, 25 e 30

KGy.

Determinagao da aflatoxina B,

Foram distribuidos em frascos Erlenmeyer de 125 mL,
15 g de gréos de amendoim e 5 mL de uma suspensdo de
esporos de A.flavus IMI 190443 10° esporos.mLt. Apés
equilibrio a 4°C por uma noite, realizou-se o0 processo de
irradiagdo nosniveisde0, 0,3, 0,5, 1,0, 3,0, 5,0 10,0 kGy. Em
seguida, procedeu-se aincubacgéo a25°C por 7 dias erealizou-
se a quantificacdo da aflatoxina B,. Este procedimento foi
realizado emtriplicata.

Paralelamente, foi realizado um branco (sem inoculacgo
e sem irradiacdo) e um controle (sem irradiagdo, mas com
inoculagdo), nas mesmas condicdes descritas anteriormente.

Este procedimento também foi repetido, com amesma
amostra, alterando apenas os niveisdeirradiagéo para0, 15, 20,
25e30kQGy.

Anadlise estatistica

Nasituac@o em quefoi possivel aandliseviaoteste Fe
osresultadosforam significativos, foi utilizado o teste de Tukey
para determinar as diferencas entre as médias em nivel de
significancia de 5%. Para comparar tratamentos no caso em
gue a significancia foi detectada pelo teste Kruskall-Wallis,
executou-se comparagdo multipla do préprio teste. Foram
utilizados os recursos do software estatistico SAS'"8,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Producao de aflatoxina B, em amostras irradiadas e
posteriormente inoculadas com A.flavus IM1 190443

Osteores de aflatoxina B, produzidos pelo Aspergillus
flavus IMI 190443, em amostras previamente irradiadas, so
mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Teores de aflatoxina B, em amendoim em gréo,
irradiado com %Co (0, 1, 2, 3, 5 e 10 kGy) e inoculado com
Aspergillus flavus IMI 190443, em concentracdo de 10*
esporos.mL* eincubado a 25°C durante 7 dias.

SAFRA
Dosedelrradiagdo  2001/2002 2002/2003
kGy) Aflatoxina Aflatoxina
B, (ngkg’)* B, (ngkg?)**
0 689,3a 740,0a
1 832,0a 551,0a
2 1427,0a 1480,0b
3 2033,0b 1689,0b
5 4931,0b 4011,0c
10 18022,0c 5353,0c

* Média de 3 repeticbes. **Médiade 6 repeticoes
M édias seguidas damesmaletranavertical, ndo diferem entre
si pelo Teste de Tukey, em 5% de significancia.
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Observa-se que a producdo de aflatoxina B, aumentou
de689,3 ug.kg? e 740,0 pg.kg* (amostras ndo irradiadas) para
18022 pg.kg*t e 5353 pg.kg? (irradiadas com 10 kGy), safras
2001/2002 e 2002/2003, respectivamente. Esses dados estéo
consistentes com os obtidos por Hassan e Aziz°, onde ap0ds
irradiac&o de milho com 2,0 kGy einoculagdo com Aspergillus
flavus EA-81 (10° esporos.mL2), o teor de aflatoxinadaamostra
irradiadaeinocul ada (35600 pg.kg?) foi superior ao daamostra
ndo irradiadaeinoculada (22800 pg.kg?).

O aumento do teor de aflatoxina pode ser explicado por
dois possiveis mecanismos: (i) a irradiacdo afeta alguns
constituintes do grdo, tornando-o mais disponivel ao fungo;
(i) airradiagéo eliminaou reduz algumamicrobiotanatural que
competiria com o fungo, resultando em melhor crescimento e
producéo de aflatoxina pelo Aspergillus spp®.

Esses resultados sugerem que os cuidados de controle
da umidade relativa e da umidade dos gréos de amendoim
irradiados, parémetros importantes no processo de formacao
detoxinas, devem ser eficientes, afim de se evitar contaminacdo

posterior com fungos aflatoxigénicos e producédo de niveis
elevados de afl atoxina.

Producdo de aflatoxina B, em amostras inoculadas com
A.flavus IMI 190443 e posteriormente irradiadas

Os resultados obtidos de porcentagem de infeccéo
fungica e producéo de aflatoxina B,, em amendoim em gréo,
inoculado e irradiado, séo mostrados nas Tabelas 2 e 3.

A andlise edtatisticareferente a porcentagem deinfeccdo
aposinoculacdo, irradiagdo com ®Co em diferentes niveis (0,3
a 10 kGy) e incubagéo por 7 dias a 25°C, foi feitamediante o
teste Kruskall-Wallis, cuja probabilidade foi de 0,046.
Comparando esse valor com o nivel de significancia de 0,05,
constata-se que ha evidéncias estatisticas de que as médias
das amostras diferiram entre si. Analogamente, a analise
estatistica dos niveis de aflatoxina B, (resposta), revelou por
meio do teste Kruskall-Wallis probabilidade de 0,026, ou seja,
inferior a0,05. Dessaforma, pelo menos umadose apresentou-
sediferente em relagdo asdemais (Tabela?2).

Tabela 2. Teores de aflatoxina B, e porcentagem deinfecgo fungicaem amendoim, cultivar Tatu Vermel ho, aposinocul agéo com
Aspergillus flavus IMI 190443 (10° esporos.mL 1), irradiagdo com ®Co eincubagéo a 25°C durante 7 dias. Safra2002/2003.

Amostra lnoculada e Infecgdo (%0)* AflatoxinaB, Coeficientede
Irradiada (kGy) (ng.kgh** Variagdo(%)
0 100a 3290d 79
03 100a 4165d 239
05 100a 7956bc 108
10 9%5a 7659¢c 25
30 87b 8871b 190
50 38bc 9480ab 108
100 27c 9780a 183
In natura 22c ND —
(semirradiacéo)

ND = ndo detectado.* médiade duplicata. ** médiadetriplicata.— nédo se aplica
Val ores numeéricos seguidos com as mesmas | etras mintscul as navertical ndo diferem entresi em nivel de 5% de significanciapelo

teste Kruskall-Wallis.

Tabela 3. Teores de aflatoxina B, e porcentagem de i nfecgéo fingicaem amendoim, cultivar Tatu Vermelho, aposinocul agédo com
Aspergillus flavus IM1 190443 (10° esporos.mL2), irradiagdo com ®Co eincubagdo a 25°C durante 7 dias. Safra: 2002/2003.

Amostralnoculadae Infeccéo (%)* AflatoxinaB, (ug.kg")** Coeficiente de Variacdo (%)
Irradiada (kGy)
0 100 1112a 20
15 1 A6a 300
0] 2 236a 310
5 0 ND —
K0} 0 ND —

ND : ndo detectado.* médiade duplicata. ** médiadetriplicata.— : ndo se aplica
Val ores numeéricos seguidos com as mesmas | etras mindscul as navertical, ndo diferem entresi em nivel de 5% de significanciapelo

teste Kruskall-Wallis.
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A andlise estatistica referente aos niveis de aflatoxina
B, ap6s inoculagdo, seguido de irradiagdo em cinco niveis (0,
15, 20, 25 e 30 kGy) e incubagdo por 7 dias a 25°C, foi feita
mediante o teste Kruskall-Wallis. Conforme se pode verificar
pelaTabela 3, arespostaobtida para os niveis de aflatoxinaB,
foi nulaparaaltas dosagens (25 e 30 kGy). Com base nosvalores
ndo nulos obtidos, foi determinadaa probabilidade (p=0,061),
superior ao nivel de significancia estabelecido em 5%.
Constatou-se ent@o, que ndo ha evidéncias estatisticas de
diferenca significativa entre as dosagens avaliadas: 0, 15 e 20

kGy.

Observa-se que os niveisde aflatoxinaB,, nas amostras
inoculadaseirradiadas com dosesde 0,3a10,0 kGy, 4165 e 9780
pg.kg?, respectivamente, (Tabela 2) foram superiores quando
comparados ao nivel encontrado na amostra inoculada sem
irradiacdo (3290 pug.kg?), atingindo cerca de 300% de aumento
com adose de 10 kGy. Entretanto, em dosesde 15,0 a30,0 kGy,
verificou-se redugéo do teor de aflatoxina B, (1112 ug.kg?),
encontrado na amostra inoculada ndo irradiada, para valores
inferioresao limite de deteccao do método empregado (0,9 ug.kg?),
ou seja, ndo detectado, como nas amostras inoculadas e
irradiadas com doses de 25,0 e 30,0 kGy. Nota-se também, em
elevadas doses de irradiagdo, uma correspondéncia inversa
entre niveisde aflatoxina B, einfecgdo flngica, ou sgja, quanto
maior adosedeirradiacdo menor aviabilidadefingicae menores
niveis de aflatoxina foram produzidos por Aspergillus flavus
IMI 190443. O aumento dos niveisde aflatoxinaB, nasamostras
irradiadas com doses de 0,3 a10,0 kGy, pode ser explicado pela
resisténcia parcial do Aspergillus flavus a irradiacdo, pela
gradativadestrui cdo damicrobiotacompetidoranatural e maior
disponibilidade do substrato ao fungo®2. A partir de doses de
irradiagdo mais elevadas, superior a15kGy, cessaaresisténcia
natural e a viabilidade dos esporos fangicos, diminuindo a
producdo de aflatoxinaB,.

Chiou et al.'! observaram que ap6s inoculagdo de
amendoim in natura, variedade Tainam 9, com Aspergillus
parasiticus NRRL 2999, em concentracdo ndo especificada,
seguido deirradiacéo com ®Co em dosesde 0, 2,5, 5,0, 7,5,
10,0 e 15,0 kGy, e incubag&o durante 4 semanas a 30°C, os
niveis de aflatoxina B, foram menores quando comparado ao
controle ndo irradiado e inoculado: de 18630 pg.kg! para
12620 pg.kg™ (5,0 kGy); 7770 ug kg (7,5 kGy); 4280 pg.kg*
(10,0kGy) e2570 pug.kg? (15,0 kGy). Gréos de amendoim com
intenso grau de infec¢do foram também observados. Estes
resultados est&@o parcialmente consistentes com os obtidos
nesta pesquisa, visto que completa destrui¢ao dos conidios
pelairradiacdo gama, mesmo a 15,0 kGy, ndo foi al cancada.
Por outro lado, diferentemente dos nossos resultados, foi
observada uma diminuicéo da producao de aflatoxina B, em
funcéo da dose de irradiacdo gama aplicada. Parece que o
tipo daespéciefingicaenvolvida (A.flavus e A.parasiticus),
condi¢des de inocul agcdo e incubagdo, umidade, tamanho do
indculo, afetam o crescimento flingico e aprodugdo detoxina,
e podem explicar essa diferenca na producéo de aflatoxina

B, em funcdo da dose aplicada'®?>. Ainda existe a
possibilidade, segundo Doyle e Marth (1978) citados por
Farkas?, de variagdo na decomposic¢do da micotoxina por
culturas de micélio, durante prolongado tempo deincubagéo.
Neste trabalho, aquantificagdo da aflatoxina B, foi executada
apols 7 dias de incubacao a 25°C, diferentemente do
armazenamento a 30°C durante 4 semanas, efetuado por Chiou
etal.l.

Farag et a .22 verificaram também resi sténcia de esporos
de Aspergillus flavus NRRI 3145, em concentracéo ndo
especificada, apos inoculacdo em amendoim, previamente
esterilizado a121°C durante 15 minutoseirradiagdo a5,0, 10,0 e
20,0 kGy. Damesmaforma, aproducéo de aflatoxinaB, estava
presente mesmo apds umadose de 20,0 kGy.

CONCLUSOES

Contaminagdo de grdos de amendoim previamente
irradiados, com cepaaflatoxigénica, pode aumentar aproducéo
de aflatoxinas.

Irradiacdo gama (%°Co) ndo é totalmente efetiva para
destruir esporos fungicos, a menos gque doses elevadas sejam
empregadas (25 e 30kGy).
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi identificar, quantificar eavaliar aocorrénciade fungose verificar aincidéncia
de micotoxinas (aflatoxinas e zearalenona) em gréos de milho armazenados por um periodo de cinco meses,
sob diferentes condi¢des (com e sem controle detemperaturae aeracdo). |solaram-seeidentificaram-se os
fungos Aspergillus flavus, Fusarium roseum, Fusarium moniliforme, Fusarium graminearum e Penicillium
Sp presentes nos gréos de milho. Osfungos A. flavus, F. roseum e Penicillium sp apresentaram variagéo
decrescimento de 30 a98 %, de 3a30 % ede 34 a90 %, respectivamente. A diferencano crescimento dos
fungosndo foi causada pelaumidade, poisem ambosossilosfoi inferior a12 %. Os principaisfatoresque
influenciaram no crescimento possivel mente estejam rel acionados atemperatura associ adaaaeragéo, pois
se verificou maior crescimento no silo sem controle de temperatura e aeragdo, uma vez que 0s gréos
armazenados nos dois silos foram col hidos na mesma época e de uma Unica regido, portanto sujeitas as
mesmas variagbes ambientais. A micotoxinadetectadano siloA (aflatoxinaB,) jase encontrava presente
nos gréos no inicio do armazenamento, mantendo-se nos mesmos limites de deteccdo ao final do periodo
dearmazenamento.

Palavras-Chave. milho em gréo, condi¢des de armazenamento, fungos, micotoxinas, afl atoxinas, zearalenona.

ABSTRACT

Theaim of thiswork wasto perform theidentification, quantification, and investigation of theincidence
of fungi in corn grain samples submitted to two different conditions (with or without control of temperature
and of aeration) for aperiod of five months. Occurrence of mycotoxins (aflatoxins and zearalenone) was
also studied. The following fungi were isolated and identified: Aspergillus flavus, Fusarium roseum,
Fusarium moniliforme, Fusarium graminearum, and Penicillium sp. The fungi A. flavus, F. roseum,
and Penicillium sp presented variation in growing on the grains of 30 - 98 %, 3 - 30 %, and 34 - 90 %,
respectively; and the a highest fungus growth was verified in corn grain samples without environment
control. Thedifferenceverified in observe onfungi growth could not attributed to grain humidity, since
the moisture analysis revealed a content inferior to 12 % in both samples. The factors that mostly
influenced on the growth might be the temperature associated with aeration, since the grains stored in
both silos were harvested at the same period of the year at the same region, thusthey were submitted to
the same environmental conditions. The mycotoxin detected insiloA (aflatoxin B,) was aready present
in grain before being stored, and the aflatoxin concentration was at same levels until the end of storage
period.

Key Words. corn, storage, fungi, mycotoxins, aflatoxins, zearalenone.
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INTRODUCAO

Os fatores que afetam o crescimento de fungos nos
gréos de milho sdo principal mente teor de umidade dos gréos,
temperatura, tempo, condicédo fisica (grédos quebrados) e
sanitéria do gréo, nivel de indculo do fungo, contetdo de
oxigénio e armazenamento, insetos e acaros. A invasdo deum
lote de grédos por insetos pode iniciar ou agravar o
desenvolvimento de fungos, pois através de sua atividade
metabdlicahaum aumento deteor de umidade etemperaturada
massa dos gréos' 2.

Os fungos que invadem sementes e gréos em geral séo
0s que infectam o produto ainda no campo e os de
armazenamento, que invadem o milho pouco antes e durante o
armazenamento. A distin¢do entre fungos de campo e de
armazenamento ndo é baseada na classificacdo taxondmica, mas
de acordo com as condic¢Bes ambientais e/ou ecol égicas que
favorecem o crescimento dos mesmos. Também néo é absoluta,
pois € baseada nos seus hébitos de crescimento e onde os
danos ocorrem. Os fungos do campo requerem um teor de
umidade em equilibrio com umaumidaderelativade 90 a100 %
para crescerem. Os principais géneros sdo Cephalosporium,
Fusarium, Gibberella, Nigrospora, Helminthosporium,
Alternaria e Cladosporium que invadem gréos e sementes
durante 0 amadurecimento e o dano é causado antes da.col heita.
Estes fungos ndo se desenvolvem normalmente durante o
armazenamento, exceto em milho armazenado com alto teor de
umidade®.

Osfungos de armazenamento Aspergillus, Penicillium,
Rhizopus e Mucor s8o encontrados em grande nimero em
armazeéns, moinhos, silos, moegas, el evadores, equipamentos
e lugares onde os produtos agricolas séo armazenados,
manuseados e processados. Causam danos ao produto somente
se as condic¢des de armazenagem forem improprias a
manutencdo da qualidade do produto. Os fungos do género
Aspergillus (A. halophilicus, A. restrictus, A. glaucus, A.
candidus, A. alutaceus e A. flavus) e os do género Penicillium
(P. viridicatum, P. verrucosum) s&o os indicadores de
deterioragdo em sementes e gréos causando danos no germe,
descoloracdo, ateracbes nutricionais, perda de matéria secae
0s primeiros estagios da deterioracdo microbiol 6gica?. Porém
estes fungos podem invadir os gréos de milho aindano campo,
causando inclusive vérias doengas, como a podriddo de
sementes e do colmo*S. Interferéncias climaticas foram
relacionadas com a predominanciade linhagens toxigénicas®.

Asmicotoxinas, dentre elas as aflatoxinas e zearalenona,
sd0 compostos toxicos produzidos por fungos, que podem
causar danos a saude de homens e animais’, bem como
ocasionar grandes perdas econdmicas. As aflatoxinas séo
produtos do metabolismo secundéario de fungos,
predominantemente de A. flavus, A. parasiticus e A. nomius,
sendo as aflatoxinas B,, B,, G, e G, as mais conhecidas. A
zearalenona é produzida por varias espécies de Fusarium, com
ocorrénciaem milho, cevada, trigo eaveia®.
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Ostrabalhos de ocorrénciade fungos e micotoxinas em
alimentos consumidosno Brasil, tém contribuido paraavaliacdo
e estudos das medidas a serem tomadas para prevencéo de
contaminagdo. Incidénciade aflatoxinasem derivadosde milho
e zearalenonaem milho, tém sido rel atadas®10111212,

O presente trabalho teve por objetivo identificar,
quantificar eavaliar aocorrénciade fungos, bem como verificar
aincidénciade micotoxinas (aflatoxina e zearal enona) em graos
de milho, armazenados sob diferentes condi¢oes.

MATERIAL E METODOS

Material

Acompanhou-se dois silos de armazenamento de gréos
demilho, um nacidade de Erebango/RS (SiloA) com temperatura
de 13 a14 °C eaeracdo controlada (0,05 mé.min.ton?) e outro
na cidade de Getulio Vargas/RS (Silo B) sem controle, apenas
com secagem dos gréos e mantido a temperatura ambiente
(20 £ 5°C). O periodo de coletadasamostrasfoi de 12 demaio
a03 de setembro de 2003, correspondendo aos 0, 30, 50, 62, 74,
92 e 113 diasdearmazenamento. Paraasandlisesde micotoxinas,
efetuou-se duas amostragens de cadasilo, aos 0 e 113 dias de
armazenamento, respectivamente.

Amostragens representativas dos silos (cinco pontos)
foram coletadas com o auxilio de um calador. As amostras
foram homogeneizadas, divididas em fragbes de 1,0 Kg,
acondicionadas em frascos plasticas codificados e enviadas
ao laboratorio para analises de umidade, identificacao e
quantificacdo de fungos e de micotoxinas (aflatoxinas e
zearalenona). Paraaidentificacdo e quantificacdo dos fungos
foram utilizados os gréos de milho inteiros e para as demais
determinacfes as amostras foram moidas, classificadas por
tamanho de particulaem peneira20 mesh (0,84 mm), submetidas
ao quarteamento e analisadas em triplicata.

Determinacéo de Umidade

A andlise de umidade foi realizada em aparelho
higromeétrico (controle in loco) e pelo método de dessecacdo
em estufacom ar circulante a 105 °C*,

Isolamento e Identificacdo Fungica

Parasemeaduradosgraosdemilhofai utilizado o método
adotado por Christensen e Meronuck?®, modificado.
Plaguearam-se 100 gréos por amostragem em triplicata, emmeio
de culturaAgar Batata Dextrose (PDA) acidificadacom acido
tartarico a 10 % eincubou-se em estufaa 25°C com iluminagdo
por 5 dias.

A identificag8o e quantificacdo dos fungos foram
realizadas com o auxilio de microscopio estereoscdpico, onde
se quantificou em percentual de crescimento, considerando-se
a presenca ou auséncia em 100 gréos de milho. Foram
pesquisados os fungos Aspergillus flavus, Fusarium
moniliforme, F. roseum, F. graminearum e Penicillium sp pelas
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suas estruturas reprodutivas e acompanhou-se o
desenvolvimento no decorrer do armazenamento?®.

Os dados de quantificagéo dos fungos foram tratados
estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,01), com uso do
software Statistica5.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA).

Detecc¢éo e Quantificacio de Micotoxinas

A extragdo epurificagdo dasaflatoxinas(B,, B,, G, €G,)
foi feitasegundo Soares e Rodriguez-Amaya'’. Asaflatoxinas
foram identificadas e quantificadas por cromatografia em
camada delgada (placasdesilicagel 60 G, Merck), utilizando-se
como fase movel tolueno:acetato de etila:cloroférmio:écido
formico (70:50:50:20 viviviv), descritapor Gimeno®. Asleituras
das fluorescéncias de amostra e padrfes foram feitas em
densitdbmetro, a366 nm e o cél cul o das concentragfesfoi obtido
atravésdascurvasdecalibragdo. A Curvadasaflatoxinas (AF)
foi realizada com os seguintes valores: AFB1 = 1,196 ug/mL;
AFB2=0,96 ug/mL; AFG1=1,71 ug/mL eAFG2=1,43 ug/mL.
Essas concentragfes foram aplicadas nas quantidades de
1,0uL; 2,0uL e4 uL comtrésrepeticdes.

A zearalenona foi extraida e quantificada segundo
procedimentos descritos por Visconti e Pascale®®. A
quantificacdo foi realizada em cromatégrafo liquido de ata
eficiénciacom detector defluorescéncia(SHIMADZU, modelo
LC 10AD, excitagdo A = 276 nm eemissdo A = 460 nm), coluna
Agilent Zorbax C18 (5 um, 250 x 4,6 mm), pré-colunaAgilent
Zorbax C18 (5 um, 25 mm x 4,6 mm), comfluxo de1 mL/minuto.
A fase movel foi compostapor &guaécida (2 % de acido acético,
v/v):metanol (50:50, v/v) e injecdo de 50 uL de amostra. A
zearalenonafoi quantificadautilizando parao cdculo, umacurva
de calibragdo analitica. A curvada zearalenonafoi feitacom
padr&o contendo as concentragdes de 1,75; 2,5; 5,0; 10,0 e
15,0 uL/mL. As amostras foram aplicadas em triplicata para
confecgdo da curva.

Oslimites de deteccdo de af| atoxinas consideradosforam
de 1,0 ug/Kg (85,5 % de recuperacao) e paraazearalenonade
10,0 ug/Kg (80 % derecuperacéo).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figural apresenta o teor de umidade (%) nossilosA
eB, em diferentes periodos de armazenagem.

Observou-se que inicialmente a umidade apresentava-
se com teores baixos (10,9 a 11,6 %, em ambos os silos),
mantendo-se nestes niveis no periodo de armazenamento (113
dias). Asdiferencas observadas nos métodos de determinagéo
da umidade pelo sistema higrométrico e secagem em estufaa
105 °C foram considerados despreziveis, sendo o primeiro
normal mente utilizado como método rapido de controlein loco
nos silos.

Recomenda-se para o milho, teores de umidade na
colheita de 24 a 32 % e no armazenamento de 13 a14 % (sem
risco de deterioragdo por um ano) e de 12 % por um periodo
superior alano. Osfungosnecessitam deumaumidaderelativa
de, pelo menos, 65 % o que corresponde aumataxade equilibrio
de umidade de 13 % no gréo de cereal e eles crescem com
temperaturas entre 10 e 40°C3.

AsFiguras 2, 3 e 4 apresentam o crescimento (%) dos
fungos A. flavus, F. roseum e Penicillium sp em amostras de
graos de milho nos silos A e B durante o periodo de
armazenamento, respectivamente.

OA. flavus (Figura2) apresentou variagdo de 30 a98 %
de crescimento, sendo que as médias do silo A diferem
estati sticamente (p<0,01) em relagéo ao silo B nos periodos de
armazenamento, o que também é valido para a média global
(388,71 8,73 no silo A e 76,85+ 14,78 no silo B). Sendo
concordante com os resultados obtidos por Rosseto et al. 22 em
gréos de amendoim armazenados, 0s quais constataram que,
independentemente da amostragem, ndo houve diferenca de
porcentagem de espécies do grupo A. flavus nas avaliacbes
realizadas aos 12 e 18 meses de armazenamento.

Alguns trabalhos com gréos de milho armazenados e
subprodutos alimenticios mostram a presencade Aspergillus
Sp como o0 maior contaminante destes produtost??? ainda
gue em outros trabalhos a maior incidéncia tenha sido de
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Figura 1. Teor de umidade (%) nos silos A e B em diferentes periodos de
armazenamento.

Figura 2. Crescimento (%) de A. flavus em amostras de milho, nos silos
A e B em diferentes periodos de armazenamento.
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Fusarium 3412232 Muitas das amostras contaminadas por
fungos do género Aspergillus estavam também contaminadas
por insetos. Uma populagdo de insetos dentro da massa de
gréos, sendo for controlada atempo, pode criar condi¢des de
umidade e temperatura localizadas que estimulem o répido
desenvolvimento fangico, podendo ocorrer deterioragéo da
massa de gréos e producdo de micotoxinas®#,

De acordo com a Figura 3 pode-se notar que a variacéo
de desenvolvimento do F. roseum foi menor, de 3a30 %, sendo
gue o méximo de crescimento foi observado aos 92 dias de
armazenamento no silo B. A andlise de comparagédo de médias
(teste de Tukey) demonstrou que o silo A difere (p<0,01) do
silo B, apds 92 dias de armazenamento. Embora as médias
globaisentre os dois silos apresentem diferencas significativas
(p<0,01), comteoresde 11,7 + 6,43 paraosiloAe 16,8 + 8,17
parao silo B, respectivamente.

O Fusarium é considerado um fungo de campo, que
invade os gréos e sementes durante 0 amadurecimento e o
dano é causado antes da colheita. Entretanto, ndo se
desenvolvem durante o armazenamento, exceto ocasional mente
em gréos de milho armazenados com alto teor de umidade e/ou
que foram rehidratados®4. Os baixos teores de Fusarium, em
ambos os silos, podem estar relacionados ao fato de que a
temperaturade armazenamento manteve-seinferior a25°C, mas
apresentando influéncia do periodo de armazenamento. Em
gréos de amendoim armazenados, também foi verificado um
aumento naincidéncia de Fusarium sp em relagdo ao periodo
de armazenamento®.

Marciae Lazzari® encontraram 97,5 % das amostras de
milho em gréo, 13,6 % dasamostrasde gritse 79 % dasamostras
defubéinfectadas por Fusarium, sendo aespécie predominante
F. moniliforme. Porém no estudo F. moniliforme e F.
graminearum nao foram detectados nas amostras de gréos de
milho.

Conforme a Figura 4, pode-se observar que o
desenvolvimento do Penicillium sp demonstrou-se semel hante
nos dois silos até os 62 dias de armazenamento. Porém, apos

esteperiodo o crescimento foi superior nosilo B, com diferencas
significativas (p<0,01) apartir do 74 diaseatingindo 90 % das
amostras aos 113 dias de armazenamento. Enquanto que no
silo A, os teores foram de aproximadamente 60 %, embora as
médias globais entre os dois silos ndo apresentem diferencas
significativas (57,4 % + 10,1 paraosiloAe65,0 % + 17,94 para
osiloB).

AsvariagBesnaincidénciafingicaem relacdo ao periodo
de armazenamento podem ter ocorrido por diferencas de
umidade relativa do ar®, associado a competi¢cdo dos fungos
por substrato®=°,

As diferencas no crescimento dos fungos (Aspergillus
sp, Fusarium, Penicillium) n&o foram causadas pelo teor de
umidade dos gréos, pois a mesma manteve-se com teores
etéveiseinferioresal2 % emambosossilos(Figural). Porém
ocorreu umadiferencaem relacéo aossilosA e B, sendo que o
menor desenvolvimento dos fungos foi apresentado no silo de
A, onde atemperatura (13 a 14°C) e aeracéo (0,05 m¥min.ton)
foram mantidas controladas. Osfungos de armazenamento séo
sensiveis as mudancgas de temperatura, crescendo rapidamente
atemperaturas ao redor de 30°C. Quando atemperaturaestiver
abaixo de 15°C o seu desenvolvimento é bastante reduzido,
com excegdo do Penicillium sp (cresce até—5°C). Ainda, 0 uso
eficiente da aeracdo é um fator decisivo na boa conservagéo
das sementes e gréos®.

Dos diferentes fatores que podem influenciar no
crescimento destes fungos como condic¢des climéticas pré-
colheita, diferencas genéticas, indice de gréos quebrados,
presenca de insetos entre outros?®3, A utilizagdo de aeracdo
forcadainfluenciadiretamente namanutencao dauniformidade
da temperatura e da umidade relativa do ar, auxiliando na
reducdo de crescimento dosfungos. Diferencasdetemperatura
dentro da massa de gréos causam a transferéncia de vapor
d’agua da por¢cdo mais quente para a mais fria que pode
condensar e fornecer condic¢des para o desenvolvimento dos
fungos®. No silo B, onde ndo havia controle, diferencas
momentaneas de temperatura e de umidade podem ter ocorrido,
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Figura 3. Crescimento (%) de F. roseum em amostras de milho dos silos
A e B em diferentes periodos de armazenamento.
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Figura 4. Crescimento (%) de Penicillium sp. em amostras de milho dos
silos A e B em diferentes periodos de armazenamento.
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Tabela 1. IncidénciadeaflatoxinasB,, B,, G, e G, e zearalenona (ZEA) em amostrasde milho dossilosA e B em diferentes periodos

dearmazenamento.
Amostras Incidéncia de micotoxinas ( ug/kg)
Aflatoxina B1 Aflatoxina B2 AflatoxinaG1 Aflatoxina G2 ZEA
SiloA
Odia 10 ND ND ND ND
113dias 10 ND ND ND ND
SiloB
Odia ND ND ND ND ND
113dias ND ND ND ND ND
ND: menor que o limite de detecc&o
Limite de deteccao: aflatoxina: 1 ug/kg; zearalenona: 10 pg/kg
ainda gue a temperatura ambiente tenha se mantido inferior a CONCLUSOES

20°C. Emboraastemperaturasem ambosossilostenham ficado
abaixo das temperaturas ideais de crescimento dos fungos
estudados, quanto menor for a temperatura, menor sera o
crescimento até um limite deinibig&o®?2, o quetambém explica
as diferencas de crescimento entre os dois silos de
armazenamento.

A incidénciadeaflatoxinasB,, B,, G, e G, e zearalenona
(ZEA) em amostras de milho dos silos A e B, em diferentes
periodos de armazenamento estdo demonstrados na Tabela 1.

Observou-se a presenca de aflatoxina B, somente no
siloA, aindaque em concentracéo no limite de detecgéo (1,0 ug
/kg), sendo que a mesma manteve a incidéncia ao fina do
armazenamento. Indicando que estamicotoxinaestavapresente
nosgréos, noinicio do armazenamento (O dia). O limite permitido
no Brasil eMercosul paraasomatoriadasaflatoxinas (B, + B, +
G, + G,) € de 20 ug /kg**. O ndo desenvolvimento das
micotoxinas podem ser atribuidas as condigdes ambientais
pouco favoraveis, uma vez que a temperatura ideal para a
producdo da maioria das micotoxinas € superior a 25°C*e a
possibilidade dos fungos isolados ndo possuirem potencial
para a sintese destas®™*.

Diversostrabal hos reportam aincidénciade micotoxinas
em milho em gréo e seusderivados. Nicasio et al.’° analisaram
um total de 40 amostras de milho e ndo foram encontradas
aflatoxinas em nenhumadas amostras, estando estes resultados
concordantes com os do presente estudo. Pich® ao analisar
213 produtos derivados de milho comercializados encontraram
17,4 % das amostras com resultados positivos, com umafaixa
de contaminagdo de 3,2 a 25,6 ug/kg de aflatoxina total
(B,+B,+G,+G,). Furlong et al.’ e Oliveiraet al.™, estudando
zearalenona em produtos derivados de milho, encontraram
niveis de contaminagdo médio de 163,0 ug/kg e entre 4,6 e
195,2 ug/kg, respectivamente. De maneirageral, aocorréncia
de aflatoxinas, principal mente em amendoim e seus derivados
tem sido um problema alarmante, enquanto que a zearalenona
tem-se mantido em niveis mais baixos'2%.

OsfungosA. flavus, F. roseum, e Penicillium sp, foram
isolados e identificados, apresentando uma ampla faixa de
variagdo no crescimento, de 30298 %, de3a30%ede34 a
90 %, respectivamente. Constatou-se que 0s maiores
crescimentos ocorreram no silo sem controle de temperaturae
aeracdo. A diferencano crescimento dosfungosnéo foi causada
pelaumidade, pois a mesma, em ambos os silos, foi inferior a
12 %. A micotoxina detectada no silo A (aflatoxina B,)
encontrava-se presente nos graos no inicio do armazenamento
(0 dia), mantendo-se nos mesmos limites de deteccéo ao final
do periodo de armazenamento (113 dias).
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RESUMO

Para a identificacdo dos compostos responsaveis pelo sabor sdo necessarios procedimentos que,
inicialmente, permitam isolar osvol&teis dagrande massa dos macronutrientes do alimento, com aminima
distor¢do da composicéo origina propria do sabor em estudo. Para o isolamento e concentragdo dos
compostos voléteis em alimentos sdo utilizadas vérias técnicas, dentre elas destaca-se 0 método de
destilac8o e extracdo simulténea (DES), quetem como vantagem apossibilidade de uso do extrato paraum
maior nimero de analises e muito eficiente para a extracdo de compostos como fendis, acidos, lactonas,
cetonas, dlcoois e ésteres. Estatécnicafoi otimizada paraisolamento de voléteis de leite de cabracom a
utilizag8o do aparelho de Likens e Nickerson, variando-se as condic¢fes analiticas: volume da amostra,
tempo de extragdo, temperatura de extracdo e o solvente. Os mel hores resultados foram obtidos utilizando-
Se 0s seguintes paréametros: solvente - pentano-éter etilico (2:1); volume de amostra 200 mL; tempo de
extracdo 120 min; temperaturade extracdo 55°C, com adetec¢do de 174 compostosvoléteis.
Palavras-Chave. |eite de cabra; compostosvoléteis; extracdo devoléteis.

ABSTRACT

For identifying the compoundsresponsiblefor flavor requires proceduresfor performing theisolation and
concentration of volatiles compounds from food raw macronutrient material with minimal effect on the
origina flavor. Several techniques have been used for these purposes, being among them the distillation
and simultaneous extraction method (DSE). DSE method presents advantages as to enable the use of
obtained extract in several kinds of analyses. Likewise, thismethod isparticularly efficient for performing
volatile compounds extraction, such as: phenols, acids, lactones, ketones, alcohols, and esters. In the
present work, the DSE technique was assessed for isolating the volatile compounds from goat milk by
means of Likens and Nickerson apparatus. By means of this technique -174 volatile compounds were
detected from goat milk, and the best results were obtained under the following conditions: ethyl pentane-
ether (2:1) as solvent, sample volume of 200 mL, extraction time of 120 min, and extraction temperature at
55°C.

Key Words. goat milk, volatile compounds, extraction of volatile compounds.
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INTRODUCAO

Os compostos responsaveis pelo aroma e sabor
apresentam estruturas quimicas diversas derivadas dos
principais constituintes dos alimentos, sendo suas
caracteristicas especificas capazes de estimular os receptores
dos reflexos do gosto e do odor, para produzir uma resposta
sincronizada e integrada, denominada de sabor ou flavour. O
termo sabor se refere aos compostos quimicos responsaveis
a0 estimul o ou aprépriaestimulagdo dos receptores biol égicos.
Os consumidores consideram o sabor como umadas principais
propriedades sensoriais, sendo decisivas ha selecdo, aceitacéo
e ingestéo dos alimentos'.

O perfil de compostos voléteis causadores do sabor de
um alimento é muito complexo, consistindo em um grande
numero de substancias organicas que estdo presentes em
concentragcBes muito pequenas, da ordem de ppm, ppb ou ppt
e variam guanto a sua natureza quimica e valor de threshold
(limiar minimo de percepgdo, ou sgja, a menor concentracdo
necessaria para o individuo detecté-1a).

A andlise de compostos organicos volateis associados
com o sabor apartir de alimentos pode ser realizada utilizando-
se diferentes métodos, no entanto, em geral todos os métodos
envolvem processos de extracdo, concentragdo, separacdo e
identificac8io dos componentes individuais®. Os constituintes
volateisdo sabor sdo, em geral, compostos termol abeis, sujeito
amodificagbes, como rearranjos, ciclizagdes, oxidagdes, quando
s80 submetidos a qualquer aumento da temperatura. Portanto,
a etapa de isolamento dos voléteis é considerada critica,
podendo resultar em umacomposi¢do completamente diferente
daoriginal presente no alimento. Os métodos aplicados devem
ser eficientes e brandos devido & quantidade, estabilidade e
volatilidade desses compostos®.

Para o isolamento e concentragdo dos compostos
volateisem alimentos, sdo correntemente usadas, aexemplo da
destilacdo a vacuo, métodos de extracéo, destilagdo e
concentracdo simulténea dos voléteis (DES), andlises do
headspace estatico e dindmico. Para identificagcdo de cada
composto volatil, separadamente, utiliza-se de procedimentos
como a andlise por extracdo e dilui¢do do aroma (AEDA), o
célculo do odor unitario, aandlise de Charm, etc**.

No isolamento de substancias voléteis, dois métodos
s80 reportados: 0 de Headspace e o de extracdo. Asamostragens
natécnicade Headspace sdo usualmente classificadasem duas
categorias, a estética e a dindmica ou de purge and trap
(extragéo e captura).

A técnica de Headspace estética envolve aintroducéo
direta de um dado volume do vapor concentrado acima da
amostra de alimento, em uma coluna cromatogréfica. Este €
considerado o método mais rapido e consome 0 menor tempo
de extracdo; no entanto, ndo permite a determinacéo de
compostos com elevados pontos de ebulico, apresentando
também baixa sensibilidade. Para se contornar estes pontos
negativos, foi desenvolvida a técnica do headspace dindmica
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ou purge and trap, que envolve apurgadosvol éteis dacamada
de headspace com um gasinerte (nitrogénio ou hélio), seguida
de captura destes vol&teis em material absorvente. A grande
vantagem deste método € o isolamento e a concentracéo de
compostos voléteis e semi-volateis, associados ao curto
periodo de isolamento®, proporcionando aumento na
sensibilidade.

A extragdo com solventes, utilizando-se os métodos
tradicionais de batel ada ou de extragdo continua, € usual mente
combinada com processos de destilagcdo. O aparelho
desenvolvido por Likens e Nickerson®, combina os processos
de destilac8o e extragcdo simultaneamente. Este processo tem
como vantagens o emprego de quantidade reduzidade solvente
e reducdo do tempo de andlise. Tem adquirido notoriedade e
vérias inovacles e variagbes tém sido sugeridas**4. Outra
vantagem é a possibilidade do uso do extrato para um maior
nimero de andlises, facilitando acalibracéo de dois parametros,
volume de injecdo e nivel de concentracdo do extrato,
enquadrando dentro da faixa de deteccdo e sensibilidade do
detector. De acordo com Larrayoz et .8, atécnicade Destilagéo
e Extracdo Simultanea (DES) é mais€ficiente paraaextracao de
fendis, &cidos, lactonas e aldeidos pesados, cetonas, 8 coois e
ésteres.

Ha& a necessidade de se investigar os constituintes
voléteis por técnicas diferenciadas, pois fatores como a
temperatura, avelocidade deliberag&o dosvolateis pelamatriz
e seus coeficientes de particdo entre afase aguosa majoritéria
em frutas e a fase gasosa (ambiente) provocam profundas
modificagBes no perfil qualitativo e quantitativo destes extratos.
Na andlise do sabor de um aimento, deve-se ter sempre em
mente que 0 aromaobtido esta diretamente rel acionado com os
métodos aplicados nos processos de isolamento e
concentragéo®.

Muitas substancias formadoras do sabor que estdo
presentes no leite fresco sdo, provavelmente, produzidas no
metabolismo animal. Dentre elas destacam-se: 0os compostos
carboxilicos, osélcoois, osacidos graxoslivres, 0s compostos
sulfurados. Entretanto, muitos compostos volateis podem ser
transferidos das forragens ao leite via rimen. Diversos
trabalhos tém reportado sobre as mudancas nafragéo voldatil e
na producdo do sabor do | eite causadas por processos térmicos,
deterioracdo resultante de microrganismos, processos
enzimaticos ou de natureza quimica, apresentando-se de grande
relevanciaparaaindustriade laticinios™.

O leite de cabra possui caracteristicas sensoriais
agradaveis ou desagradaveis, dependendo dos hébitos de
consumo. O sabor denominado caprino, quando acentuado,
constitui-se como um dos fatores de recusa. Entretanto, as
substancias responsaveis pelo sabor do leite caprino e seus
provaveis precursores ndo sao ainda bem conhecidos. Alguns
estudostém sido realizados, rel acionando-as afatores genéticos
associados a sua composi¢ao quimica e formas de manuseio
do produto, com a conseqiiente producdo do sabor
caracteristico®*2.
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Desta forma, este trabalho teve como objetivo a
otimizacdo dos procedimentos de destilacdo e extracéo
simulténea para o isolamento de compostos volateis em leite
caprino como umaferramenta paraestudos de mel horiade sabor
deste tipo de produto.

MATERIAL E METODOS

Material

As amostras de leite de cabra foram obtidas de 20
animais da raga Saanen, criadas em sistema de confinamento
no Setor de Caprinoculturada Universidade Federal daParaiba,
deBananeiras- PB. Osanimaisforam alimentados com suporte
forrageiro de capim Tiffton e ragdo balanceada. As amostras
foram preparadas (extragcdo dos compostos voléteis) no
Laboratorio de Andlise de Flavor da Universidade Federal da
Paraiba e analisadas na Central Analitica do Departamento de
QuimicaFundamental da Universidade de Pernambuco.

A partir dos 20 animais selecionados realizaram-se
coletas de amostras na fase intermediaria da lactagdo - com
uma média de 100 dias de lactagdo. O leite ordenhado
manualmente era homogeneizado com bastdo de vidro e
pesado, retirando-se amostras de 500 mL para as andlises, as
guais eram acondicionadas em recipientes devidro higienizados
e transportadas em caixa de isopor com gelo ao |aboratorio.

Métodos
Extracdo e identificacdo de volateis

Os compostos volateis presentes nas amostras de leite
caprino dos grupos experimentai s foram extraidos pelo método
de Destilagéo e Extragdo Simultanea (DES)®.

O aparelho de Likens e Nickerson® utilizado neste
trabalho foi montado conforme Figura 1. O baldo contendo a
amostra, conectado ao brago A, foi aguecido por uma manta
aquecedora. O bal&o contendo o solvente, em banho de &gua,
foi conectado ao brago B, cujatemperatura dependiado ponto
de ebulicdo do solvente utilizado.

Ao ser agquecido, o leite libera voléteis que percolam
atravésdo brago A, em direg&o ao condensador. Por outro lado,
o0 solvente atemperaturade ebulicéo evaporae percolaatravés
do brago B, também em direcdo ao condensador. Uma vez
condensado, os volateis daamostra e o solvente sdo coletados
naparteinferior emformade U do extrator.

A extracdo teve seu inicio computado quando se
observou a temperatura desejada atingida na amostra
contidano brago A, permanecendo o processo de extracéo
por 40, 60, 80 e 120 minutos. Em seguida, resfriou-se o baldo
com o solvente, conectado ao brago B, por 10 minutos, em
agua gelada (+ 2°C). Os extratos foram transferidos para
um frasco com sulfato de sédio anidro (1g), e concentrados
até 0,5 mL, sob arraste de gas nitrogénio. Osrecipientes de
vidro ambar foram lacrados com parafilm, rotulados e
estocados em freezer até as analises cromatogréaficas em
CG-DICeCG-EM.

Inicialmente, realizou-se experimento paraotimizagdo das
condi¢Bes analiti cas daextragdo, com afinalidade de determinar
ovolumeideal deleiteaser utilizado naextragdo dos compostos
voléteis, variando-se 0 volumedeleite e de agua. As extragdes
foram realizadas variando-se também o solvente (hexano e a
misturade pentano e éter etilico (2:1) e o tempo de extracdo (40,
60, 80 e 120 minutos). Parao hexano, atemperaturafoi mantida
em média, a 69°C, enquanto que, para a mistura pentano-éter
etilico (2:1), em média, a 38°C. O condensador foi resfriado
mantido pela passagem de agua gelada (+ 2°C) em circul agéo.
As temperaturas de extragao testadas foram de 55°C e 100°C.
Foi realizado um teste de especificidade, ou sgja, andlisedeum
branco do ensaio, com todos os solventes exceto a amostra.
Os extratos de compostos voléteis do leite caprino obtidos,
nas diferentes condi¢Bes analiticas, foram analisados em
cromatégrafo gasoso acoplado a um detector de ionizagéo de
chama. As diferentes condi¢cdes de extracdo testadas estdo
apresentadas na Tabela 1.

Cromatografia Gasosa de Alta Resolucéo

Para escolha da melhor condicéo de extrago, baseada
no ndmero de picos de compostos voléteis detectados, os
extratos foram analisados em cromatégrafo gasoso marca
HEWLETT PACKARD, modelo HP5890“ sériell” acoplado a
um detector de ionizagdo de chama (DIC), injetor tipo split/
splitless. Os compostos foram separados em coluna capilar:
HP-INNOwax (30 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro x
0,25 pum de espessurado filme) Marca: Hewlett Packard; Tipo:

@J Agua resfriada
-—

r\a ‘ ~
Braco A

¢ i Braco B

-

amostra —
+ é{ Solvente

!
banho-maria

manta aquecedora

Figura 1.12Aparelho de Destilagdo e Extracdo Simulténea de Likens e
Nickerson .
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polar; Componente: polietilenoglicol (bondable INNOphase).
O gas de arraste utilizado foi o hélio (pureza 99,999%) com
presséo constante de 11,5 psi nacolunaevazéo de 1,0 mL min
1. Avazdo dapurgafoi gjustadaparafluxode 1,7 mL.mint. As
injecbes de 5 ul foram realizadas manual mente com o uso de
injetor split, com taxanominal de 1:10.

Para os estudos de identificag8o, quantificacéo e
confirmagdo dos voléateis nas amostras de leite caprino, a
temperaturainicial dacolunafoi de30°C. Apds 10 mindainjegéo
daamostraatemperaturada colunafoi aumentadapara80°C a
umarazéo de 5°C/min, sendo mantida nestatemperatura por 5
min. Programou-se um novo aumento natemperaturadacoluna
utilizando-se umarazé&o de 5°C/min, até atemperaturafinal de
220°C, mantendo-se a coluna nesta temperatura por mais 10
min, com tempo total de corridade 63 min. Astemperaturasdo
injetor e detector utilizadasforam 200 e 240°C, respectivamente.

Ap6s aescolhadamelhor condicdo analitica, osextratos
de doze amostras do |eite caprino foram submetidos a separagdo
e identificacdo dos constituintes voléteis por cromatografia
gasosa com detector de massas. Utilizou-se cromatdgrafo
gasoso (SHIMAZDU, CG 17A) acoplado a um detector de
massas (CGEM —QP5050A). Duas colunas (DB-5 e Carbowax)
de diferentes polaridades foram testadas para avaliar amelhor
resolucdo para separacdo dos volateis. A colunaDB-5 (J& W
Scientific, apolar, 5% difenol e 95% dimetil polisiloxano) possuia
as dimensdes: 30m de comprimento x 0,25mm de diametro x
0,25um de espessura do filme. O gés de arraste utilizado foi 0
hélio (pureza 99,999%) com pressdo constante de 5,73 psi na
colunaevazdo de 1,0 mL.min. A vazdo total foi gjustada para
fluxode 22,1 mL.mint. Asinje¢desde 1,5 ul foram realizadas
manual mente com o uso de injetor split, com taxa nominal de
1:10. Os componentes foram separados empregando-se as
seguintes condi¢Bes cromatogréficas: temperatura inicia da
colunade 30°C, permanecendo por 5 min, aumentando-se para
80°C aumarazéo de 5°C/min, sendo mantida nestatemperatura
por 30 min. Procedeu-se aum novo aumento natemperaturada
coluna utilizando-se umarazéo de 5°C/min, até atemperatura
final de 220°C, mantendo-se a coluna nesta temperatura por

mais 10 min, com tempo total de corrida de 88 min. As
temperaturasdo injetor e detector utilizadasforam 230 e 250°C.
Para a coluna Carbowax (marca HP, polar, componente
polietileno glicol) com dimensBes: 25 m de comprimento x 0,32
mm de didmetro interno x 0,20um, utilizou-se programacéo
semel hante, aexcegdo datemperaturafinal daprogramacéo da
colunae do detector, as quaisforam, respectivamente, de 200 e
230°C. Em ambas as colunas foram realizadas diariamente
corridas em branco, objetivando-se um melhor controle das
condicfes analiticas.

A colunafoi conectadadiretamente &fontedeions, com
temperatura da linha de transferéncia de 250°C, voltagem de
ionizacdo de 70 eV. O detector de massas operou atravésdeum
sistema de impacto de elétrons, em uma faixa de variagéo de
massamolecular de 30 a330 u.m.a. (unidade de massaatbmica),
com umataxade scan de 1,0 por segundos.

Identificacdo

A identificag@o dos compostos volateis separados por
CG/EM foi realizada pela comparacdo com os espectros de
massadabibliotecado“NIST” (National Institute of Standards
& Technology, EUA) contendo aproximadamente um total de
150.000 espectros dereferéncia, confirmando asfragmentagdes
caracteristicas das diferentes classes dos compostos
identificados.

Solugdo padréo de n-alcanos homdlogos (C,— C,,) da
PolyScience Corp (Niles, WI, EUA) com pureza>99,997% foi
analisada diariamente, antes das andlises dos extratos de leite
caprino, objetivando-se verificar as condi¢des analiticas dos
equipamentos (CG, CG-EM), juntamente com a utilizagdo dos
tempos de retencdo destes alcanos, padrdes externos de
referéncia, no célculo posterior do indice de Retencdo Linear
(IRL) dos volateist**. O IRL de cada composto foi calculado
utilizando-se o tempo de retencdo do padréo de alcano e o
tempo de retencéo do pico aser identificado, segundo aEquacéo
1. A identificagdo dos compostos voléteis foi considerada
positiva quando o ILR do composto sitiou-se dentro da faixa
de = 2 unidades do IRL do composto da literatural®4,

Tabela 1. Condigdes de extracdo dos compostos volateis para o leite de cabras Saanen.

Experimento Volumeda Tempo de Temperaturade Solvente
amostra(mL) extracdo (min) extracdo (°C)
1 200 5] 100 pentano/éter
2 200 40 % pentano/éter
3 20 120 100 pentano/éter
4 200 50] 100 pentano/éter
5 200 50] 100 hexano
6 00 50] 100 hexano
7 200 120 % pentano/éter
8 00 120 % hexano
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considerando-se, também, o fato de que os espectros de massa
do composto em questdo e do padréo deveriam apresentar 95%
de semelhangas.
'R.—-R
- 0 @

(z+1

+100,

onde: RI(i) é o indicerelativo do compostoi;

Z € o nimero de &omos de carbono do alcano z;
R(i) € o tempo de retengdo do composto i;

R(z) é o tempo de retencéo do alcano z;

R(z+1) é otempo deretencdo do alcano z+1

Equaco 1. Célculo do indice de Retenc&o Linear

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, foram avaliadas as condic¢bes dos
diversos parametros durante aextrago realizada. As condicdes
dos testes experimentais encontram-se descritasna Tabelal e
os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 2.

Asvariagdes no volume daamostraforam realizadas no
sentido de se obter a maior quantidade de amostra possivel,
sem o comprometimento naexecugdo do processo de extracdo,
como perda de amostra durante o processo de aguecimento,
paratanto osvolumes utilizadosforam de 200 e 300 mL deleite.
Quanto a temperatura de extragdo, procedeu-se com
temperaturas de 55 e 100°C, entretanto, optou-se pela
temperaturamaisbaixa, visto que nameatriz leite, ocorrem varios
processos quimicos, dentre os quais a caramelizagao dos
acuUcares, pelo uso de altas temperaturas e/ou reacdes tipo
Maillard.

Os extratos obtidos do leite caprino apresentaram
volume quevariaram de 8,0 a 15,8 mL, com o solvente hexano,
enguanto os extratos obtidos com o uso damisturade pentano-

Tabela 2. Volume final de extratos aromaticos e nimero de
picos cromatogréaficos obtidos nos experimentos preliminares
nas andlises de compostos volateis do leite caprino

Experimento Volumefina (mL)
124
80
140
170
157
158
160
80

NUmero de picos

CO~NOO OGP~ WNERE
NERRBBRR

éter etilico (2:1) concentraram-se os volumes entre 8,0 a17,0
mL. Considerando o grande nimero de compostos, ficou
evidenciado que a mistura de solventes pentano/éter resultou
em uma maior captura de compostos voléateis, provavelmente
em fun¢do de sua baixa temperatura de ebulicdo e a presenca
de compostos de baixo peso molecular no leite, registrando-se
Nno experimento 7 0 maior nimero de picos cromatograficos.

Assim sendo, para as andlises de compostos volateis
do leite caprino, considerando os testes preliminares de
otimizac&o das condicBes da extragdo, foram estabel ecidos os
seguintes parémetros: volume daamostra: 200 mL ; temperatura
de extragdo 55°C; tempo de extragdo 120 min. e 0 emprego do
solvente pentano/éter etilico (2:1).

No quediz respeito aotimizag8o das condigdes analiticas
no CG-EM, observou-se alguns aspectos de maior relevancia.
Apés testes com coluna polar (Carbowax) e apolar (DB-5) a
melhor resolugdo para os compostos voléteis foi obtida na
coluna apolar, considerando a diversidade dos pontos de
ebulicdo dos voléteis da amostra de leite de cabra. A opgéo
pelautilizagdo do modo split no sistemadeinjegéo dasamostras,
justificou-se pela técnica de extracdo dos voléteis utilizada

{mic
i hexanol hexadecanoato
50.0e64 de metila
] 9-octadecenoato
: de mefila
- 2-pentanona
25.0e6+
i add , A _J_A_DIMMLMA
1 1 1 1 | 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1
10 20 30 40 50 60 70 80

Figura 2. Cromatograma dos ions totais do leite de cabra.
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(DES), aqual apresenta como caracteristicaabaixaeficiéncia
na captura de compostos com baixo ponto de ebulicdo
associado ao processo de concentragao dos vol éteis, evitando-
se, dessa forma, uma saturagdo da coluna®.

Uma vez determinadas as condi¢fes analiticas de
extrag&o e padroni zacdo do método, procederam-se as andlises
dos extratos de amostrasdo |eite de cabra. Foram identificados

128 compostos das seguintes classes: &cidos carboxilicos (12),
alcanos ciclicos (3), acoois (18 ), aldeidos (15), amida (1),
aromaticos(7), cetonas (09), ésteres (35), éter (1), fenonas (1),
furanos (1), hidrocarbonetos (14), lactonas (7), outros (3) e
terpendides (1). A Tabela 3 lista as principais classes e o0s
compostos volateis com maiores areas, identificados no leite,
com suas respectivas areas relativas. As classes mais

Tabela 3.Principais classes e compostos vol atei s identificados com maiores &rearel ativas, em doze amostras de | eite caprino

Classe e Nome do Composto IRL Area(%)
Média + Desvio Padréo

Acido carboxilico
Acido 9-pentadecentico 184 0,18+0,21
Acido 9-hexadecendico 1938 1,30+0,88
Acido heptadecandico 2058 0,62+0,93
Acido 9-octadecendico 2143 0,42+054
Acido octadecandico 2168 0,42+0,48
Acido 9-nonadecendico 241 0,23+0,28
Alcoois
Butanol 656 0,27+047
2-pentanol 700 459+6,12
Hexanaol &1 27,83+822
1-pentanol 2-metil £09) 0,37+£0,15
Hexadecanol 1844 1,88+3,53
Heptadecanol 1986 0,84+0,64
Octadecanol 2089 1,75+1,73
Aldeidos
Pentanal 6%5 1,08+1,72
E-2-hexend 859 322+6/43
9-octadecenal 2004 1,64+145
Octadecanal 2031 1,30+1,21
Cetonas
2-pentanona 632 447+6,35
Esteres
Tridecanoato de butila 1856 1,80+2,01
Hexadecanoato de metila 1925 313+239
Pentadecanoato de butila 2079 1,19+2,01
9-octadecenoato de metila 2098 4,838+389
Octadecanoato de metila 2122 2,19+2,26
9,12,15-octadecatrienoato deetila 2132 2,78+354
9-octadecenoato de etila 2158 295+394
Octadecanoato de etila 2197 1,34+161
Acido tetradecanoico, 2-fenil, 1,3-dioxan-5-il ester 2261 306+342
Hidrocarbonetos
Heneicosano 2106 1,36+0,16
Docosano 2206 1,15+157
Tricosano 2297 207+231
Lactonas
d-pentadecal actona 1971 0,23+0,29
y-hexadecalactona 047 0,18+0,35
A-hexadecalactona 2065 0,74+1,06
8-heptadecal actona 2186 0,24+0,48
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representativas foram os ésteres, alcoois, aldeidos,
hidrocarbonetos, acidos carboxilicos e cetonas. A Figura 2
apresenta o cromatograma dos ions totais do leite de cabra.

Dentre os compostos identificados, destacam-se com
maiores % de area: hexanol, 2-pentanol, 2-pentanona, (E)-2-
hexenal, hexadecanoato de metila e 9-octadecanoato de metila.
Os compostos voléteis identificados hexanol e E-2-hexenal
estdo associados com a formagdo do aroma de rancidez dos
produtos. Enquanto que, 2-pentanona contribui com o aroma
do gordura e o tetradecanoato de isopropila com o caprino®®.
Segundo Jaubert et al 2, butanoato de etila e hexanoato de etila
apresentam-se como compostos responsaveis pelo odor
caracteristico doleitecaprino. Massart-Leen et a . relataram a
presenca de hexadecanoato de metila e de 9-octadecanoato de
metilanagordurade|eite caprino.

Ha vérias rotas bioguimicas e quimicas para formagéo
doscompostosvoléteis. Os acidos graxoslivres sdo resultantes
de processos enziméticos, por agéo das lipases, que hidrolisam
0s &cidos graxos de cadeia curtat®. Algumas cetonas com o
radical metil, como 2-metilbutanona, 2-metilpentanona, 2-
metilheptanona e 2-metilnonanona tém sido encontradas em
leite in natura, estando ligados a mecanismos de oxidacg&o
lipidica. O sabor oxidado da gordura do leite é originado,
primariamente, dos &cidoslinoléico elinolénico, como também,
de outros acidos graxos polinsaturados. Aldeidos, também
podem ser formados por processos oxidativos, envolvendo
microrgani smos e enzimas como alipoxigenase. A hidrélise de
triacilglicerdis, catalisada por lipases, libera &cidos graxos de
cadeia curta, que sdo determinantes no sabor dos laticinios,
destacando-se também a importancia das |actonas e das metil
cetonas'*.

De acordo com Calvo e Hoz?® , os compostos que
contribuem com a formagdo do sabor do leite podem ser
classificados de acordo com sua origem em: compostos
originados do metabolismo animal e/ou do manejo alimentar,
compostos produzidos por reagdes quimicas, atividade
enzimética e/ou flora microbiana antes do processamento,
compostos gerados por tratamento térmico e compostos
produzidos durante a estocagem.

CONCLUSOES

- A técnicadeLikens e Nickerson otimizada paravol&eisde
leite de cabraisolou um maior nimero de compostosvoléteis
guando foram usados: misturapentano:éter etilico (2:1) como
solvente; 200 mL de volume de amostra; 120 min de tempo
de extrag8o e uma temperatura de extracdo de 55°C. Nas
condi¢des padronizadas nas amostras de | eite caprino foram
detectados 174 compostos voléteis;

- Foramidentificados 128 compostos volateis, com um perfil
constituido, principalmente, pelas classes dos ésteres,
dcoois, aldeidos, hidrocarbonetos, acidos carboxilicos e
cetonas.
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RESUMO

O objetivo desteestudo foi avaliar aqualidade fisico-quimicae microbiol égicado leite de cabracomercidizado
naregido de Ribeirdo Preto. Foram avaliadas 42 amostras, sendo 16 de |eite UltraAlta Temperatura (11
integrais e 5 desnatados) e 26 de leite pasteurizado integral congelado. Dentre os par@metros fisico-
quimicos estudados a lactose foi a que mais freqlientemente apresentou-se em desacordo com os limites
estabelecidos na legislagdo (81%), seguida pelos solidos ndo gordurosos (16,7%), gordura e proteina
(14,3%), acidez e cinzas (9,5%) e densidade (7,1%), respectivamente. Quanto aos exames microbiol gicos,
11,5% das amostras de | eite pasteurizado apresentaram valores de coliformes termotol erantes acima do
limite tolerado pela legislagdo em vigor. Todas as amostras de leite Ultra Alta Temperatura estavam de
acordo com alegislagdo em vigor quanto aos parametros microbiol 6gicos avaliados.

Palavras-Chave. |leitede cabra, par@metros deidentidade e qualidade, andlisesfisico-quimicas, microbiologia

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the physicochemical and microbiological quality of goat milk
commercialized in Ribeirdo Preto - SP, Brazil. Twenty- six samplesof frozen pasteurized goat whole milk,
and 16 of ultrahigh temperature (UHT) samples (11 wholemilk and 5 skim milk) were analyzed. Comparing
the physicochemical resultswith the limits standards established by thelegidlation, 81% of sampleswere
in disagreement regarding to lactose, 16.7% pertaining to no fat - solids contents, 14.3%in fat and protein
levels, 9.5%in titratable acid and ash, and 7.1% in relation to density. Microbiological analysis showed
that 11.5% of pasteurized milk were contaminated with fecals coliformsin limits above those established
by legislation. No UHT milk wasin disagreement- regarding to microbiological parameters.

Key Words. goat milk, quality and identity parameters, physicochemical analysis, microbiol ogy.
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INTRODUCAO

O leite € um importante alimento na nutrigdo humana
por conter elementos essenciais como proteinas, carboidratos,
gorduras, vitaminas e sais minerais, sendo o leite de vaca o
mais amplamente consumido. Porém existe uma significativa
porcentagem da populagdo, principalmente criangas, que
apresentam reagdo alérgica com a ingestdo do leite de vaca;
essa prevaléncia chega a aproximadamente 2,5% durante os
primeiros anos de vida**

O leite de cabra tem sido recomendado como
substituto para pessoas que sofrem de alergia a proteina do
leite de vaca®S. Embora dados sobre mecanismos
imunol 6gicos que sustentem essa evidéncia sejam limitados,
supbe-se que as proteinas do soro do leite de cabra e de
vaca apresentem-se estruturalmente diferenciadas, e com
variagOes percentuais, estes fatos, provavelmente explicam
sua melhor tolerancia por criangas portadoras de quadros
alérgicos ao leite de vaca®.

A composicéo quimicado leite de cabrae de vacaé
semelhante, mas o primeiro apresenta outras caracteristicas
importantes que o torna vantajoso; glébulos de gordura
menores proporcionam maior digestibilidade®; presencade
ferro em quantidades significativas® e teores de vitaminas
proximos ao do leite de vaca, exceto pelas vitaminas B e
B,, cujos valores apresentam-se diminuidos no leite de
cabre?.

As caracteristicas fisico-quimicas do leite de cabra
podem variar acentuadamente devido a fatores como raca,
estégio de lactagdo, época do ano, alimentagcdo e condicles
ambientais’*.

A producdo e o beneficiamento do leite exigem
cuidados higiénico-sanitarios, pois 0 mesmo é um alimento
extremamente susceptivel a contaminag@o microbiana.
Padrdes microbioldgicos desse produto podem nao ser
atendidos quando h& falhas no processamento, transporte
e/ou armazenamento. Estudos com leite de cabra in natura
mostram a presenca de microrgani smos patogéni costt1213.14,
destacando-se aimportancia de um processamento adegquado
para eliminar 0s microrganismos que representam risco a
saude do consumidor. Os processos de beneficiamento
utilizados parao | eite de cabra destinado ao consumo humano
s8o principalmente a pasteurizacdo lenta seguida de
congelamento e o processamento Ultra Alta Temperatura
(UAT), sendo a forma pasteurizada e congelada a mais
comercializada. O congelamento prolonga a vida Gtil de
prateleira, tendo alguns produtos, validade muitas vezes
superiores a 60 dias.

Com o aumento das usinas beneficiadoras de leite de
cabrae do consumo deste alimento, especialmente por criangas
alérgicas, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
qualidade fisico-quimica e microbioldgica do leite de cabra
pasteurizado congelado e UAT comercializados na regido de
Ribeir&o Preto.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Foram analisadas 42 amostras de leite de cabra, sendo
26 de leite pasteurizado integral congelado e 16 de leite UAT,
adquiridas no comércio daregido de Ribeirdo Preto-SP. Foram
estudadas 6 marcas diferentes deleite pasteurizado e 3 deleite
UAT (2integraise 1 desnatado). De cadamarcaforam avaliadas
de 4 a 6 amostras, produzidas em diferentes datas, durante o
ano de 2003. Todas as marcas de | eite pasteurizado pertenciam
ausinas localizadas no Estado de Séo Paulo e as de leite UAT
nos Estados do Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul. Todas as
marcas encontradas no comércio da regido de Ribeirdo Preto
foram avaliadas neste estudo.

Asamostras deleite congelado foram transportadasem
recipientes isotérmicos até o laboratdrio, e mantidas a
temperatura de -20°C até o inicio das analises, no maximo 48
horas ap6s a aquisi¢do da amostra. O descongelamento foi
realizado em geladeira e apds homogeneizagdo foi coletada
assepticamente, em frasco esterilizado, 100mL para andlise
microbiol 6gica, e 0s900mL restantesforam, aseguir, utilizados
paraas determinagdes fisico-quimicas.

Asamostrasdeleite UAT foram transportadas e mantidas
em temperaturaambiente até o inicio das andlises (méximo 48
horas). Os procedimentos de coleta foram os mesmos que 0s
realizados nas amostras de | eite pasteurizado.

Todas as amostras foram adquiridas e analisadas dentro
do prazo de validade do produto.

Andlises fisico-quimicas

Asandlisesfisico-quimicasrealizadasforam escol hidas
de acordo com os parametros de qualidade estabelecidos na
Instrucdo Normativa n° 37 de 31 de outubro de 2000 —
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leite de
Cabra: acidez, densidade, sdlidos ndo gordurosos, gordura,
cinzas e lactose seguindo os métodos descritos no livro de
NormasAnaliticas do Instituto Adolfo Lutz®. A determinagdo
deproteinafoi realizadaatravésdo método de Kjeldahl (Officid
Method 991.20) descrito nos métodos analiticos daA ssociation
of Officia Analytical Chemists'®, utilizando o didxido de selénio
como catalisador.

O teor de cloreto®®foi avaliado pois pode ser Gtil como
parémetro de identidade e qualidade do leite de cabra.

Analises microbioldgicas

As determinagcBes microbioldgicas realizadas nas
amostras de leite pasteurizado foram: bactérias do grupo
coliformetermotol erantes, utilizando atécnicado NUmero Mais
Provavel (NMP/mL) e pesquisa de Salmonella sp., de acordo
com a metodologia recomendada pela APHAY, sendo que o
método para pesquisa de Salmonella sp. foi realizado com
algumas modificagBes pertinentes rel acionadas a substitui¢do
do caldo de pré-enriquecimento por Agua Peptonada 1%
Tamponada, e dos meios deidentificago presuntivapelo meio

105



Oliveira, M. A. et al. Qualidade fisico-quimicaemicrobiol 6gicado | eite de cabra pasteurizado e UltraAlta Temperatura, comercializado naregi&o

de Ribeirdo Preto-SP. Rev Inst Adolfo Lutz, 64(1):104-9, 2005

Rugai modificado (IAL)%%; introducdo do caldo de
enriquecimento seletivo Rappaport Vassiliadis e do meio de
isolamento Agar Verde Brilhante. No leite UAT realizou-se:
contagem de bactérias aerdbias mesofilas (UFC/mL), contagem
de bactérias termdfilas (UFC/mL) e enumeragéo de bolores e
leveduras (UFC/mL), segundo metodol ogiarecomendadapela
APHAY,

Avaliacdo da qualidade do leite

Os resultados obtidos nas andlises fisico-quimicas e
microbioldgicas foram avaliados de acordo com os valores
estabel ecidos pel as|egislagBes em vigor®2° e comparados com
resultados obtidos por outros pesguisadores.

RESULTADQOS

A Tabela 1 mostra os resultados das determinagtes
fisico-quimicas realizadas nas amostras de leite de cabra
pasteurizado integral congelado, UAT desnatado e UAT

integral comercializados naregido de Ribeirdo Preto—-SP e os
valores preconizados pelalegislagdo em vigor?®.

Nos resultados dos parametros microbiol 6gicos
avaliados nas amostras de | eite de cabra pasteurizado observou-
se: ausénciade Salmonella sp. em todas as amostras estudadas
e coliformes termotolerantes acima do limite tolerado pela
legidacdo (4,0 UFC/mL) em 3amostras (9,3 UFC/mL ; 110,0 UFC/
mL ; 46,0 UFC/mL respectivamente). Asamostrasdeleite UAT
(integral e desnatado) tiveram como resultados auséncia de
bactérias aerdébias mestfilas, termdfilas, bolores e leveduras,
estando de acordo com alegislacdo em vigor®.

DISCUSSAO

Ascaracteristicasfisico-quimicas do leite de cabra puro
apresentam variagdes devido a fatores como raga, estagio de
lactac&o, época do ano, espaco entre ordenhas, alimentagdo e
clima2.22. Conhecendo essas possiveis variacoes, a
legislacdo brasileira, através da Instru¢do Normativan® 37 de

Tabela 1. Caracteristicasfisico-quimicas do leite de cabraintegral pasteurizado congelado, UAT integral e UAT desnatado

comercializados naregido de Ribeirdo Preto— SP.

Parametro Valores estabel ecidos Integral Tipo deleite Desnatado
na legislagdo® Pasteurizado Integral UAT UAT
(n=26) (n=11) (n=5)
Acidez, em % 0,13a0,18 0,14+0,021 0,15+0,007 0,16+0,015
acidolatico (0,20-0,18) (0,15-0,17) (0,24-0,18)
4(15,4%) 0(0%) 0(0%)
Densidade 1,028-1,034 1,030+0,002 1,029+0,002 1,032+0,0011
15/15°C (1,027-1,033) (1,027-1,032) (1,031-1,034)
2(7,7%) 1(9,1%) 0(0%)
S6lidos ndo — minimo 85+041 8,3+0,68 83+041
gordurosos 820 (7,5-9,2) (7,2-9,1) (7,6—8,6)
%m/m 2(7,7%) 4(36,4%) 1(20%)
Gordura Integral - teor original 33+054 36+043 0,15+0,087
%m/m Desnatado - méx. 0,5 (25-4,3) (30-4,2 (0,1-0,3)
6(23,1%) 0(0%) 0(0%)
ProteinaTotal minimo 31+046 3,0+0,32 30+0,13
(Nx6,38) 28 (2,3-4,7) (26-3,55) (29-32
%m/m 4(15,4%) 2(18,2%) 0(0%)
Lactose minimo 41+0,22 39+024 38+0,10
% miv 43 (36-4,5) (36—-4,3) (3,7-3,9)
19(73,1%) 10(90,9%) 5(100%)
Cinzas minimo 0,77+0,06 0,79+0,082 0,77+0,034
% miv 0,70 (0,64—-0,90) (0,67-0,95) (0,72-0,80)
3(11,5%) 1(9,1%) 0(0%)
Cloreto N&o estd estabelecido 0,15+0,027 0,14+0,029 0,17+0,029
% m/v nalegislacéo (0,20-0,20) (0,20-0,18) (0,13-0,20)

Valores apresentados como média + desvio padrdo, faixa de variagdo, nUmero e porcentagem de amostras em desacordo com a

legislac&o®.
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31 de outubro de 2000, estabelece os requisitos minimos
exigidos para o leite de cabra pasteurizado e UAT destinados
ap consumo humano.

No presente estudo, o teor de lactose variou de 3,6 a
4,5%, dos quais 34 (81%) do total das amostras apresentaram
teor inferior a4,3%, minimo exigido pelalegislacao®. Benedet e
Carvalho?® encontraram valores médios de lactose ainda mais
baixos que os do presente estudo, ou seja 3,062; 3,176; 3,285 e
3,256% em amostras de leite de cabra in natura coletadas em
quatro diferentesregides de SantaCatarina. Ferreirae Queiroga?
estudando | eite de cabradasracasAnglo Nubiana, PardaAlema
e British Alpine, no Curimatau Paraibano, durante 195 dias de
lactagdo, encontraram val ores médios paralactose de 3,94; 4,00
e4,01% respectivamente. Bonassi et al.° encontraram teor médio
de4,33% (3,22 a5,00%) em leite caprino in natura naregido de
Botucatu-SP. Tanezini et a.* estudando leite de cabra cru
coletado de 16 animais pertencentes a 3 diferentes ragas puras,
durante 18 meses, em Goiania, observaram um intervalo de
variagdo do teor de lactose de 3,71 a 5,83% e encontraram
diferencas significantes entre os val ores de lactose em fungéo
do tempo de lactagdo, raca e clima da regido. Esses autores
alertam para a necessidade de adotarem-se cuidados quando
se pretende estabelecer valores padrfes Unicos para todo o
pais.

A acidez observada variou de 0,10 a 0,18% de é&cido
|&tico paraoleite pasteurizado, sendo que dentre as 26 amostras
avaliadas, 4 (15,4%) mostraram acidez inferior ao estabelecido
na legislacdo®. Quanto as amostras de leite UAT, todas
apresentaram acidez dentro dafaixaestabelecida. Gomeset al .,
a0 avaliar as caracteristicas fisico-quimicas do leite caprino
pasteurizado congelado por 90 dias, observaram decréscimos
significantes na acidez e sugerem que essa diminuic¢éo poderia
estar associada a uma hidrdlise da caseina, ocasionando uma
desestruturacdo das fragbes da proteina durante o
armazenamento prolongado sob congelamento. Entretanto, no
presente estudo, as4 amostras de leite pasteurizado com acidez
inferior a0,13% de &cido latico, apresentaram também outros
parémetros em desacordo com a legislacdo. A acidez do leite
pode fornecer dados sobre o estado de conservag&o do produto,
aqual aumentacom adegradacdo microbianadalactose. Valores
baixos podem, inclusive, ser decorrentes da adi¢ao de agua.

A densidade do leite esta relacionada principal mente
com a concentracdo de elementos dissolvidos em suspensdo
(s6lidos ndo gordurosos) e com a proporgdo de gordura, e
deve oscilar com a variagdo desses componentes. O leite
desnatado, dessa forma, € mais denso que o leiteintegral, ea
adicdo de agua diminui a densidade®. No presente estudo
encontrou-se densidade a 15°C abaixo do estabelecido na
legislacdo® em 3 amostras (2 leite pasteurizado e 1 leite UAT
integral). Nos 3 casos, outros parametros, estavam também fora
dos limites estabelecidos (leite UAT integral: lactose, solidos
n&o gordurosos e cinzas; |eites pasteurizados: lactose, acidez,
s6lidos ndo gordurosos, gordura ou proteina e cinzas).

Quanto ao teor de sdlidos ndo gordurosos, observou-

se, dentre o total de amostras avaliadas, umavariacdo de 7,2 a
9,2%, sendo que em 2 amostras (4,8%) de |eite pasteurizado e
em 5 amostras (11,9 %) de leite UAT (desnatado e integral)
obteve-se teores inferiores a 8,2% que € o minimo exigido®.
Estas 2 amostras de |eite pasteurizado apresentaram além do
teor de sdlidos néo gordurosos, pelo menos mais 5 parémetros
abaixo do minimo estabel ecido nalegisiagdo (acidez, densidade,
lactose, cinzas e gordura ou proteina). Benedet e Carvalho®,
avaliando as caracteristicas do leite de cabra do Estado de
Santa Catarina, observaram umavariagao parao teor de solidos
ndo gordurosos de 5,89 a 9,32%; 6,42 a8,77%; 6,43 a 8,10%;
6,41 a8,52%, respectivamente, em quatro das diferentesregides
estudadas. D’ Alessandro et al ., avaliando extrato seco total e
desengordurado em leite caprino do municipio de Goiania,
observaram gue estes podem variar de acordo com fatores como
raca, climaetempo delactacéo.

Neste estudo observou-se que o teor de gordura variou
de2,5a4,3% parao leiteintegral (pasteurizado e UAT), sendo
gue 6 amostras de | eite pasteurizado apresentaram teor inferior
a 2,9%. A gordura é o componente do leite que mais sofre
influénciadaalimentacdo e essas ateracdes ocorrem com relagdo
a concentragdo, mas principalmente com a composicéo de
acidos graxos'®. Outros fatores como o estégio de lactacao,
também influenciam na concentrac&o de gordura, porém araca
éum fator limitante, tanto que alegisagéo brasileira?® estabelece
“teor original” de gordura para o leite de cabra integral, no
entanto sdo admitidos valores inferiores a 2,9% mediante
comprovacdo de que o teor médio de gordurade um determinado
rebanho ndo atinge esse nivel.

Osresultados obtidos para o teor de cinzasvariaram de
0,64 a0,92% e gpresentaram-seinferioresao minimo estabel ecido
nalegislagdo® (0,70%) em 3 amostras deleite pasteurizado e 1
de leite UAT integral. Ferreira e Queiroga®? observaram uma
variacdo de 0,53 a 0,83% no leite de cabra Anglo Nubiana e
British Alpine, na ordenha do turno da manha. Dias et a.#
encontraram de 0,65 a 0,94% para as racas Parda, Saanen e
Anglo Nubiana, também no turno matutino.

O teor de proteina variou de 2,3 a 4,7%, sendo que 4
amostrasdeleite pasteurizado e 2 amostras de leite UAT integral
apresentaram resultadosinferiores a2,8% (minimo estabel ecido
nalegislacdo). No entanto os valores obtidos, com excecdo de
1 amostra com 2,3g de proteina/100mL, apresentaram teores
préximos de 2,8%. Os val ores médios observados por Benedet
eCarvaho® foram 3,14% (2,4-5,4); 3,55% (2,8-4,4); 3,10% (2,6-
3,6) €3,36% (2,4-4,6) em 4 diferentes regi des de Santa Catarina.
JaOliveiraet a.?” encontraram teor médio de proteinaem leite
de cabra pasteurizado resfriado de 3,65 + 0,239, em Campo
Grande-MS.

Em relacdo acloretos verificou-se umavariagéo de 0,10
a 0,20 g/100mL entre os leites pasteurizados integrais, UAT
integral e UAT desnatado. Dias et al.?, analisando as
caracteristicas minerais do leite caprino in natura da bacia
leiteirade Goiania, constataram concentracdes de 0,235 + 0,039
@/100mL (0,157 a0,313) everificaram quefatorescomo o periodo
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deordenhainfluenciam naqualidade do leiteno que sereferea
cloretos, observando concentragdes maiores no periodo
vespertino. Apesar da legislacdo atual ndo estabelecer
parametros paracloretos, osteores do mesmo podem colaborar
com o diagnéstico de distirbios da glandula mamaéria. Altos
teores de cloretos sugerem leite proveniente de animais que
apresentam mastite?-%,

Dentre as 42 amostras de leite de cabra pasteurizado e
UAT avaliadas neste estudo encontrou-se 34 com lactose
abaixo de 4,3%, sendo que destas, 22 apresentaram somente
esse parametro em desacordo com alegislacdo®. Excluindo-se
o teor de lactose, 16 amostras apresentaram pelo menos um
pardmetro com valor abaixo do estabelecido (10 amostras
apenas um parametro, 4 amostras de 2 a 3 parametros e 2
apresentaram 5 parametros em desacordo). Nestas 2 Ultimas,
observou-se portanto, 6 pardmetros abaixo do minimo
estabelecido (acidez, densidade, solidos ndo gordurosos,
lactose, cinzas, proteinaou gordura), o que pode sugerir adicdo
de &gua ao leite.

Quanto as andlises microbioldgicas das 42 amostras
analisadas, 3 (7,1%) estavam em desacordo com os padrfes
estabel ecidos pelalegislacdo em vigor®®. Esseindice éinferior
aos 31,0% observados por Garrido et a.® em leites de vaca
provenientesde mini e micro usinas de beneficiamento daregido
em estudo. Silvaet al.* realizaram andlises em 46 amostras de
leite de cabra pasteurizado congel ado comercializado nacidade
de Recife edentre as 5 marcas comerciais diferentes existentes
no mercado, foi observado que duas marcas continham nivel
elevado de coliformes termotolerantes (37,5 e 44,4%
respectivamente) e também néo isolaram Salmonella sp.

As diferencas observadas na carga microbiana do leite
podem ocorrer devido a fatores como estégio de lactagéo,
condic¢Bes de higiene naproducdo e ordenha, meses do ano em
gue as coletas sdo realizadas, tipo de ordenha, tratamento e
salide do animal*1431%2; como também advir do processo de
pasteurizacdo que pode tornar um leite cru, sadio e inécuo; ou
apenas diminuir acargamicrobianade um leite considerado de
méa qualidade®=, A temperatura e o tempo de armazenamento
(congelamento) também podem limitar a sobrevivéncia de
mi crorgani smos nos alimentos.

Bicdlaszewskaet a1, ao investigarem infecgdes humanas
causadas por Escherichia coli 0157:H7 no norte da Bohemia,
RepublicaTcheca, constataram a presenca desta bactériatanto
nas fezes de individuos doentes como no leite de cabra in
natura por eles consumidos.

Amostrasdeleite de cabrain natura oriundas daregido
deBergamo (Itdlia) foram avaliadas por Foschino et al .2 quanto
acontaminagdo microbiana e aincidéncia de microrganismos
patogénicos, conseguindo isolar lactobacilos, enterococos,
leveduras, Staphylococcus, esporos de Clostridios sulfito
redutores, coliformeseExcherichia coli O157:H7, ndo isolando
Listeria monocytogenes e Salmonella sp.; mostrando assim, a
necessidade de conscientizar os consumidores dos problemas
gue podem acarretar para a sua satide o consumo do leite cru.
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Carvalho®?, estudando leite de cabra in natura e
pasteurizado em 4 micro-usinas da Grande S&o Paul o, observou
em uma propriedade um numero elevado de contaminag&o
por coliformes, concluindo que esta contaminagdo pode ter
sido originada do manipulador, material de embalagem e
soldagem do filme plastico. No presente estudo, dentre as 26
amostras de | eite pasteurizado avaliadas encontrou-se apenas
3 (11,5%) contaminadas por coliformes acima do limite
tolerado?®, porém no momento de descongelamento destes
leites, constatou-se 10 (38,5%) embalagens com microfuros,
0S quais podem vir a ser uma porta de entrada para
microrganismos, contaminando o leite e podendo causar
surtos de toxinfecgéo alimentar.

Neste estudo, observou-se uma baixa carga microbiana
(inferior a 4 NMP/mL) em 88,5% das amostras de leite
pasteurizado e auséncia de microrganismos em todas as
amostras de leite UAT, verificando assim a eficiéncia dos
processos de pasteurizacdo e UAT utilizados.

CONCLUSOES

Com excecéo do teor de lactose, a maior parte das
amostras avaliadas (62%) no presente estudo apresentaram os
demais parametros (acidez, densidade, solidos ndo gordurosos,
gordura, proteina e cinzas) dentro dos valores estabel ecidos
nalegislacéo brasileira. Porém, aaltaporcentagem de amostras
com teor delactoseinferior a0 minimo estabel ecido nalegidacdo
pode sugerir que esse limite seja muito alto para ser adotado
como padréo em ambito nacional, assim como jadiscutido por
outros autores.

Apesar da literatura mostrar as variagdes que 0s
parémetros fisico-quimicos podem sofrer devido a diversos
fatores, é necess&rio que os produtores se atenham ao fato,
para obter um produto dentro das normas legais vigentes.

A qualidade microbiolégica do leite de cabra
pasteurizado e congel ado comercializado naregi&o de Ribeirdo
Preto pode ser considerada satisfatéria uma vez que dentre as
26 amostras avaliadas, apenas 3 apresentaram coliformes
termotolerantes acimado limitetolerado. Nasamostrasdeleite
UAT né&o houve desenvolvimento de microrganismos,
sugerindo que o tratamento térmico foi eficiente.

A constatacdo da presenca de microfuros nas
embal agens de | eite pasteurizado integral congelado deve servir
de aerta as autoridades competentes. Faz-se necess&rio uma
reavaliagdo do tipo de material e dasoldagem do filme pléstico
gue esta sendo utilizado para acondicionar o leite que vai ser
congelado.
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RESUMO

Foi realizado um estudo comparativo entre quatro métodos para determinagcdo de nitrato em éguas
destinadas ao consumo humano: acido fenoldissulfénico, espectrofotométrico UV a 205nm,
espectrofotométrico UV a205nm modificado e espectrof otométrico UV a220/275nm. Os métodosforam
avaliadosafim de selecionar os mai s adequados quanto aprecisdo e exatidao paraserem aplicados narede
oficia delaboratérios de satide publica. Com base nos resultados obtidos, os métodos espectrof otométricos
UV a220/275nm e espectrof otométrico UV a205nm apresentaram caracteristi cas de desempenho adequadas
estatisticamente para andlise de rotinalaboratorial, além de serem métodos de facil execucdo, utilizarem
reagente Unico e apresentarem resultados i mediatos na determinago de nitratos em dguas com baixo teor
dematériaorganica

Palavras-Chave. dgua paraconsumo humano, determinago de nitrato, método espectrofotométrico UV/
VIS, vaidacao.

ABSTRACT

Four techniques were studied and compared for determining nitrate in water for human consumption:
phenoldissulphonic acid, UV spectrophotometric at 205nm, modified UV spectrophotometric at 205nm,
and UV spectrophotometric at 220/275nm. The were assessed in order to select the most reliable with
respect to precision and accuracy for being used inthe Brazilian official public health laboratories network.
Based on the obtained results, both techniques UV spectrophotometric at 220/275nm , and at 205nm
presented statistically adequate performance characteristics for being employed in routine laboratory
analyses.In addition, both technique are easy to perform, make use of one reagent only , and they present
rapid testing resultsin determining nitratesin water with low content of organic materials.

Key Words. potablewater, nitrate determination, UV/V1S spectrophotometric method, validation.

INTRODUCAO

Os nitratos constituem a forma de nitrogénio mais
comumente encontrada e estdo presentes naturalmente em
solos, &guas, plantas e carnes'.

O nitrato € um dos ions mais encontrados em éguas
naturais, geralmente ocorrendo em baixos teores em aguas
superficiais, podendo atingir altas concentracBes em éguas
subterraneas®.

Os valores de referéncia para o nitrato divergem
segundo aorigem daagua em relagdo as |l egislagbes vigentes.
A Portaria518, de 25 de marco de 2004aplicada em &guas para

consumo humano® estabel ece como val or maximo permitido
paranitrato 10mg.L™*, expresso em nitrogénio. A legislacdo
utilizada para dguas envasadas, RDC 54, de 15 de junho de
2000 tem como val or maximo permitido 50mg.L %, expresso em
nitrato®.

O consumo de nitratos esté associado a efeitos adversos
asalde humanacomo ainducdo ametahemoglobinemia, quando
convertido a nitrito no estbmago pela acéo bacteriana,
especia mente em criangas com idade até trésmeses eaformacdo
potencial de nitrosaminas e nitrosamidas carcinogénicas®.

Véarios métodos sdo citados na literatura para
determinacdo e quantificacdo do ion nitrato em aguas, dentre
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esses. cromatografiaidnica, nitracéo de compostos fendlicos,
método do el etrodo ion seletivo paranitrato, método dareducdo
em coluna de cadmio e método espectrofotométrico naregido
do ultravioleta?s”.

O objetivo desse trabalho foi avaliar o desempenho
dos métodos: &cido fenoldissulfonico, espectrofotométrico
direto na regidao do  ultravioleta a 205nm,
espectrofotométrico direto naregido do ultravioleta 205nm
modificado e espectrofotométrico naregido do ultravioleta
220nm e 275nm, a fim de selecionar os mais adequados
guanto a exatidao e precisao para determinacéo de nitrato
em &guas para consumo humano a ser aplicado na rede
oficial de laboratorios de satde publica do estado de S&o
Paulo.

MATERIAL E METODOS

Paraesseestudofoi utilizadaumaamostrade &guanatural
envasada previamente anali sada quanto a sua potabilidade, cujos
resultados estéo dispostos abaixo:

ASPECLO .o [impido;

(o]0 o] SRS caracteristico;

(o0 RSP TRSRN menor que 2,0 Hazen;

TUFDIEZ ..o 0,15FTU;

residuo secoal80°C.......ccccceveveuenene. 41,0mg.L Y

perdapor calCinaGao .......ccvveeveeeenene 6,0mg.L?

residuo fiX0o ..oovvveeveceevieieeeeecee 350mg.L?;

PH e 79

alcadinidadedehidréxidos................... 0,0mgL*emCaCO,

acalinidade de carbonatos ................. 0,0mgL*emCaCO,

acalinidade de bicarbonatos .............. 0,0mgL*emCaCO,

dureza de ndo carbonatos.................... 0,0mgL*emCaCO,

dureza de carbonatos...........cccccvvevenee 28,9mg.L*emCaCO,;

durezatotal .........cccoeevieiieiieieieeee, 28,9mg.L*emCaCO,;

ga8s carbOniCOo......ccccveeeecicecececiee 12mgL?

oxigénio consumidoemmeio &cido..... 0,2mg.L* deoxigénio;

nitrogénio amoniacal ............cccceveeueenen. abaixode0,01mg.L?
de nitrogénio;

Nitrogénio NItroSO .......ccccevveveevieereenen. abaixode0,0007 mg.L*?
de nitrogénio;

FEITO oo abaixode0,05mg.L %,

[0 [0 = (0 TR 3,0mg.L*decloro;

SUITAEOS ..ocveveeiecrece e menor que10,0mg.L?;

condutividadea25°C .........cccceevvvienene 37,04 uS.cm?

Coliformestotais ........ccooveveeeeererennns ausénciaem 100 mL;

E. coli ou Coliformes Termotolerantes .. ausénciaem 100 mL.

O valor estimado do teor de nitratos foi realizado
intralaboratorialmenteem triplicata, por dez dias, utilizando-sea
metodol ogiadescritano Standard M ethodsfor the Examination
of Water and Wastewater (espectrofotométrico na regido do
ultravioleta220/275nm)>.

Solugbes/Reagentes:

= Solugbes-padréo nas concentracbesde0,2; 3,5; 10,0 e 100mg
N (NO,).L* e 0,15;0,2; 3,5; 10,06 100mg NO, (NO,).L*
preparadas a partir de solucdo estoque de nitrato de sodio
1000mgNO, (NO,).L™* NIST-SRM 723b Merck,

» Solucédo de &cido fenoldissulfénico(8)

» Solucdo de hidréxido de sodio a50%

» Solucdo deécido cloridrico 1 mol.L1 (1M)

= Aguapurificada: &gua de abastecimento publico que sofreu
processo de destilago, seguido de deionizacdo, bidestilagdo
e por ultimo purificagdo (sistemade ultrapurificagdo de dgua
NANOpure Dlamond UF —Barnstead/ Thermolyne—model o
n°D11921).

Equipamentos
= Banho-mariaal00°C
» Espectrofotémetro UV/VIS, marcaHewel ett- Packard 8453

Métodos para determinacao de nitrato

Método espectrofotométrico com &cido fenoldissulfénico (1)
descrito no Livro de Normas Analiticas do Instituto Adolfo
Lutz®.

Baseia-se na reacao de ions nitrato com acido
fenol dissulfénico e posterior alcalinizagdo com hidroxido de
sddio, obtendo-se um composto de coloragéo amarelaque é o
sal sddico do &cido picrico, formado pelanitracéo do fenol; a
coloragdo é medidaem espectrofotdmetro naregido do visivel,
cujo procedimento foi transferir 50mL daamostraparacdpsula
de porcelana de 150mL e evaporar até a secura. Adicionar
1mL da solucéo de &cido fenoldissulfonico e raspar
intimamente com baguetadevidro. Lavar com 10mL de dgua
purificada e adicionar 5mL de solucéo de hidréxido de sodio
50%, sob agitacdo, até obter uma colorag@o amarela estavel.
Transferir paraum bal 8o volumétrico de 50mL completando
volume com agua purificadae homogeneizar. Proceder aleitura
apos 15 minutos em espectrofotémetro a 410nm, utilizando
como branco &gua purificada preparado nas mesmas condicdes
daamostra. Determinar aconcentracdo de nitrato utilizando a
curva-padréo previamente estabelecida a partir da solucéo
estoque de 100mg NO, (NO,).L* no intervalo de 0 a 7mg
(NO,).L*, expresso em nitrato com leitura em
espectrofotdbmetro a410nm.

Método espectrofotométrico direto na regido do ultravioletaa
205nm (2) descrito na préxima edicéo do Livro de Normas
Analiticas do Instituto Adolfo Lutz em fase de publicag&o®.
Baseia-se na leitura direta da absorbancia da amostra
de agua, com adicéo de &cido cloridrico 1 mol.L%, em
espectrofotdmetro a 205nm aplicével em dguas com baixo teor
dematériaorgéanica, cujo procedimento foi transferir 100mL da
amostraparaum bal&o volumétrico de 100mL, adicionar 1mL de
acido cloridrico 1 mol.L 1. Homogenei zar e medir aabsorbancia
em espectrofotdmetro na regido do ultravioleta a 205nm
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utilizando como branco agua purificada preparado nas mesmas
condi¢Bes da amostra. Determinar a concentragdo de nitrato
utilizando a curvapadréo previamente estabelecida a partir da
solugdo estoque de 100mg NO, (NO,).L™, nointervalodeO a
7mg (NO,).L*, expresso em nitrato com leitura em
espectrofotdmetro a205nm..

Método espectrofotométrico direto na regido do ultravioleta
205nm modificado para esse estudo (3).

Baseia-se na leitura direta da absorbancia da amostra
de agua, com adicdo de &cido cloridrico 1 mol.L, em
espectrofotdmetro a 205nm aplicavel em dguas com baixo teor
de matériaorganica, cujo procedimento foi transferir 50mL da
amostraparaum baldo volumétrico de 50mL eadicionar 1mL de
acido cloridrico 1 mol.L . Homogenei zar e medir aabsorbancia
em espectrofotdmetro na regido do ultravioleta a 205nm
utilizando como branco, &gua purificada preparado nas mesmas
condic¢Bes da amostra. Determinar a concentragdo de nitrato
utilizando a curva padréo previamente estabelecida a partir da
solugdo estoque de 100mg NO, (NO,).L %, nointervalodeO a
7mg (NO,).L*, expresso em nitrato com leitura em
espectrofotdbmetro a205nm.

Método espectrofotométrico na regido do ultravioleta a 220/
275nm (4) descrito na 20% edicéo do Standard Methods for the
examination of Water and Wastewater?.

Aplicavel em &guas com baixo teor de matériaorganica.
Baseia-se na medida de absor¢do na regiéo do ultravioleta a
220nm do nitrato utilizando &cido cloridrico 1mol.L* paraeliminar
interferentes. Dado que a matéria organica também absorve
radiacdo a 220nm e que o nitrato ndo absorve a 275nm, uma
segunda medicdo a 275nm, corrige o valor da leitura
correspondente a nitrato.

O procedimento analitico utilizado para determinacdo
de nitratos foi transferir 50mL da amostra para um baldo
volumeétrico de 50mL eadicionar ImL deé&cido cloridrico 1 mol.L-
1. Homogeneizar e medir a absorbancia em espectrofotémetro
na regido do ultravioleta a 220nm e 275nm utilizando como
branco &gua purificada preparado nas mesmas condicdes da
amostra. O valor da absorbancia referente ao ion nitrato
(A=220nm) deve ser corrigido parainterferéncias de compostos
organicos (A=275nm) atravésdaformula A=A_, —2.A Seo
valor daabsorbanciacorrigida(A) for maior que 10% do valor
de absorbancia a220nm (A_,,), 0 método n&o deve ser usado.
Determinar aconcentragdo de nitrato utilizando a curvapadréo
previamente estabel ecida a partir da solucéo padr&o de 10mg
(NO,).L™, expresso em nitrogénio no intervalode 0 a7 mg N
(NO,).L™

Anélise Estatistica

As caracteristicas de desempenho dos métodos
estudados incluiram a determinag&o dos seguintes parametros
devalidaco: limite de deteccdo, limite de quantificacdo, desvio
padréo, intervalo de confianga, coeficiente de variagéo,
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precisdo, exatidéo, linearidade e recuperagéo entre os métodos.
Asandlisesforam realizadas em triplicatapor dez dias.

Limite de detecgéo

O limite de deteccéo paraos métodos 1, 2 e 3foi obtido
através das leituras em espectrofotdmetro de um branco
analitico, preparado nas mesmas condic¢des da amostra, com
agua purificada, acertando o zero de absorbancia do
equipamento entre uma leitura e outra com agua purificada.
Para 0 método 4, o limite de deteccéo foi obtido através das
leituras em espectrofotémetro do branco com adigdo damenor
concentracéo aceitavel do analito, acertando o zero de
absorbancia do egquipamento com um branco preparado nas
mesmas condic¢des da amostra'®.

LDM =t .., (9

LDM: limite de deteccdo do método

ot 1oy valor da abcissa t (Student) para (1-o). 95%
nivel de confianga e (n-1) graus de liberdade, sendo s: desvio
padréo das andlises em replicata.

Limite de quantificacio

O limite de quantificagdo foi cal culado como sendo dez
vezes 0 valor do desvio padréo para os métodos 1, 2 e 3 das
leituras em espectrofotdmetro de um branco analitico, preparado
nas mesmas condic¢des da amostra, com &gua purificada,
acertando o zero de absorbéancia do egquipamento entre uma
leiturae outracom &guapurificada. Parao método 4, olimitede
quantificacdo foi calculado como dez vezes o valor do desvio
padréo obtido através das leituras em espectrofotdmetro do
branco com adic¢&o damenor concentragéo aceitavel do andlito,
acertando o zero de absorbancia do equipamento com um
branco preparado nas mesmas condi¢des da amostra'®.

LQ: 10. (s), sendo LQ: limite de quantificacdo es: desvio
padr&o

Intervalo de confianca

O intervalo de confianga foi calculado utilizando-se a
formulaaseguir:

t.s
Xiﬁ

X : média das concentracfes da amostra

bt 1) valor da abcissa t (Student) para (1-o.). 95%

nivel de confianca e (n-1) graus de liberdade. Sendo s: desvio
padréo da média e n: nimero de determinagdes

Coeficiente de variacdo
O coeficiente de variagdo foi calculado utilizando-se a
formulaabaixo:

CV:s.100/ X, sendo CV: coeficiente de variagdo, X :
meédia das concentragdes da amostra e s: desvio padrdo da
média
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Preciséo

A precisdo foi determinada por meio da repetitividade,
expressa como desvio padréo. Para comparar a preciséo entre
0s métodos estudados foi utilizado o teste F*.

Exatiddo

A determinac&o da exatidéo foi realizada empregando-
seteste de recuperag@o com andli se de amostra de concentragdo
conhecida adicionada de quantidades do analito em trés niveis
de concentracdo: proximo ao limite de quantificacdo paracada
método, proximo a concentragdo méxima permitida pela
legislagdo em vigor 10mg L e proximo aconcentracéo média
dafaixade uso do método, 3,5mg L, expresso em nitrato (para
osmétodos 1, 2 e 3) eexpresso em nitrogénio parao (método 4).

Recuperacéo (%): [(C,—C,))/C,. 100

Onde:

C,: concentragdo determinada na amostra adicionada

C,: concentraggo determinadanaamostrando adicionada

C,: concentragdo adicionada

O t—teste(11) (comparagéo dos resultados do método
testado com 0 método espectrofotométrico naregido UV 220/
275nm)(2) também foi aplicado para o estudo da exatidéo.

Linearidade

A linearidade dos métodos foi observada pelo célculo
da equacdo da regressdo linear, determinada pelo método dos
minimos quadrados e observando-se o coeficiente de correl agéo
linear. Foram cal culados também os residuos entre os valores
medidos e os valores calculados a partir da equagdo de
regressdo linear (calculo do valor det).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A raz&o de ser de um laboratério € produzir resultados
analiticos confiaveis. Assim, o analista no seu dia-a-dia
preocupa-se em obter resultados que afastem qual quer divida
razoavel com respeito a sua exatiddo e que possuam uma
precisdo adequada para 0 propésito a que se destina'?.

A responsabilidade na emissdo de dados confidveis por
um laboratério pertencente a rede oficia de laboratérios de
salide pubica aumenta na medida em que os dados gerados
através de programas de controle de &guas para consumo
humano fornecem subsidios para tomada de agdes junto ao
Ministério Pablico em relagéo a sua qualidade, bem como a
revisdo dos parametros dalegislagdo pel o Ministério da Salde.

Na agua, a matéria organica € proveniente da matéria
vegetal em decomposicdo e dos produtos de excrecdo dos
animais e dos seres humanos, estando relacionada com a
producdo de cor, turbidez e bactérias presentes. A determinacéo
de oxigénio consumido € um pardmetro adequado para a
avaliagdo da presenca de matéria organica na agua, isto €, a

capacidade da agua em consumir oxigénio. Uma adgua que ndo
€ contaminada e contém niveis baixos de matéria organica
consumiramuito pouco oxigénio®®.

Estudo de avaliago de 1114 amostras de &guas (tratada,
nascente, poco e mineral)* revelou baixa porcentagem de
condenagéo (menor que 0,1%) para oxigénio consumido, com
resultado acimade 3,5 mg.L 1. Este mesmo estudo mostrou ainda
gue o valor méximo de oxigénio consumido nas amostras
aprovadas foi de 0,5 mg.L*de oxigénio, indicativa de baixa
concentracdo de matéria organica. Baseado no exposto acima,
para esse trabalho foi escolhida amostra de &gua natural
envasada com caracteristica semelhante em relagdo a matéria
organica, fator limitante nos métodos espectrof otométricoscom
leituranafaixado ultravioleta.

E fundamental que oslaboratérios disponham de meios
ecritérios objetivos parademonstrar, através davalidagéo, que
0s métodos de ensaio que executam conduzam a resultados
confidvels e adequados a qualidade pretendida.

O intervalo de confianga € aregido estimada na qual é
altamente provavel que se encontre o verdadeiro valor entre
vérias determinagfes obtidas, sendo esta a estratégia adotada
no presente trabal ho para estimar com 95% de certeza o teor de
nitrato na amostra tomada como padréo. Os interval os
calculados para os métodos estdo dispostos na Tabela 1.

Caulcutt e Boddy® definem limite de detecgdo como a
menor concentracdo do analito daqual temos 95% de confianca
gue sera detectada pelo método; o Codex Alimentariust®
declara ser o limite de detec¢do convencional mente aceito
como trés vezes o0 desvio padrdo do branco da amostra. Os
limites de detec¢do dos métodos estudados, cal culados segundo
Caulcutt e Boddy foram de 0,02; 0,04; 0,02; 0,02 mg.L*paraos
meétodos 1 (espectrofotométrico com écido fenol dissulfénico),
2 (espectrofotométrico direto naregido do UV a205 nm), 3
(espectrofotométrico direto na regido do UV a 205 nm
modificado) e 4 (espectrofotométrico naregido do UV a 220
/275 nm) respectivamente, como pode ser observado na
Tabelal.

O limite de quantificac&o € a concentragdo minima do
analito a qual se consegue obter uma resposta analitica
significativa e para os métodos estudados o limite de
quantificagdo foi de0,15; 0,2; 0,15 €0,2 mg.L *paraos métodos
1, 2, 3 e 4 respectivamente, como apresentados na Tabela 1.

A observaco direta (Tabela 1) dos val ores de deteccéo
e quantificacdo dos quatro métodos avaliados mostra que ndo
existe diferencaaparente entre eles.

Precisdo € um termo geral para avaliar a disperséo
de resultados entre ensaios independentes, repetidos de
umamesma amostra, amostras semel hantes ou padrdes, em
condicdes definidas. As duas formas mais comuns de
expressad-la sdo por meio da repetitividade e
reprodutibilidade, sendo usual mente expressa pelo desvio
padr&o. Quanto menor o desvio padrdo, maior a precisdo
do método. Sendo assim, o método 4 é 0 mais preciso
(Tabelal).
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Tabela 1. Pardmetros estatisticos dos métodos estudados

Métodos
1 2 3 4
Média(mg.NO,L ") 104 215 212 189
Desvio padréo (mg.NO,L ) 016 0,05 009 003
Intervalo de confianga (mg.NO,L™) 1,04+01 2,15+0,03 2,12+0,06 1,89+0,02
Coeficiente de variagéo (%) 1594 249 4,66 150
Limite de detecgdo (mg.NO,L ) 002 004 002 002
Limite de quantificagdo(mg.NO,L ™) 015 020 015 0,20

A comparacdo da precisdo entre dois conjuntos foi
realizada através do teste F', onde foi utilizada a andlise da
variancia, tomando-se como referénciao método 4 em relacéo
aos métodos 1, 2 e 3. Nesta comparagdo, somente o método 2
(espectrofotométrico direto na regido do UV a 205 nm) ndo
apresentou diferenca significativa entre as duas precisdes ao
nivel de 95%, ja que o resultado da equagdo do valor de
distribuicdo F (2,93) foi menor que o valor de F tabelado (3,18).

O coeficiente de variacdo € também chamado de
estimativa do desvio padrdo relativo e expressa a relagdo
porcentual da estimativa do desvio padrdo em relagdo amédia
dos valores obtidos!t. Horwitz et al.l” demonstraram que o
coeficiente de variagéo interlaboratorial de qualquer método
ndo depende do instrumento utilizado, da matriz, ou técnica
empregada e sim do teor em que 0 componente analisado se
encontra na amostra. Assim por exemplo, uma concentragdo
expressaem 1 ppm (mg L) permite um coeficiente devariagdo
em torno de 16%. Para um estudo intralaboratorial o valor do
coeficiente de variagdo situa-se entre meio e umterco do valor
acima (8,0 e 5,3%). Apenas o método 1 apresentou coeficiente
de variagdo acima do estabelecido. Uma das explicacdes para
isso pode ser devido as vérias etapas no procedimento analitico
exigidas nesse método.

A avaliaco final dos pardmetros contidos na Tabela 1
permitiu a selecdo do método 4 (espectrof otométrico naregiéo
do UV a220/275 nm)? como referénciaparacomparacdo com 0s
outros métodos.

A linearidade é acapacidade de um método analitico em
produzir resultados que sejam diretamente proporcionais a
concentracdo do analito em amostras, em uma dada faixa de
concentracéo. A linearidade dos métodos avaliados esta
apresentada na Tabela 2 pelas equagdes de regressdo linear e
pel o coeficiente de correl acdo. O coeficiente de correlacdo mede
aintensidade com que se manifestaumaassociacdo linear entre
duasvaridveisx ey, sendo um nimero adimensional, que varia
entre—1 e 1. Osresultados de R%dispostos na Tabela 2, préximos
da unidade positiva, indicam grande concentragcdo dos pontos
em torno de umaretaimaginériae mostram atendénciade uma
variavel aumentar, quando a outra aumenta’®,

Muitas vezes os desvios da linearidade sdo dificeis de
serem detectados visualmente e deste modo, foi verificada a
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sua adequacdo por meio do célculo dos residuos entre os
valores medidos e os val ores cal culados a partir daequagdo de
regressao.

Nos métodos 1, 2 e 4 os valores de t calculados para
todos os pontos da curva de calibragdo foram menores que o
valor de t tabelado demonstrando que todos os pontos
pertencem a curva de calibrac¢do, confirmando a sua
linearidade. Embora o coeficiente de correlagcdo do método 3
tenha apresentado um valor positivo proximo da unidade,
guando se calculou o residuo, os valores de t calculados
10,84; 13,67; 13,34; 13,45; 17,00 e 10,07 para os pontos de
concentracdo 1; 2; 3; 4; 5 e 7 mg.L* da curvaforam maiores
gue o valor det tabelado (2,57), indicando a ndo linearidade
damesma.

Exatiddo descreve o quanto o valor encontrado se
aproximado valor real do constituinte analisado, ou quanto o
valor de certamedidavaria, mais ou menos uniformemente, da
guantidade de analito presente na amostra em investigacéo. A
determinacédo da exatiddo dos métodos foi realizada
empregando-se testes de recuperacdo com andlise de amostra
contendo concentracdes conhecidas e comparando-se 0s
métodos estudados, com o método 4, selecionado como
referéncia

Tonks?!® aceita como método exato aqueles que
apresentam porcentagens de recuperacdo acimade 85%. As
porcentagens de recuperacdo dos métodos estudados
(Tabela 3) foram superiores a esse valor nas trés faixas de
concentracdo estudadas. Os valores da média e coeficiente
de variagcdo das porcentagens de recuperagdo podem ser
observados na Tabela 3, evidenciando-se que o método 4

Tabela 2. Resultados da regresséo linear e o coeficiente de
correlacdo dos métodos estudados

M étodos Regresséo linear Coeficientede
correlacéo (R2)

1 y =0,1005x + 0,0057 0,99

2 y=0,1518x - 0,0008 0,9998

3 y=0,1535x - 0,0169 0,99%

4 y=0,2498x +0,0192 0,994
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Tabela 3. Recuperacdo de nitrato (%) em amostrasfortificadas

M étodos amostra mg.NO,L* recuperado recuperacdo % média/coeficiente
(média) adicionado (média) de variacéo*

015 117 87

1 104 350 411 8 89/11
100 1035 o6
020 233 87

2 215 350 552 % 93/2
100 167 %
015 225 PD

3 212 350 53 B 92/1,7
100 152 A
020 285 %

4 189 350 17,73 102 100/2,8
100 2334 102

* Média e coeficiente de variagdo das trés concentractes adicionadas

obteve amelhor porcentagem de recuperagéo. Com relagéo
ao coeficiente de variacdo, pode-se observar que para 0s
métodos 2, 3 e 4, os valores estdo adequados, pois se
encontram nafaixaentre 5,3 a8,0%, jao método 1 possui um
coeficiente de variacdo médio de 11% inadequado para o
propésito.

A comparagdo entre as médias utilizando o teste de
Tukey foi realizada apenas entre o método 4, tomado como
referéncia e o método 2, que ndo apresentaram diferenca
significativaem relagdo a precisdo. O método 1 por apresentar
precisdo e coeficiente de variagdo inadequados e 0 método 3,
por apresentar precisdo inadequada e desvios de linearidade
foram excluidos desta avaliacdo estatistica.

A comparagdo entre o método testado e o de referéncia
ndo apresentou diferenca estatistica significativa, pois o valor
calculado det (1,03 parao método 2) foi menor que o valor det
tabelado (1,83 a uma probabilidade de 95%), demonstrando
que o0 método testado possui a exatiddo necesséria para as
finalidades a que se propdem.

CONCLUSAO

O método do &cido fenol dissulfénico (método 1), apesar
de ser uma aternativa aos laboratérios que ndo dispdem de
espectrofotdmetro na regido do ultravioleta, apresentou-se
inadequado asfinalidades pretendidastanto pelaavaliacéo dos
parémetros estatisticos como pela baixa operacionalidade do
método que ndo permite resultados rapidos, utiliza-se de
reagentes toxicos e envolve varias etapas de reacdes,
dificultando sua execucdo, o que pode levar a erros por parte
do andlista

O método espectrofotométrico naregido do ultravioleta
a 205 modificado (método 3) devido a seus desvios de
linearidade (cél culo dosresiduos) e de precisdo foi considerado
inadequado para determinacdo de nitratos em aguas para
consumo humano.

O método espectrofotométrico na regido do
ultravioleta a 220/275nm (método 4) ja referenciado pelo
Standard M ethods? e 0 método espectrof otométrico naregiéo
do ultravioleta direto a 205nm (método 2) mostraram-se 0s
mais adequados estatisticamente quanto a exatidao e
precisdo. Este Ultimo estara descrito na préxima edicéo do
livro de Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz®, por
apresentar, assim como o método 4, caracteristicas de
desempenho adequadas para determinacéo de nitrato em
aguas destinadas para o consumo humano, com baixo teor
de matéria organica. Ambos, além de serem métodos de
simples execugéo, utilizam reagente Unico e fornecem
resultados rgpidos, atendendo ao proposito dos laboratérios
de salide publica.

REFERENCIAS

1. Burden EHWJ. The toxicology of nitrates and nitrites with particular
reference to the potability of water supplies. Analyst 1961; 86: 429-
33.

2. American Public Health Association . Standard Methods for the
examination of Water and Wastewater. 202 ed. Washington (DC):
APHA; 1999. p.1220.

3. Brasil, Leis, Decretos, etc. Portaria n° 518, de 25 de marco de 2004.
Diario Oficial, Brasilia, 26 de margo de 2004, se¢éo I, p. 266-70.
Estabelece os procedimentos e responsabilidades relativas ao controle
e vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e seu padréo de
potabilidade e da outras providéncias.

115



Azevedo, E. M. deA. et d. Estudo comparativo de métodos para determinagdo de nitrato em aguas paraconsumo humano. Rev Inst Adolfo Lutz,

64(1):110-6, 2005

4. Brasil, Leis, Decretos, etc. Resolugdo RDC n° 54 de 15 de junho de
2000. Diério Oficial, Brasilia, 19 de junho de 2000, se¢éo I, p. 37-8.
Dispbe sobre o regulamento técnico para fixagdo de identidade e
qualidade de &gua mineral natural e &gua natural.

5. Bouchard DC, Williams MD, Surampalli RY. Nitrate contamination
of ground water sources and potencial health effects. J Ame Water
Works Assoc 1992; 84: 85-90.

6. Belgrano RF, Colasurdo V, Diaz OA. Métodos ultravioleta selectivo y
de reducciéon com hidracina em la determinacion del i6n nitrato an
aguas subterraneas. Quim Nova 2003; 26(5): 766-8.

7. Oliveira JJV, Valilo MI, Pedro AR, Zenebon O. Estudo comparativo
de métodos para determinacdo de nitrato em aguas naturais. Rev Inst
Adolfo Lutz 1987; 47 (1/2): 25-30.

8. Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz. Métodos fisicos e quimicos
para andlise de alimentos. 3%d. S&o Paulo: O Instituto; 1985. p.533.

9. Ingtituto Adolfo Lutz. Grupo de Andlise Fisico-Quimica de Aguas. In:
Padronizag@o de metodologia e validacéo de ensaios analiticos, Sao
Paulo (SP); 2004.

10. Instituto Naciona de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial
[INMETRO].Orientagbes sobre validacdo de métodos de ensaios
quimicos; 2002. p.31.

116

11.Leite F. Validagdo em andlise quimica. In: 4%d. Campinas (SP): Ed
Atomo; 2002.

12.Soares LMV. Como obter resultados confiaveis em cromatografia.
Rev Inst Adolfo Lutz 2001; 60 (1): 79-84.

13. Universidade Federal do Parana. Controle de qualidade da égua, Curitiba
(PR): A Universidade; 1983.

14.Mazon EMA, Freitas VPS, Brigido BM, Badolato MIC. Avaliacéo das
andlises fisico-quimicas em aguas para 0 consumo humano ano 2001.
Bol Inst Adolfo Lutz 2003; ano 13(1): 13-6.

15. Caulcutt R, Boddy R. Statistics for analytical chemists, 12 edigao,
Londres:  Chapman and Hall; 1983. p.253.

16. Codex Alimentarius Commission. Criteria for evaluating acceptable
methods of analysis for Codex purposes. Codex Committee on Methods
of Analysis and Sampling, Documento CX/MAS 98/5; 1998.

17. Horwitz W, Kamps LR, Boyer KW. Quality assurance in the analysis of
foods for trace congtituents. J Assoc Off Anal Chem 1980; 63: 1344-1355.

18.Ribeiro Junior JI. Andlises estatisticas no Excel: guia prético, Vigosa
(MG):Ed. UFV; 2004, p.250.

19.Tonks DB. Quality control in clinical laboratories, 22 ed., Ontario:
Warner-Chilcott, 1972, 34-7.



ARTIGO ORIGINAL/ ORIGINAL ARTICLE

Mel com propolis: consideracdes sobre a composicéo e rotulagem
Honey added with propolis. composition and labeling considerations

RIALA6/1026

AlexandreBERA; LigiaB. ALMEIDA-MURADIAN’

* Endereco para correspondéncia: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, USP, Av. Prof. Lineu Prestes, 580 Bloco 14, CEP
05508900, S&o Paulo, SP, email: ligiabi @usp.br.
Recebido: 28/10/2004 — Aceito para publicagdo: 30/06/2005.

RESUMO

No Brasil ndo existem leis especificas para o controle de qualidade do mel adicionado de prépolis, no
entanto existem |legidlagBes quetratam das por¢esaserem utilizadas em alimentos e darotulagem nutricional

obrigatdria. Em vistadisso, o presente trabalho teve como objetivo principal comparar osval oresdeclarados
nos rétulos de amostras comerciais de méis com propolis no Estado de Sao Paulo com os resultados
analiticos obtidos em laboratério, assim como verificar a concordancia da rotulagem com legislacéo
especifica. Paratanto, onze amostras comerciaisdemel com prépolis, com carimbo do SIF ou SISP, foram
analisadas. Das onze amostras analisadas de méis com prépolis, somente cinco apresentaram informacéo
nutricional obrigatdriae destas somente duas estavam de acordo com os critérios exigidos pelalegislacao
brasileira. A faltaderotulagem nutricional desses produtosrefor¢aaindamaisaimportanciade seter uma
fiscalizag&o eficiente para este tipo de produto.

Palavras-Chave. mel com propolis; rotulagem; andlise de alimentos.

ABSTRACT

In Brazil thereis no specific regulation for controlling the quality of propolis added-honey, but there are
regulations which determine that all foods must be properly labeled for describing the nutritional
composition. This label provides reference values for packaged food portions. For this reason, the main
objective of thiswork was to assess the values displayed in labels of samples of propolis added- honey
marketed in S&0 Paulo State- Brazil, and to compare them with the val ues obtained by means of laboratory
analysis, and also to verify whether they were in accordance with the labeling regulations. Eleven
commercia samplesof honey added with propoliswhich presented official marksof SIF or SISP (federal
and or state inspection) were analyzed. The nutritional values exhibited in the labels were compared to
those obtained from laboratory examination. Of eleven samples, fivewere properly |abeled presenting the
nutritional values, and only two of them werein accordance with Brazilian labeling legislation criteria. The
lack of adequate nutritional labeling reinforces the importance in strengthen the inspection of thiskind of
product.

Key Words. honey with propolis, labeling, food analysis.

INTRODUCAO

M éis compostos sdo encontrados no mercado varejista,
sendo o mel adicionado de propolis o de maior oferta. Estes
tipos de méis compostos ndo apresentam | egislacdo especifica
gue determine os métodos de analise apropriados ou seu padrdo
de identidade e qualidade (P1Q). No entanto, todos séo
comercializados com aautorizagdo do Ministério daAgricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA) e selo SIF (Servico de
Inspecéo Federal). Existe legislaco especifica paramel puro
(Instrucéo Normativan.11, de 20 de Outubro de 2000)* e paraa
prépoalispura(Instrucdo Normativan.3 de 19 dejaneiro de 2001)?,

Rev Inst Adolfo Lutz, 64(1):117-21, 2005

mas n&o para a suamistura. N&o se sabe ao certo quais seriam
as modificacfes na composic¢do do mel quando é adicionado
com a propolis, uma vez que esta & complexa, formada
tipicamente por ceras, resinas, bélsamos e 6leos essenciais de
origem vegetal. No existe, até o presente momento, referéncias
bibliograficas nacionais ou internacionais a respeito da
composi¢&o nutricional demel com prépolis.

Pela legislagdo brasileira, todos os alimentos s&o
obrigados a apresentar rotulagem nutricional, ou seja, a
declarag&o de valor calorico, nutrientes e componentes. No
momento, aslegislacbes vigentes, segundo aAgénciaNacional
de Vigilancia Sanitaria (ANV1SA)3 sdo as Resolugées — RDC
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n°359 e RDC n°360 de 23 de dezembro de 2003*%, querevogaram
as Resolugdes- RDC n°39 e 40, de 21 de mar¢o de 200157 . No
entanto, existe um prazo paraas empresas se adequarem anova
legislagdo de até 31 dejulho de 2006. Quanto ao Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) foi publicada
aResolugdo n° 8 de 24/09/20018 aqual define que compete ao
Departamento de Inspecéo de Produtos de Origem Animal
(DIPOA) e Servicos de | nspecao de Produtos de Origem Animal
(SIPAS), aandlisetécnicaeo registro darotulagem de produtos
de origem animal nos termos da legislacdo emitida pelo
MAPA®

Nestetrabalho foram realizadas andlisesfisico-quimicas
de onze amostras comerciais de mel com propolis em relacéo
aos componentes que devem ser declarados nosrétuloseforam
comparados com alegislagéo brasileira em vigor na época da
coleta de amostras®’ e da legislagéo atual*®. As andlises
realizadas seguiram as metodol ogias oficiai s preconizadas para
o mel puro conforme I nstrucdo Normativan. 11 de 20 de outubro
de 2000

O presente trabalho teve como objetivo principal
comparar os valores declarados nos rétulos de amostras
comerciais de méis com prépolis no Estado de S&o Paulo com
os resultados analiticos obtidos em laboratério, assim como
verificar aconcordanciadarotulagem com legisl acdo especifica

MATERIAL E METODOS

Material

Foram adquiridas no mercado varejista onze amostras
comerciais do Estado de S&o Paulo de méis com propolis no
periodo de 2000 a 2002, sendo que as concentraces de propolis,
declaradas nosrétul os, variaram de 0,2 a0,5%.

Métodos
Acucares redutores e sacarose aparente

Foi utilizado o método de Fehling, preconizado pela
legislacéo brasileira® que utiliza o método do Codex
Alimentarius'.

Determinacao do extrato etéreo (gorduras totais)

A fragdo extrato etéreo foi determinada em extrator
intermitente de Soxhlet, utilizando-se éter etilico como
solvente'?,

Determinacao do nitrogénio total/proteinas

O teor de nitrogénio total foi determinado pelo método
Micro-Kjeldahl, utilizando-se o fator 6,25 paratransformagéo
deste em proteinas®.

Andlise de teor alcodlico

A determinac&o dagraduacéo al codlicaem graus Gay-
Lussac (°GL) foi realizada no ebuliémetro (modelo 3300-3,
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marca Leonardo), onde uma solugdo de mel com propolis é
adicionada e a leitura é feita no termdmetro acoplado ao
aparel ho.

Célculo do valor energético

O valor energético (energia total metabolizavel) foi
calculado a partir da energia procedente dos nutrientes,
considerando os fatores de conversdo de Atwater segundo
recomendacdo da Tabela de Composicdo de Alimentos da
Universidade de Sdo Paulo! que utiliza as seguintes
formulas:

Energia total metabolizavel, expressa em kilocalorias
(kcal) = (4 x g proteina)+ (4 x g carboidratos (total carboidratos
- fibraalimentar) + (9 x g total lipidios) + (7 x g etanal).

Energiatotal metabolizavel expressaemkilojoule (kJ) =
(17 x g proteina)+ (16 x g carboidratos (total carboidratos- fibra
alimentar) + (37 x g total lipidios) + (29 x g etanal)

1kcal=4.184kJ.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificag¢do da concordancia da rotulagem dos produtos com a
legislacéo brasileira

Para a comercializagdo deste tipo de produto se faz
necessario o carimbo de inspecdo que pode ser federal (SIF),
estadual (SISP) ou municipal (SIM), indicando que as
empresas responsaveis pel os produtos sao fiscalizadas pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA). Das onze amostras comerciais analisadas dez
apresentaram o carimbo do SIF (Servico de Inspecéo Federal)
e uma apresentou o carimbo do SISP (Servicgo de Inspecéo
do Estado de Séo Paulo), estando todas de acordo com as
normas vigentes®1516,

Segundo a Resolucéo RDC n°. 407 todos os alimentos
séo obrigados a apresentar rotulagem nutricional. Esta
norma encontra-se em vigor até 31 de julho de 2006 e,
portanto, é a que estava em vigor na época da coleta das
amostras. Nesta Resolucéo exige-se a declaragé@o do valor
calérico (em kcal/g), carboidratos, proteinas, gordurastotais,
gorduras saturadas, colesterol, fibras alimentares, sodio,
célcio eferro. JAaRDC 360° que é anorma atual, exige a
declaragcdo do valor energético (kcal e kJ), carboidratos,
proteinas, gorduras totais, gorduras saturadas, fibra
alimentar e sodio. Segundo a Resolugdo n°8 de 24/09/20018,
os alimentos de origem animal devem ser enquadrados
conforme as leis de rotulagem estabelecidas pela ANVISA
para todos os alimentos.

Apesar da obrigatoriedade da rotulagem nutricional,
somente cinco (amostras 2,3,4,8,11) das onze amostras
analisadas apresentaram esta declaragéo no rétulo.
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Comparacéo dos valores declarados na rotulagem com o0s
resultados analisados

A comparacdo dos valores declarados na informac&o
nutricional das amostras comerciais com os valores obtidos
experimental mente estdo apresentados nas Tabelasde 1 e 2.

Em relagéo ao valor cal 6rico, (Tabela 1) observa-se que
as amostras 3 e 4 estariam em desacordo com esta legislacdo
vigente*®, pois apresentaram seus val ores expressos em g/10g
ao invés de kcal/20mL e porcentagem ao invésde g/20 mL. A
porgéo de 20 mL é arecomendada pel as Resolugdes 39 e 35946
0 que equivale a uma colher de sopa. Neste caso, os valores
das amostras (Tabela 1) foram corrigidos pel os autores, paraa

porcdo de 20mL, para efeito de comparagdo. No célculo do
valor energético utilizou-se o valor zero paraacontribuicéo do
etanol, umavez que este foi o resultado das andlises de todas
as amostras.

Nadeclaracéo simplificada de nutrientes recomendada
pela ANVISA® devem-se colocar, além do valor caldrico,
carboidratos, proteinas, gorduras totais e sodio, assim como
osvaloresdiérios dereferénciacom base em umadietade 2.500
calorias. Somente duas amostras (2 e 8) apresentaram esta
informacédo no rétulo. Osresultados do valor calorico daTabela
1 foram calculados também em kJ para atender a Resolucéo
360°.

Tabela 1. Comparacéo entre os val ores declarados (valor cal érico) nos rétul os e valores obtidos.

Tipo deandlise Valor declarado Valor médio obtido
Valor calérico (Kca/20mL) (Kca/20mL) (KJ20mL)
Amostral nd 87 34
Amostra 2 100 & 32
Amostra 3 &b 8L 30
Amostra4 78a86 76 318
Amostras nd 7 32
Amostra 6 nd 8 326
Amostra 7 nd 73 35
Amostra8 0 8L 30
Amostra9 nd e 30
Amostral0 nd 76 318
Amostrall D 87 A
n=3.

nd = ndo declarado.

Ré6tulo padréo (declaragdo simplicificada) ANVISA =90 kcal/20 mL.

Tabela 2. Comparagéo entre os valores declarados para carboidratos, proteinas, gorduras totais, nos rétulos e valores obtidos.

Tipo deandlise Carboidratos Proteinas Gorduras totais
Vaor Valor médio Vaor Valor médio Vaor Valor médio
declarado obtido declarado obtido declarado obtido
Amostras (/20mL) (g/20mL) (g/20mL) (g/20mL) (g/20mL) (g/20mL)
1 nd 2 Nd 0,18 nd 007
2 ) 2 0 017 0 0,06
3 2 2 005 015 0,05 005
4 17a19 19 0,15a0,78 009 0,05a0,52 001
5 nd 19 nd 0,09 nd 011
6 nd 19 nd 012 nd 0,06
7 nd 18 nd 0,18 nd 0,06
8 16 2 0 017 0 004
9 nd 2 nd 019 nd 014
10 nd 2 nd 015 nd 020
n 23 2 0 0,18 0 007
n=3.

nd = ndo declarado.

Ré6tulo padréo (declaracdo simplicificada) ANVISA =23 g/20 mL.
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Tabela 3. Resultados das andlises fisi co-quimicas das amostras de mel puro e com propolis

Parémetro MEL* MEL + 2% de propolis*
Valor caldrico (kcal/20mL) 77,392+£0,91 77,192£0,50
Valor cal6rico (k¥20mL) 309,992+ 3,83 304,88+ 1,99
AcUcares redutores (%) 71,83*+0,81 71,292+0,4
Sacarose aparente (%) 1,442+ 0,02 1,453 0,01
Carboidratos (%) 73,272+0,83 72,742+£0,42
Proteinas (%) 0,222+ 0,02 0,55°+0,038
Gorduras totais(%) 0,41°+£0,03 0,412£0,01
*meédia + desvio padrdo, n=3
Valores com letras iguai s ndo possuem diferencas significativas anivel 5%.

No rétulo da amostra n®. 4, pode-se notar (Tabelas 1 e CONCLUSOES

2) que o fabricante apresenta umamargem de variagdo para os
valores nutricionais em vez de um valor sé estando em
desacordo com alegislacéo vigente®’.

Todas as amostras apresentaram valores obtidos por
andliselaboratorial proximosaosval oresdeclarados (Tabelas 1
e2), assim como os sugeridos pelaANVISA? no rétulo padréo
demd.

Narotulagem de duas amostras (amostras 8 e 10) ndo
foi declarado a concentracéo de prépolis adicionado ao mel.
Asamostras 1, 2, 3, 4,5 e9 declararam adicdo de 0,2% de extrato
deprépolisnasamostras. Jaasamostras 6 e 7 declararam adi¢do
de 0,5% de extrato de prépolis.

As onze amostras foram comerciais e, portanto ndo se
sabe acomposic¢do inicial do mel utilizado. Natentativade um
esclarecimento, foi ent@o efetuada uma andlise de mel puro,
recém extraido do favo, naqual foi adicionado 0,2% de extrato
acodlico de prépolis (extracdo redizada seguindo ametodol ogia
normalmente utilizada na induastria). Os resultados estéo
apresentados na Tabela 3.

Observando-se a Tabela 3 podemos notar que a adi¢éo
de 2% de extrato alcodlico de prépolis ndo causou mudanca
significativanos seguintesvalores: valor caldrico, carboidratos
(agUcares redutores e sacarose aparente) e gorduras. No
entanto, a adi¢do de prépolis aumentou o valor de nitrogénio
total que foi convertido para proteinas pelo fator 6,25. Este
aumento de proteinas poderia também ser oriundo de outras
fontes nitrogenadas da prépolis. Segundo trabalho de Santos
et al.”, oresiduo daextragéo al coolicadapropolistem 19,36%
de proteina bruta. Portanto conclui-se que o aumento do valor
protéico do mel composto vem da adi¢&o da propolis.

E importante que haja uma norma de padrdo de
identidade e qualidade para que este tipo de produto,
amplamente comercializado, possater um controle maisrigoroso
e uma fiscalizacdo adequada. A mistura do mel com prépolis,
sem o devido controle de qualidade poderia mascarar o uso de
um mel e até mesmo da prépolis de baixa qualidade ou
adulterados.
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Das onze amostras analisadas de méis com propolis,
somente cinco apresentaram informagado nutricional obrigatdria
e destas somente duas estavam de acordo com 0s critérios
exigidos pela legislacdo brasileira. A falta de rotulagem
nutricional desses produtos reforga ainda mais aimportancia
de seter umafiscalizagéo eficiente para este tipo de produto.
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RESUMO

A ocorrénciade Aeromonas spp moveisfoi verificadaem um total de 730 amostras de agua de consumo
humano de diferentes origens, sendo 495 da rede de abastecimento publico tratada, 208 de solugdes
aternativas (compreendendo 65 de pogos artesianos, 69 de pocos rasos, 74 de minas), além dessasforam
analisadas 27 amostras de guamineral envasada. Osresultados mostraram que 6,3%, 55,3% e 11,1% das
amostras de dguadarede de abastecimento publico tratada, soluctes alternativas e aguamineral envasada
estavam contaminadas com Aeromonas spp, respectivamente. Verificou-se que nem sempre aocorréncia
de Aeromonas estava associada a presenca de indicadores fecais. Das 613 cepas de Aeromonas isoladas
75,4% pertenciam a espécie Aeromonas hydrophila, seguidos por 9,8% de Aeromonas caviae e 0,6% de
Aeromonas sobria. Estes achados mostram que estudos adicionais s80 necessérios para avaliar possiveis
riscos que a presenca de Aeromonas spp poderia acarretar a salide publica.

Palavras-Chave. Aeromonas spp, &guatratada, fontes alternativas, aguamineral engarrafada.

ABSTRACT

The presence of motile Aeromonas spp wasinvestigated in atotal of 730 samples of drinking water from
different origins: 495 samplesfrom thetreated water distribution system, 208 from alternative water supply
(65from artesan wells, 69 from shallow wells, and 74 from springs), and 27 samplesof bottled minerd water.
The present study indicated that 6.3%, 55.3% and 11.1% of samplesfrom treated water distribution system,
alternative water supply, and bottled mineral water were contaminated with Aeromonas spp, respectively.
The highest counts of Aeromonas spp were not always associated to the presence of faecal indicators.
Aeromonas hydrophila was the most frequently isolated phenospeciesin water, followed by Aeromonas
caviae (9.8%) and Aeromonas sobria (0.6%). These findings show that further studies are necessary to
evaluate the possible risks that the occurrence of Aeromonas spp may pose to public health.

Key Word. Aeromonas spp, treated water, alternative water supply systems, bottled mineral water.

INTRODUCTION

The genus Aeromonas currently belongs to the family
Aeromonadaceae, and is characterized as short, Gram negative,
oxidase — positive, rod - shaped bacteria, which metabolise
glucose by both the respiratory and fermentative pathways
and show resistance to the vibriostatic agent O/ 129, It can be
divided into two groups: the first includes the psychotrophic
Aeromonas, represented by Aeromonas salmonicida and the
second, by the mesophyllic Aeromonas2.

The taxonomy of Aeromonas is under constant
development, until the last decade only 14 different species®
were known. From these, six species are considered to be
clinically important: A. hydrophila, A. caviae, A. veronii, A.
sobria, A. jandaei and A. schubertii*. Recently, A.
molluscorum®, A. culicicola® and A. simiae” wereisolated from
bivalve mollusks, midgut of Culex quinquefasciatus and monkey
faeces, respectively. Those organisms cause extra-intestinal
(endocarditis, peritonitis, septicaemia) and intestinal infections
in children and immunocompromised patients, being considered
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as opportunistic pathogens®. However, epidemiological studies
indicated that Aeromonas spp can also act asprimary etiological
agents of gastroenteritis’. Knachel; Jeppesen’®; Kihn et al. ™,
and @rmen; Jstensvik??, verified that some species of
Aeromonas spp are carriers of certain virulence factors, which
areresponsiblefor their survival, adhesion and col onization of
the intestina mucous membrane, leading to gastrointestinal
disorders.

Aeromonas species are widely spread in nature,
especially in aguatic environments. These microorganismshave
frequently been isolated from surface®® and subterranean’®
waters and from the water distribution system, both of treated
and untreated drinking water'* and even from biofilms!é. This
observation is a cause of concern, since Aeromonas could
survive in the biofilms and, under certain conditions, such as
low chlorine concentrations, high pH and low temperatures,
these organisms multiply and spread through the water
distribution network?’, exposing the consumer to health risks.
Drinking water is considered to be one of the possible sources
of diarrheagenic strains of Aeromonas**,

Considering these facts, the evaluation of the presence
of these bacteriain human drinking water isan important aspect
of public health, since national studieson thistheme are scarce.
Thus, the objective of this study was to verify the occurrence
of Aeromonas spp in human drinking water sent to the
laboratory by municipal sanitary inspection agencies.

MATERIALS AND METHODS

Samples

In this study, water samples were collected by
municipal sanitary inspection agencies attended by
laboratories | in Campinas and in Santo André. Laboratory |
in Campinas examined 348 water samples, including 212 from
the public distribution network, 27 of bottled mineral water
and 136 from other water systems (18 artesian wells, 34 shallow
wells, 57 springs). Laboratory | in Santo André analysed 382
samples, 283 from the public distribution network and 99 from
other water systems (47 artesian wells, 35 shallow wells and
17 springs). Treated water sampleswere collected aseptically
in 500ml sterile flasks containing 0.1 ml of 10% solution of
sodium thiosul phate per 100 ml water. All the water samples
were delivered to the laboratories in isothermal boxes and
analysed within 24 hours after collection. Water from mineral
springswas sent to laboratory | in Campinasin various types
of packaging, such as: PVC, polyethylene, glass and
polycarbonate. These packages were originally used by the
bottling unit and had different volumes. Each sample consisted
of 5 unitswith the samefilling date. In the laboratory, 100 ml
was withdrawn from each unit and poured into a sterile flask
and the analysis was carried out on a composite sample,
according to Food Microbiology Committee—Instituto Adolfo
Lutz®.

Methods
Determination of water quality indicators.

Coliformsand faecal coliformswere determined for each
water sample according to Standard Methods®, using m - Endo
Agar LES(Difco—Detrait - MI) incubated at 35°C and m—FC agar
(Difco—Detrait - M) incubated at 45°C, respectively. All bacteria
that produced red colonies with a metallic sheen within 24h
incubation on m — Endo Agar LES were considered members of
thecoliform group. Col onies produced by faecal coliform bacteria
on m—FC agar wereblue. Determination of the possible presence
of E. coli was conducted by selecting awell —isolated colony and
inoculating into aBac —tray system (Difco— Detroit —MI).

Procedures for the isolation of Aeromonas spp.

The membrane filtration technique proposed by
Havelaar et a .t was used. The volume of water filtered varied
according to the origin of the water. A volume of 100 ml was
filtered for waters obtained from the public distribution network,
artesian wells and bottled mineral water. For those obtained
from shallow wells and springs three different volumes were
filtered: 100 ml, 10 ml and 0.1 ml. In order tofilter volumesof 10
ml and 0.1 ml, 20 ml of sterile dilution water was added to the
filter beforefiltering the sample. Sampleswerefiltered through
cellulose ester membranes with pore size equal to 0.45 um
(Millipore S&o Paulo) and the membrane then transferred to a
Petri dish containing ampicillin-dextrin agar. After incubation
at 30°C/24h, brilliant yellow colonieswere counted.

Identification of Aeromonas spp.

Typical, representative colonies were transferred to
trypticase agar (TSA) (Difco/Detroit—-MI) and Aeromonas
Hydrophila medium (AH)# slants for the presumptive
identification of Aeromonas spp. After incubation at 30°C/24h,
cultures presenting an acid butt (yellow or greyish yellow) with
an alkaline (purple) band at the slant, positive motility (turbid),
production of indol after the addition of Kovacs reagent and
positive oxidase test in AH medium, were presumptively
considered as Aeromonas spp. Using the TSA cultures, suspect
strainswere then submitted to confirmation using thefollowing
tests: Gram stain, sensitivity to the vibriostatic agent O/129,
nitrate reduction, acetoin production, oxidative/fermentative
metabolism according to Hugh-L eifson, growth at 37°C andin
0%, 3% and 6% sodium chloride solutions, fermentation of
sucrose, salicin, arabinose, arginine and lysine, production of
gas from glucose, hydrolysis of esculin, Camp test® and
presence of monotrichousflagellum. Final count was cal cul ated
based on the proportion of suspect colonies confirmed as
Aeromonas spp. and expressed as CFU/100 ml water.

RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 showsthe datafor the occurrence of Aeromonas
spp. in drinking water from different origins. In treated water
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from the public distribution network, 6.3% of the total of 495
samples was contaminated with Aeromonas spp., with counts
ranging from 1to 3.0 x 10? CFU/100 ml water (Table2). Krovaceck
et al.% obtained higher values, equal to 85%, with populations
of upto 8.6 x 10> CFU/100m treated water. Other authors, such
asKhun et a.* and Gavriel et d.% havea so shown the presence
of these microorganismsin treated water.

According to Van Der Koij; Hijinen®, the frequent
isolation of Aeromonas from treated water isdueto thedifficulty
in maintaining an adequate level of residual chlorine in the
water distribution network. In addition, some studies such as
that of Sisti et a.#, showed that the bactericidal action of chlorine
compounds was strongly influenced by temperature: the
efficiency of chlorineat 20°C wastwo to threetimeslower than

that observed at 5°C.

Still inrelation to treated water, it was observed that the
isolation of Aeromonas in thistype of water was not necessarily
associated with the presence of the traditionally used faecal
indicators.

Inthe present study, of the 495 samplesexamined, 3.2%
contained total coliformsand 0.4% Escherichia coli (Table 1).
Thesefindingsarein agreement with the observations of Burke
etal.ZinAustraliaand of Legnani et a.**inltaly, who isolated
Aeromonas from treated water in which faecal indicatorswere
absent.

Drinking water samples from the other water systems
presented high rates of Aeromonas isolation. From 208 samples
analysed, 55.3% were contaminated with Aeromonas spp. From

Table 1. Frequency of drinking water samples positivefor Aeromonas spp., total coliformsand E. coli in the cities attended by the

Laboratories| in Campinasand in Santo André.

Water origin Laboratories!  No. of Aeromonas spp Total coliforms E. coli
samples No. % No. % No. %
PDN* Campinas 22 16 75 0°] 42 (018 05
Santo André 283 15 53 o7 25 (018 04
Total 1 4% 3 6.3 16 32 ® 04
Other water systems

Artesianwells Campinas 18 ® 44 (03] 333 ® 111
Santo André a7 19 404 8 170 (024 43
Sub-total 1 () z 415 14 215 o 6.2
Shallow wells Campinas A 7 794 24 706 @ 6.0
Santo André b 16 457 15 430 ® 143
Sub-total 2 @ 13 623 565 o7 101
Springs Campinas 57 K] 614 K7 %61 (09) 105
Santo André 17 10 59.0 0°] 530 (03] 3H3
Sub-total 3 74 45 610 M 554 12 160
Total 2 208 115 553 A 452 3 110

Bottled mineral water Campinas 27 (0¢] 111 oL 37 - -

Santo André - - - - - - -

Total 3 27 0¢} 11 oL 37

Tota 730 149 204 m 152 5 34

*PDN = public distribution network
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these, 41.5% werefrom artesian wells, 62.3% from shallow wells
and 61.0% from springs (Table 1).

In this study, the minimum counts of Aeromonas spp.
isolated from water collected from artesian wells, shallow wells
and springswas equal to 5 CFU/100 ml water, and the maximum
counts obtained were 2.3x10%, 5.0x10* and 1.5x10* CFU/100 ml
water, respectively (Table 2).

Kipperman et a.® and Krovacek et a.* investigated
water supplies involved in outbreaks of diarrhoea and found
Aeromonas populations varying from 1.0x10?— 6.4x10* CFU/
100 ml. Thelevelsfound in this study are within this range.

A comparative analysis of thedatafound in Table 1 for
watersfrom other water systems showed that the highest rates
for theisolation of Aeromonas werefound inwater from shallow
wells (62.3%) and springs (61.0%). These water supplies are
highly susceptibleto contamination dueto thelack of protection
factors, as observed in the mgjority of systems studied. In
addition, shallow wells show a maximum depth of 15 metres,
and springs emerge on to the surface, being subsequently
piped. In such circumstances, thefiltrating power of the soil is
limited and water sources are exposed to contamination,

especially from waters flowing along the surface and those
that infiltrate the soil and reach thewatertable. Geldrei ch® stated
that water flowing on the surfaceisthe main factor contributing
to the deterioration in microbiological quality of subterranean
water, making it aconsumer health risk.

Table 1 also shows good correlation between the
detection of Aeromonas andtotal coliforms, especially for water
from shallow wells and springs, although such an association
was not observed for E. coli. Similarly, Massa et al.*® did not
report such correlation, either.

With respect to thetotal coliform and E. coli populations,
both of them varied from 5to 1.1x10° CFU/100 ml of water from
other water systems (Table 2).

Asforthelegd regulationsin effectin Brazil (Regulation
518/GM)*, that determines the absence of E. coli and
thermotolerant coliformsin 100 ml water in the public distribution
network or other water systems, excluding bottled waters, it
was observed that only 0.4% of the network water and 11%
from the other water systems could be considered unacceptable
for human consumption dueto the presence of E. coli (Tablel).
However, 55.3% of the waters from the other water systems

Table 2. Distribution of the minimum and maximum counts of Aeromonas species, total coliformsand E. coli for positive samples
of drinking water in the cities attended by the Laboratories | in Campinas or in Santo André**.

Water origin Aeromonas Total coliforms E. coli
Counts CFU/100mI Counts CFU/100ml Counts CFU/100mI
Minimum Maximum Minimum Maximum Minimum Maximum
PDN* 1 3.0x 10 oL 14x 10 10 50x10
Artesian wells 5 2.3x10° ® 8.0x10 ® 50x10
Shallow wells 5 5.0x 10 10 11x1¢° 10 11x10°
Springs 5 15x10 ® 1.1x10 15 1.1x10
Bottled minera water 2 3.0x 10 50] 6.0x10 0 0

*PDN = public distribution network

** = minimum and maximum counts used correspond, respectively, to the lowest and greatest count obtained in one of the
laboratories| (in Campinas or in Santo André)

Table 3. Distribution of the number and percentage of Aeromonas species isolated in samples of drinking water in the cities
attended by the Laboratories | in Campinas and in Santo André.

Confirmed strains

Water origin Strainsof  Aeromonas spp A . hydrophila A . caviae A . sobria
Aeromonas
n. % n % n. % n. %
PDN* 110 13 11.8 3 709 19 173 - -
Artesianwells 167 15 90 149 89.2 (0¢] 18 - -
Shallow wells 185 K] 190 12 66.0 2% 140 @ 10
Springs 148 24 162 110 743 12 81 @ 14
Bottled mineral water (0¢] - - (0¢] 1000 - - - -
Total 613 87 142 462 4 &0 98 07} 06

*PDN = public distribution network
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were contaminated with Aeromonas (Tablel), the majority of
the samples presenting counts of about 10* CFU/100 ml water
(Table2).

Since the eighties, scientistsin various countries, such
as Burke et al.%, in Australia and LeChevallier et a.*, in the
USA, have questioned the adequacy of water quality control
from a bacteriological point of view, based only on faecal
indicators. In the USA, Aeromonas has been included in the
list of emerging pathogens and research on this microorganism
has intensified in recent years™.

Inrelation to bottled mineral water, 3 (11.1%) of the 27
samples contained Aeromonas (Table 1), with counts varying
from 2to 3.0x10? CFU/100ml water (Table2). Researchersfrom
various other countries have isolated Aeromonas spp. from
bottled mineral water, such as Slade et a.*, in Saudi Arabia,
Gonzalez et al.*, in Spain and Tsai & Yu¥, in Taiwan.
Contamination of mineral water by Aeromonas can occur at the
source or during bottling. Brandi et al.*® isolated Aeromonas
from bottled mineral water samples stored for more than 100
days. According to Kersterset al.*, Aeromonas can multiply in
water with low concentrations of nutrients, reaching large
population numbers and becoming a health risk to consumer.

Table 1 also showsthat only 1 (3.7%) of the 27 samples
of bottled mineral water was positivefor total coliformswithout
presenting E. coli. Similarly, Alves et al.* found only 1in 18
samples of bottled mineral water contaminated with total
coliforms.

Theupdated and improved Brazilian regulation controlling
mineral waters (Resolution RDC 54)* till does not include
Aeromonas among the parameters to be analysed in quality
control of thisproduct. Someinternational legidationsfor mineral
waters have contemplated Aeromonas hydrophila amongst the
parametersrequired for their quality control. For example, Italian
law (GUDRI)*? has establi shed maximum numbersfor Aeromonas
hydrophila in the spring and during trade equal to, respectively,
10and 1.0x10% CFU/100 ml minera water.

Table 3 shows that A. hydrophila predominated
amongst the mobile Aeromonas species, representing 75.4% of
the total number of strains identified as Aeromonas spp.,
followed by A. caviae (9.8%) and A. sobria (0.6%). The
remaining 87 (14.2%) strains classified as Aeromonas spp. in
this study showed diversified behaviour in some of the
biochemical tests. In Holland, different from our results, A.
caviae wasthe most frequently isol ated biotype, both in faeces
and in drinking water®. However, in Denmark, Kngchel &
Jeppesen®® also isolated a high percentage of A. hydrophila
(97%) and only 3% A. sobria in drinking water.

Results obtained in this study indicate that drinking
waters, particularly those that are not systematically treated,
may pose arisk to consumers.

It is recommended that some segments of the
population, such as children, the elderly and
immunocompromised avoid the consumption of untreated water
that come from other systems.
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RESUMO

A qualidade da &gua de abastecimento publico é de grande importancia paraasalde da popul agéo. A dgua
pode ser um importante veiculo de doencas de natureza infecciosa e quimica. Este trabalho objetivou
realizar um estudo da qualidade da &gua no aspecto microbiol 6gico nos cavaletes, pos-cavalete da rede
publica escolar do Municipio de Ibitina SP. As condi¢des de limpeza e conservacdo das caixas d”agua
foram também avaliadas. O estudo foi realizado durante o segundo semestre de 2004. Foram realizadas 56
amostragens em 28 escolas, sendo 28 do cavalete e 28 no ponto de consumo, paraandlise laboratorial no
aspecto microbiol 6gico. Das 28 amostras no caval ete das escol as, 3,57% apresentaram coliformestotaise
E coli. No ponto de consumo, das 28 amostras, 21,42% apresentaram coliformestotaise 14,28%, E coli. A
avaliacdo das caixas d dgua mostrou que 57,14% do total estavam insatisfatorias em relagdo ahigiene e
conservagdo. Ha necessidade de acles corretivas em todas as etapas de fornecimento de &gua de uso
publico.

Palavras-Chave. agua, coliformes, escolas, caixad agua.

ABSTRACT

Thequality of public water supply isof great importance to the population health. This can be animportant
sourcefor disseminating disease caused by infectious agents and chemical substances. Thiswork had the
objectiveto conduct astudy on water quality concerning the microbiol ogic aspect in the conduit and post
conduit of public school system in Ibitna- SP. Water reservoirs conditions and hygienic conservation
were also evaluated. The study was carried out during the second semester of 2004. Fifty six water samples
were collected from 28 schools, being 28 samples from conduit, and 28 water consumption point, and
microbiological analyses were performed. Of 28 samples from schools conduits, 3.57% showed total
coliformsand E coli. Of 28 samples collected from water consumption sites 21.42% showed total coliforms,
and 14.28% E. coli. Concerning the water reservoir, altogether 57.14% were unsatisfactory for hygieneand
conservation conditions. The observed dataindicate ademand in applying corrective actionsin al stages
of water supply for public consumption.

Key Words. water, coliforms, schools, water reservoir.
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INTRODUCAO

A agua é considerada um dos nutrientes mais
importantes parao homem. De 60% a 70% da constitui¢céo do
corpo humano é compostapor esteliquido. Nascriangasrecém
- nascidas, esta porcentagem pode chegar a 80%. A agua esta
presente em todas as reagBes quimicas do nosso corpo e é
essencial para a vida de todos os seres vivos. Ela é ingerida
pel o homem em maior quantidade que todos os outros alimentos
reunidos, e étambém asuaprincipal excregdo. Um adultoingere
por dia mais de dois litros deste liquido, cerca de 3% do seu
peso corpéreo. Este contato com a égua justifica e explica a
facilidade com que parasitas macro ou microscopicos atingem
o0 homem e nele se desenvolvem, quando outros fatores
coadjuvantes sdo favoraveis a sua sobrevida, desenvolvimento
ou multiplicacao®. Baseado nesta éptica, suaqualidadefisico -
quimica e microbiol égica € indispensavel para a manutencéo
da salde da populagéo. A agua contaminada pode ser um
importante veiculador de doengas infecciosas causadas por
virus, bactérias, protozodrios e parasitas. Numanovic et. al.
citaram que em 84 amostras de &guaanalisadas pelatécnicade
PCR, 63,09% tinham a presenca de enterovirus?. Agentes
guimicos podem também ser importantes na ocorréncia de
doencas ndo infecciosas®. A 4gua de consumo humano é um
dosimportantes veicul os de enfermidades diarré casde natureza
infecciosa principal mente por bactérias do género E coli, o que
tornaprimordial aavaliagdo de suaqualidade microbiol gica.

A Organizacgo Mundia daSalde (OM S), constatou que
80% detodas as doencas que se a astram nos paises do terceiro
mundo sdo provenientes de &gua contaminada®s .

Cabe aos 6rgaos oficiais de salde publica o
monitoramento fisico - quimico e microbiol 6gico da dguade
abastecimento publico, afim de garantir e preservar a salide
da populagdo. A garantia da qualidade da &gua de
abastecimento publico tem despertado o interesse dos mais
diversos setores, motivando-os a elaborarem model os de uso
e gestdo capazes de compatibilizar as demandas crescentes
com arelativa escassez do produto na qualidade desejade®.
No Estado de S&o Paulo, desde 0 ano de 1992, segundo a
Resolucdo SS 45 de 31 de janeiro, existe nos municipios o
programa de monitoramento mensal da qualidade da agua
denominado Pr6 - Agua. Este programa visa avaliar a
qualidadefisico -quimicae microbiol dgicadesta, em sistemas
publicos alternativos e rede de abastecimento’. Estes sdo
essenciais parapreservar aqualidade da agua que é fornecida
a populagdo no aspecto microbiol6gico e nutricional
principal mente.

Este trabalho teve por objetivo primario, realizar um
estudo comparativo da qualidade da &gua no aspecto
microbiol gico nos caval etes e pds-caval ete, como bebedouros
e torneiras das escolas da rede publica. Como objetivo
secundério, avaliar as condicfes de limpeza e conservagéo das
caixas d'agua destas escolas, e sua influéncia na qualidade
microbiol 6gica desta agua.

MATERIAIS E METODOS

Materiais

O trabalho foi realizado no periodo de 15 dejunho a 15
denovembro de 2004, totalizando seis meses de estudo. Foram
realizadas 56 amostragens de &gua em 28 escolas publicas do
Municipio de Ibitna— SP dazonarura eurbana. Destetotal, 28
foram do cavalete da escola e 28 no ponto de consumo das
mesmas. Asamostrasforam efetuadas pelaVigilancia Sanitéria
de Ibitna, em embalagens apropriadas para 0 ensaio
microbiol 6gi co, acondicionadas em caixaisotérmicacomgelo e
transportadas no mesmo dia para o Instituto Adolfo Lutz de
Sorocaba- SP. No dia anterior, foi aplicado um question&rio e
inspecdo nas escol as onde seriarealizada aamostragem, com o
objetivo de analisar as condi¢des higiénico- sanité&rias e de
conservacdo das caixas d’ agua.

Métodos

O examemicrobiolégico foi realizado segundo 0 método
n°. 9222-B-9-54 da Técnica de Filtragdo em Membrana,
recomendado pelo “ Standard M ethods for the Examination of
Water and Wasterwater” (APHA — 1998)%. O meio de cultura
utilizado foi 0 M- Endo Agar, incubado a 35°C/24 horas. As
amostras positivas foram confirmadas utilizando-se o Caldo
BileVerde Brilhante paracoliformestotais (35°C/48 horas) e o
Caldo EC paracoliformestermotolerantese/ou E. coli (44,5°C/
24 horas). O resultado foi reportado como umacontagem direta
do nimero de col énias/100 ml daamostrano meio Endo.

Os resultados da qualidade da &gua no caval ete e pos —
cavaletes foram analisados através do Teste Exato de Fisher.
Neste teste, realizamos a associacdo de duas variaveis:
condicdo satisfatoria e insatisfatoria das caixas d"adgua. Na
primeira hipotese, testamos se as condigdes das caixas d’ agua
satisfatérias (12) ndo tinham diferenca estatistica com as
condices insatisfatorias (16). Na segunda hipdtese, testamos
se as condi¢des satisfatdrias das caixas d' &gua (12), eram
diferentes estatisticamente das condi¢des insatisfatorias (16).
Nos dois testes, fizemos associagbes com os resultados de
coliformes totais e E coli encontrados nas caixas d agua
insatisfatorias e satisfatérias.

RESULTADOS

Foram obtidos os seguintes resultados nas analises
microbiol gicas, no caval ete e ponto de consumo das escol as,
bem como aavaliacdo das condi¢bes de higiene e conservagdo
das caixas d” &gua das mesmas, conforme apresentado nas
Tabelasdela 3.

No ensaio estatistico de Fisher para resultado
encontrado para coliformes totais associado com condicgdes
insatisfatorias'® e satisfatdrias'? das caixas d’ agua, obtivemos
ovalor dep: 0,0237, com nivel designificanciade 5%, p< 5%.
Este resultado mostrou que houve diferenca estatistica para
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coliformestotais no ponto de consumo. ParaE coli, associada
com condi¢desinsatisfatorias (16) e satisfatorias (12) das caixas
d’agua, obtivemos o valor de p: 0,113, para um nivel de
significancia de 5%. Nesta associacdo, ndo foi observadauma
diferenca estatistica nas proporcfes de pontos de consumo
paraE coli.

DISCUSSAO

Em relacéo aos resultados obtidos nas 28 analises
microbioldgicas realizadas no cavalete das escolas, uma
peguena porcentagem de amostras ndo atendeu a legislacdo
vigente, 3,57% do total estavam contaminadas por coliformes
totais e E coli. No trabalho conduzido por Freitas et. a, na
cidade de Campinas- SP, dentro do Programa Pr6-Agua,
identificaram que 40,7% das amostras de agua analisadas ndo
atendiam alegislagdo vigente, nimero superior ao encontrado
neste trabalho®. Alves et. al trabalharam com analises
microbiol 6gicas em &gua de abastecimento publico nacidade
deMarilia—SP, identificaram 5,5% das amostras contaminadas
por coliformes totais, resultado similar a este estudo®. Estas
informagBes sdo importantes para a salde publica, porque

bactérias como a E coli constituem a causa mais comum de
infecc@o das vias urindrias, sendo responsavel por cerca de
90% das primeiras infecgBes urinarias em mulheres jovens, e
também quadros de diarréiano mundo inteiro®.

No ponto de consumo, a porcentagem de amostras
irregulares foi maior, 21,42% estavam contaminadas com
coliformestotais e 14,28% com E coli. Para as condi¢des de
higiene e conservagéo das caixasd” &guainspecionadas, 57,14
% do total inspecionado estavam em condic8esinsatisfatérias.

Esta elevada contaminag&o por coliformes totais no
ponto de consumo pode estar relacionada com as condicdes
higiénico - sanitérias e de conservagdo que as caixas d” &gua
foram encontradas nas escolas. Tratando estati sticamente estas
informagdes, houve diferenca entre contaminagdo da agua no
ponto de consumo, e condic¢Bes- higiénico sanitériadas caixas
d’ agua. Estudo realizado na cidade do Recife, Brasil, mostrou
gue em mais de 50% das amostras de &guanas residéncias, foi
identificada contaminacéo pel o grupo de bactérias coliformes.
Evidenciou-se que as aguas tratadas apresentaram altos indices
de contaminag&o microbiol égica, devido as redes internas de
fornecimento, ou sgja, cisternas, caixas d' agua, torneiras e
bebedouros, cuja manutencéo da higiene ndo vinha sendo
realizada'*. Simpson relatou que o material com o qual acaixa

Tabela 1. Resultados obtidos para pesquisa de coliformes totais e termotolerantes (E coli) nas escolas municipais com

amostragem no caval ete, | bitina- SP, 2004.

Pesquisa para N° de amostras Auséncia de Presenca de % de presenca
coliformes coliformes coliformes
coliformestotais 2 1 357
E coli 2 1 357

N°: nimero, %: porcentagem.

Tabela 2. Resultados obtidos para pesquisa de coliformes totais e termotolerantes (E coli) nas escolas municipais com

amostragem no ponto de consumo, |bitna- SP, 2004.

Pesquisa para N° de amostras Auséncia de Presenca de % de presenca
coliformes coliformes coliformes
coliformestotais 2 6 2142
E coli 28 4 14,28

N°: nimero, %: porcentagem.

Tabela 3. Resultados obtidos na avaliacéo das condi¢des de higiene e conservacdo das caixas d” agua das escolas municipais,

Ibiting, SP, 2004.
Parédmetros N° de escolas N° decaixas NP° de caixas N° de caixas % de caixas
avaliados d” 4gua d” &gua d” &gua d” &gua
inspecionadas satisfatorias insatisfatorias insatisfatérias
Higiene 2 2 12 16 5714
Conservacéo 2 2 b 16 57,14

N°: nimero, %: porcentagem.
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d"&gua é construida, suaintegridade e protegéo, procedimentos
higiénico-sanitarios e de conservacgdo realizados, séo
determinantes para prevenir as contaminages principal mente
por coliformestotais e E coli, garantindo ou ndo aqualidade da
aguafornecida as pessoas®. Freitas et. al. também concluiram
que as condi¢Bes de higiene e conservagéo das instalactes
hidraulicas desempenharam um papel importante na
contaminagdo por bactérias®.

Compilando todos os resultados obtidos neste estudo,
das amostras analisadas no cavalete e ponto de consumo,
observamos que avigilanciasanitariamunicipa desempenhou
um papel importante na deteccdo de irregularidades em todas
as etapas, até a agua chegar para o consumo da populagéo.
Este diagndstico mostra o quanto é necessario a melhoria da
qualidade e o monitoramento em todas as fases de tratamento
da &gua e agdes educativas dos 6rgaos governamentais de
salide, principa mente em rel agéo aos reservatorios das escol as.
Ha necessidade de um esforco conjunto de todos os setores
para garantir a qualidade da dgua consumida pela popul agéo.
Renzetti e Dupont citaram que é responsabilidade do estado e
do municipio fornecer gua com qualidade a populagéo, e que
todas as operacdes de tratamento desta, devem ser realizadas
com maximo rigor®®. Estes mesmos autores relataram que ha
uma dificuldade por parte dos érgdos governamentais em
monitorar frequentemente estadgua. Maioresincentivosseriam
necessarios para este setor. Encarregar a prépria populagéo de
controlar aqualidade da dgua é uma posturaincorreta, umavez
gue o seu conhecimento quanto aos riscos gque a agua pode
oferecer a salde é praticamente inexistente!®. Jagals e Jagals
preconizaram autilizagdo dos principios daAndlise de Perigos
e Pontos Criticos de Controle (APPCC), parao monitoramento
e controle microbiol 6gico daaguade uso coletivo®™. Yuksel et.
al citaram que houve umamelhoriada qualidade de vida e de
salide da populagdo de Istambul, na Turquia, quando foram
implantadas agBes rigorosas de tratamento de &gua envolvendo
reservatorios e linhas de distribuicdo daquele pais, com uma
melhoraem mais de 50% daqualidade damesmal®. Nanan et. a
relataram que houve uma queda drastica de casos de diarréias
em criancas no norte do Paquistdo quando acdes de sanitizagdo
da &gua de consumo foram implantadas naquele paist’. O
desenvolvimento sicio - econdmico de um pais, depende muito
da qualidade da &gua que a popul acéio consome'®. A crescente
urbanizacdo exige que paises, principalmente os
subdesenvolvidos e em desenvolvimento, invistam
maci camente em pesquisas, saneamento e educagdo em salde™.

CONCLUSOES
Neste estudo podemos concluir que:
1 Existe contaminagdo da &gua no cavalete das escolas por

coliformes totais e E coli. Devem ser realizadas acfes
corretivas paraeliminar o problema.

2

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

No ponto de consumo a contaminacdo por coliformestotais
e E coli foi maior, provavelmente relacionada com as
condi¢des insatisfatérias de higiene e conservagéo que
estavam a maioria das caixas d’ &gua inspecionadas. A
manutencdo e a higiene destas, devem ser realizadas com
maior freqiiéncia e rigor, seguindo normas técnicas
preconizadas pelavigilanciasanitéria.
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RESUMO

Dentre as estratégias para se combater a tuberculose, o diagndstico precoce se destaca como um dos
pilares mais importantes no combate a doenga, pois permite a atencdo e inicio ao tratamento e como
conseqiiéncia minimiza os riscos de contégio e dispersdo da enfermidade. Com o objetivo de avaiar o
desempenho do sistema automatizado MB/BacT™ e do método convencional com cultivo em meio
Lowenstein — Jensen (LJ) no isolamento de micobactérias de espécimes clinicos de origem pulmonar,
foram analisados os exames de 1.317 pacientes com suspeita clinica de tuberculose pulmonar e/ou
micobacterioses. Destas 0 sistemaautomatizado MB/BacT™ detectou 327 (24,8%) culturas positivas para
micobacté&riaseomeio LJ257 (19,5%), asensibilidade do sisstemaMB/BacT™ foi de 98% e aespecificidade
99%. Observou-se ainda um menor prazo de isolamento e menor contaminacdo por meio de sistema
automético. Esta caracteristica possibilita efetuar uma intervencdo rapida e eficaz no tratamento,
representando beneficios para os pacientes e ao Programa de Controle da Tubercul ose.
Palavras-Chave. Mycobacterium tuberculosi, diagndstico automatizado, MB/BacT™ meio L dwenstein—
Jensen.

ABSTRACT

Among the strategies to combat the tuberculosis, the precocious diagnosis stands out as one of the most
important pillarsfor disease control, becauseit allowsthe attention and beginning of the treatment, and as
aconsequenceit minimizesthetransmission risksand spreading of disease. With the objectivein evaluating
the performance of the automated MB/BacT™ system and the conventional method with cultivation in
L dwenstein - Jensen (L J) medium for mycobacteriaisolation from pulmonary specimens, clinical samples
from patients with presumed symptoms of pulmonary tuberculosis and/or mycobacterioses have been
studied. Of 1,317 samples . 327 (24.8%) presented positive culture results on automated MB/BacT™
system, while culture on LI medium detected 257 (19,5%) positive samples. Sensitivity and specificity of
automated system was 98% and 99%, respectively. Comparing both techniques, the automated system
presented culture positivity in shorter period of time and alower contamination rate was observed. These
characteristics of automated system allow a fast and effective intervention for treatment, representing
benefits for the patients and for the Tubercul osis Control Program.

Key Words. Mycobacterium tuberculosi, automated diagnosis, MB/BacT™, L éwenstein-Jensen medium.
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INTRODUCAO

De todas as doengas infecciosas, a tuberculose é uma
das que apresentam maior morbidade e mortalidade.

Segundo estimativas da Organizaggo Mundial de Salde
(OMYS), atubercul ose é responsavel por 2,7 milhdes de mortes
anuais, das quais 95% ocorrem em paises em desenvol vimento.
Projectesfeitas em 1995 indicam gue, no ano 2005, ocorreréo
11,9 milhdes de casos novos da doenca anual mentet2,

NaAmérica L atinaestima-se aocorrénciade 250 a300
mil novos casos por ano, com cerca de 20 a25 mil mortes®. O
Brasil é o décimo pais do mundo em ndimero de casos, com
cerca de 90.000 casos novos e mais de 5.000 mortes anuais.
Destes 48% se encontram naregido Sudeste, da qual faz parte
0 Estado de Sao Paulo, que por suavez possui 0 maior nimero
absoluto de casos do pais, apresentando na Ultima década uma
incidéncia de cerca de 17.000 casos novos por ano e um
coeficiente oscilando entre 50 e 60 por 100.000 habitantes'2+*,

Surtos da doenga por cepas multiresistentes e o
aumento da incidéncia de infec¢Bes causadas por outras
espécies de micobactérias impuseram a necessidade do
desenvolvimento de novos métodos diagndstico para estas
infecgdes’.

Dentre as estratégias para se combater a tuberculose, 0
diagnostico precoce se destaca como um dos pilares mais
importantes no combate a doenca, pois permite a atencéo e
inicio ao tratamento e como conseqUiéncia minimiza os riscos
de contégio e dispersdo da enfermidade.

As técnicas bacteriol6gicas utilizadas atualmente no
diagndsti co datubercul ose como amicroscopiacom coloragdo
de Ziehl-Neelsen (BK) e o cultivo bacteriano em meio de
Loéwenstein—Jensen (LJ), sdo métodos convencionais
importantes tanto paraaconfirmagao do diagndstico como para
o controledetratamento dadoencga, masno permitem aprimorar
os erros para desenvol ver estratégias de erradicaco amédio e
em longo prazo da doencef.

O BK realizado pela maioria dos laboratdrios clinicos,
debaixo custo, reproduzivel, fornece rapidamente o resultado;
diagnostica enfermos com tuberculose ativa, isto é, que sdo
fontes de disseminagdo da doenca, mas apresenta baixa
sensibilidade quando comparada com o isolamento das
micobactérias em meio de culturasolido ou liquido®*t,

Embora alguns progressos na deteccdo direta de
micobactérias por metodologias moleculares estejam sendo
realizadas, as metodol ogias de culturaainda sdo indispensavels
parao diagnostico'>3, A culturade micobactérias convencional
LJ é importante, pois devido a sua elevada sensibilidade,
aumenta a cobertura diagndstica e possibilita o diagndstico de
casos paucibacilares, cuja positividade ndo é detectada pela
microscopial*. Entretanto apresenta como grandes
desvantagens a deteccdo tardia do crescimento das
micobactérias (30 a60 dias), pois necessitada visualizacdo de
coldnias dabactériano meio de cultura, e umataxadeisolamento
inferior aguelaobtida com a utilizagdo de meiosliquidos!®t®1,

Com as técnicas de hoje, morosas frente a atual
epidemiologia da tuberculose, o diagnostico rapido das
micobacterioses véem sendo um desafio constante aos
Programas de Combate a doencga, causando sérios transtornos
gue se evidenciam em pacientes portadores da Sindrome da
ImunodeficiénciaAdquirida(SIDA).

Na tentativa de isolamento mais rapido das
micobactérias, nadécada de 1980 foi proposto o sistema semi-
automatizado BACTEC 460TB" , utilizado para a deteccéo,
identificac&o e provas de sensibilidade aos antimicrobianos,
mostra resultado rgpido quando comparado com métodos
convencionais; baseia-se na detecgéo de gas carbonico (CO,)
marcado com*C. Por ser uma técnica radiométrica e semi-
automatizada, apresentou desvantagens que impediram o seu
uso em grande escal al®'’.

Recentemente, a fim de se diminuir o tempo entre a
suspeitaclinicae adeteccéo das micobactérias, véarios métodos
nao radiométricos foram avaliados>819,

Em 1999, o programa de DST/AIDS iniciou uma
discussdo junto ao Programa de Tuberculose, sobre a
necessidade da melhoria da qualidade do diagndstico da
tuberculose, a fim de se conduzir a um tratamento rapido e
eficaz; principalmente em pacientes com sorol ogiapositivapara
0 HIV®, Assim, em novembro de 2001 foi implantada pelo
ProgramaEstadual de DST/AIDS, arealizag&o daculturapelo
sistemaautomatizado MB/BacT™, neste L aboratério Regional
de Referéncia do Estado de S&o Paulo - DIR XIX, devido ao
elevado indice de co-infeccdo HIV/TB, naregiéo.

O objetivo deste estudo foi avaliar o sistema
automatizado MB/BacT™, pelaandlise comparativa dastaxas
de sensibilidade, especificidade e precocidade no isolamento
de micobactérias, com o método convencional em meio de
L 6wenstein-Jensen (L J).

MATERIAL E METODO

Foram processados no Laboratério de Micobactérias
do Instituto Adolfo Lutz — Santos/SP (IAL), pelos métodos
automati zado e convencional, MB/BacT™ e L Jrespectivamen-
te, 1.317 espécimesclinicos de origem pulmonar, coletados de
pacientes sintomaticos respiratdrios ou com suspeita clinica
de tubercul ose pulmonar &/ou micobacterioses, atendidos nas
Unidades Bésicas de Salide da Baixada Santista entre janeiro
de 2002 adezembro de 2003.

Procedimentos Bacterioldgicos

Baciloscopia: esfregacos de cadaamostracoletadaforam
corados pelo Método de Ziehl-Neelsen. No caso de laminas
positivas realizou-se a contagem bacilar semiquantitativa
conforme o indice baciloscopi co recomendado pelo M S#2L,

Cultura: apds digestdo e descontaminagdo pelo Método
de Petroff®2, os espécimes clinicos foram semeados em Meio
de L 6wenstein—Jensen (LJ) emeio middlelbrook 7H, do sistema
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MB/BacT™ contendo 0,5ml de Solugdo Reconstituinte. Os
meios de L Jforam incubados a 37°C em estufa bacteriol 6gica
por até 60 dias. Os frascos de meio de cultura MB/BacT™
foram colocados no Modulo de Incubacéo do Sistema
Automatizado, que consiste numaestufabacteriol 6gicaa37°C,
com monitoramento continuo, einspecionados por 42 dias. As
culturas positivas foram confirmadas quanto a presenca de
bacilos dcool-acido resistentes (BAAR), pela observacéo de
esfregacos corados pelo método Ziehl-Neelsen®2,

As culturas do sistema automatizado onde se detectou
apresencgade microrganismos contaminantes foram novamente
descontaminadas pelo método de Petroff e semeadas em novo
meio de culturado sistemaMB/BacT™.

Leiturados Frascos: 0 sistemaautomati zado monitoriza
continuamente a producdo de CO2 pel os microrgani smos com
base na leitura dos refletdmetros de fase solida sensiveis ao
COg2s310, pelo tempo minimo de 42 dias. Todos os meios LJ
inoculados sdo lidos uma vez por semanaaté o 600 dia.

Identificagdo: culturas positivas foram encaminhadas
a0 IAL Central querealizou aidentificac8o de acordo com as
técnicas preconizadas pelo Ministério da Salde; observando-
se a pigmentacdo das col 6nias, aspecto e realizagdo de provas
bioquimicas®2.

RESULTADQOS

A comparacdo entre os resultados obtidos na deteccéo
das micobactérias em meio de L dwenstein—Jensen (LJ) emeio
middlelbrook 7H, do sistema MB/BacT™ , encontram-se na
Tabelal.

Efetuando-se calculos estatisticos para determinagéo
dosvalores de concordanciaentre o sistemaautomatizado M B/
BacT™ e o LJ obteve-se: 94% de concordancia bruta, 63%
concordancia esperada e 85% de concordéncia ajustada
(Kappa). O método automatizado apresentou satisfatéria taxa
de sensibilidade (98%) e especificidade (99%), com osvalores
preditivos positivos e negativos de 81% e 99 %,
respectivamente; demonstrando assim que a metodologia
empregada no sistema MB/BacT™ apresenta boa acurécia.

O sistema automatizado MB/BacT™ detectou 327
(24,8%) culturas positivas, sendo que 185 (14%) com resultado
positivo na baciloscopia direta e 142 (10,8%) com resultado
negativo. Com o meio LJforam detectadas 257 (19,5%) culturas
positivas paramicobactérias (Tabelal).

O tempo médio de positividade pelo sistema
automativado MB/BacT™ foi de 16 dias, (68% das amostras
positivas foram detectadas até o 20° dia de incubagdo), sendo
gue pelo método convenciona houve um acréscimo médio de
duas semanas.

Analisamos aexpressao de crescimento damicobactéria
nos dois métodos em relagdo ao tempo, representado em dias
(Figural).

Na identificagdo com testes fenotipicos das espécies
tivemos no sistema MB/BacT™ 80,4% destas pertencentes ao
complexo Mycobacterium tuberculosis (Tabela 3).

DISCUSSAO

Uma das melhores medidas para se prevenir a
disseminagdo da tuberculose é o diagndstico rapido e preciso

Tabela 1. Comparagéo entre os resultados obtidos no processamento das 1.317 amostras clinicas, para o isolamento de
micobactérias, nos meios de Middlelbrook 7H, do MB/BacT™ e L dwenstein-Jensen, processadas no Laboratdrio de
Micobactériasdo | AL — Santos/SP, no periodo dejaneiro de 2002 adezembro de 2003.

Meios de Cultura Total Resultados
de Positivo Negativo Contaminado
Amostras (%) (%) (%)
Middlelbrook 7H,do MB/BacT™ 1.317 327 A3 47
(24,8%) (71,6%0) (3,6%)
Lowenstein - Jensen 1317 257 94 126
(19,5%) (71%) (9,5%)

Tabela 2. Resultado do retratamento das 116 culturas contaminadas em meio Middlelbrook 7H, do MB/BacT™, processadas
no Laboratdrio de Micobactérias do | AL — Santos/SP, no periodo de janeiro de 2002 adezembro de 2003.

Total Total Resultado das amostras retratadas
amostras amostras Positivas Negativas Contaminadas
processadas retratadas (%) (%) (%)
1317 116 b k¢ a7
(2,7%) (25%) (3,6%)
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dadoenca. Pelas caracteristicas de crescimento lento do bacilo,
adeteccdo do bacilo em meio de cultura, namel hor das hipéteses
€ detrés semanas, representando atraso noinicio do tratamento
e assim, com conseqiiéncias para a sobrevida do paciente,
principalmente para os pacientes co-infectados, onde muitas
vezes é fregliente a ocorréncia de doenca causada por
micobactérias ndo tubercul osas.

Ao se fazer o diagnostico de infecgbes por
micobactérias, 0s pontos mais importantes que devem ser
atingidos séo: liberacdo de resultado do exame microscopico
no prazo méaximo de 24h apds o recebimento da amostra no
laboratorio; deteccdo dos bacilos dcool — acido - resistentes
em no méaximo 14 dias; realiza¢do daidentificagdo no maximo
entre 17 a 21 dias; e disponibilizacéo para o médico da

160
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2] | | .j_ﬁ

10 dias 20 dias 30 dias 40 dias 50 dias
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Figura 1. Comparativo entre o tempo de crescimento das cuIturT%s pro-
cessadas pelo método convencional L-J e automatizado MB/BacT , pro-
cessadas no laboratério de Micobactérias do IAL — Santos/SP, no periodo
de janeiro de 2002 a dezembro de 2003 .

sensi bilidade da micobactéria aos tubercul ostéticos dentro de
no méximo 28 dias’.

Em nosso estudo, a baciloscopia detectou apenas 14%
das culturas positivas no método automatizado, deixando clara
a sua baixa sensibilidade. Em comparag@o ao método LJ, o
sistema MB/BacT™ revelou-nos, uma maior positividade e
rapidez na deteccéo.

O MB/BacT™ detectou-se 327 culturas positivas para
micobactérias e 0 meio de LJ detectou apenas 81% dessas
culturas, sendo assim o sistema automatizado apresentou uma
taxa de detecgéo 33% maior do que no método convencional
LJ. Porcentagens estas semelhantes a encontrada por Rohner
et al.®eManterolaet .= querel atam respectivamente osvalores
de 79,5% e 92,5% de positividade, com meio a base de ovos.

O tempo médio de detecgado foi menor (16 dias) quando
comparado ao convencional (24,7 dias); essa deteccdo tardia
em mei os solidos nos deixa claro a vantagem da utilizagdo de
um sistema automatizado, que possibilite maior agilidade na
realizac8o dos testes de identificagdo, umavez que em nossos
estudos 19,6% das cepas eram outras micobactérias (MNT);
sendo 5,5% ao Mycobacterium kansasi, e 3,4 % ao
Mycobacterium avium, espécies estas com alta freqiiéncia de
isolamento em doencas pulmonares humanas™.

Diversos estudos mostram que o0 meio liquido é mais
sensivel paraadetecgéo do crescimento de micobactérias, por
Ser um meio rico em nutrientes, mas algumas vezes apresenta
um indice de contaminagdo mais elevado do que o meio
sOlido®?, Em nossos estudos a porcentagem de contaminagdo
dasculturas por outros microrganismosfoi inicialmente de 8,8%
parao meio middlelbrook 7H, do sistemaMB/BacT™ ede 9,5%
parao LJ. A menor porcentagem pode ser explicadapelo uso de
antibidticos no mei o de cultura desse sistema, como também &
encontradanos estudos deAily et a.? que relatam 24% para o
MB/BacT™ e27,3% parao LJ.

Tabela 3. Espécies isoladas nas culturas positivas nos meios de Middlelbrook 7H, do MB/BacT™ e meio L 6wenstein—-Jensen,
processadas no Laboratério de Micobactérias do AL — Santos/SP, no periodo de janeiro de 2002 a dezembro de 2003 .

Espécies isoladas

Middlelbrook 7H,

Meio de cultura
L wenstein-Jensen

do MB/BacT™
n° % n° %

Mycobacterium tuberculosis 263 804 223 86,7
Mycobacterium avium u 34 4 15
Mycobacterium kansasii 18 55 16 6,2
Mycobacterium terrae e triviali 1 03 1 04
Mycobacterium crec. lento 3 09 1 04
Mycobacterium abscessus 1 03 0 0

Mycobacterium fortuitum 7 21 4 15
Mycobacterium peregrium 2 06 1 04
Mycobacterium cresc. rapido 0 0 1 04
outras 2 64 6 23
Tota 327 100 4 100
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Importante enfatizar que em nosso estudo utilizamos
para a descontaminagdo das amostras de escarro 0 método de
Petroff e ndo o método de N-acetil-L-cisteina/ NOH, como
indicado pelo fabricante, pelo fato deste fazer parte da nossa
rotinalaboratorial e ser o método mais usado no Brasil®.

O retratamento das culturas do sistemaMB/Bact™ em
que se detectou presenca de microrganismos contaminantes,
possibilitou um aumento de 2,7% de culturas positivas,
diminuindo ataxade contaminaco para3,6% (Tabela2). Devido
as suas caracteristicas, uma contaminagdo da culturaem meio
sélido impossibilitao retratamento, sendo assim essaculturaé
descartada e o diagndstico interrompido, fazendo-se necessério
asolicitagéo de nova amostra.

Ao analisar os dados obtidos ha comparagéo dos dois
métodos, os autores ressaltam a importancia de uma
metodologia automatizada de deteccéo do crescimento
bacteriano, como 0 MB/BacT™, pois este agiliza os testes de
identificac8o e sensibilidade as drogas, possibilitando uma
intervencdo répida e eficaz no tratamento, representando
beneficios paraos doentes; justificando assim asuaimplantagdo
arotinalaboratorial em programas de combate a tubercul ose.

REFERENCIAS

1. Hiijar MA. Epidemiologia da tuberculose no Brasil. Inf Epidemiol SUS
1992, 53-7.

2. Raviglione MC, Snider DE, Kochi A. A Global epidemiology of
tuberculosis: morbidity and mortality of a worldwide epidemic. JAMA
1995; 273:220 — 6.

3. Guevara A, Juarz A, Zenteno R. Tuberculosis y la importancia de
incorporar nuevas metodologias diagnosticas. MEDUNAB 2003; 6
(16): 46-51.

4. Galess VMN & Santos LAR Tuberculose: A cura em estado de alerta
Rev Prética Hospitalar 2004; 32: 37-4.

5. Ministério da Salde. Fundagdo Nacional de Salde. Centro Naciona de
Epidemiologia. Coordenagdo Nacional de Pneumologia Sanitéria.
Manual de normas para o controle da tuberculose. Brasilia (DF), 1995.

6. Nogueira PA et al. Avaliagdo das informagdes de tuberculose (1989-
1999) de um Centro de Salde Escola da cidade de Sdo Paulo. Rev Bras
Epidemiol 2001; 4 (2): 131-9.

7. Tenover FC et al. The resurgence of tuberculosis: is your laboratory
ready? J Clin Microbiol 1993; 31: 767-70.

136

8. Ministério da Salde, Programa Nacional de Combate da Tuberculose.
Manual de Bacteriologia da Tuberculose, 22 ed. Rio de janeiro.
Fundacéo Nacional da Salde, 1994.

9. Colebunders R; Bastian |. A review of the diagnosis and treatment of
smear-negative pulmonary tuberculosis. Int J Tuberc Lung Dis 2000;
4: 97-107.

10.Jamal L F, Palhares MCA . Tuberculose em pacientes infectados pelo
HIV experiéncia de um servico de referéncia para DST/AIDS em Séao
Paulo. Bol de Epidem 1999; 7(1): 87-90.

11.Wolinsky E. Convencional diagnostic methods for tuberculosis. Clin
Infect Dis 1994; 19: 396-401.

12.Aily DCG. et a. Isolamento de micobactérias em espécimes clinicos
utilizando o sistema automatizado MB/BacT™. Rev Inst Adolfo Lutz
2003; 62(3): 233-7.

13.13.0plustil CP et a. Impacto da automacéo no diagnéstico de infecces
por micobactérias. J Bras Patol Med Lab 2002; 38(3): 167-73.

14.Silva EAM et al. Ocorréncia de infec¢do pulmonar devida ao
Mycobacterium kansasii, em Sao Paulo, Brasil. Rev Inst Adolfo Lutz
1987; 47: 11-7.

15.World Health Organization. (Laboratory Services in Tuberculosis
Control.) Part I1l: Culture. Geneve, 1998.

16. Roberts GD et a. Evaluation of Bactec radiometric method for recovery
of mycobacteria and drug susceptibility testing of Mycobacterium
tuberculosis from acid-fast smear positive specimens. J Clin Microbiol
1983; 18: 689-96.

17.Conville PS , Witebsk FG. Inter-bottle transfer of mycobacteria by
the BACTEC 460. Diagn Microbiol Infect Dis 1989;12:401-5.

18.Alcaide F et a. Evaluation of the BACTEC MGIT 960 and the MB/
BacT systems for recovery of mycobacteria from clinical specimens
an for species identification by DNA AccuProbe. J Clin Microbiol
2000;38(1): 398-401.

19. Rohner P. et a. Evauation of the MB/BacT system in comparison to
the BACTEC 460 system and solid media for isolation of mycobacteria
from clinical specimens. J Clin Microbiol 1997; 35(12): 3127-3131.

20.Gales VMN. Mortalidade por tuberculose no Municipio de Séo Paulo,
andlise de uma década, 1986 a 1995 [Dissertagdo de Mestrado]. Sao
Paulo: Faculdade de Salde Publica da USP, 1999.

21.Kent PT , Kubica GP. Public Health Mycobacteriology: a guide for the
level 111 laboratory. Atlanta, US Department of Health and Human
Services, 1985.

22. Petroff SA . A new rapid method for the isolation and cultivation of
tubercle bacilli directly from sputum and feces. J Exp Med 1915;
21:38.

23.Manterola JM et al. Comparison of a non radiometric system with
BACTEC 12B and Culture on Egg-based Media for Recovery of
Mycobacteria from clinical specimens. Eur J Clin Microbiol Infect
Dis 1998; 17: 773-7.



ARTIGO ORIGINAL/ ORIGINAL ARTICLE

Culturas mistas de micobactérias: ¢ importante isolar e
identificar?

Mixed mycobacterial cultures: isit important to separate and to identify
multiple species?

RIALA6/1030

VéaniaT. G INUMARU; RobertaM. BLANCO; MariaConceicdo MARTINS; CarmenM.S. GIAMPAGLIA;
Suely Y.M. UEKI; EricaCHIMARA; LucilaineFERRAZOLI; MariaAliceS. TELLES.

* Endereco para correspondéncia: Instituto Adolfo Lutz, SP, Setor de Micobactérias, Se¢do de Bacteriologia, Av. Dr.
Arnaldo, n° 351 - 9° andar, Cerqueira César. 01246-902, Séo Paulo, SP.
Recebido: 06/07/2004 — Aceito para publicacéo: 30/06/2005

RESUMO

A investigacdo de culturas mistas de micobactérias € importante pois geralmente estas incluem ao menos
uma espéci e patogénica ou potencia mente patogénica. Dentre 8.036 culturas recebi das entre 1999 e 2000,
pelo Setor de Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz, foram selecionadas 21 (0,26%) com resultados
sugestivos de culturas mistas. Ap6s o isolamento em meio 7H11 as col dniasforam repicadas em L dwenstein
Jensen e incubadas a 37° C. A identificacdo dos 32 subcultivos foi feita por métodos fenotipicos e pela
analise do perfil de restricdo do produto da amplificagdo de 440 pares de base do gene hsp65. Em oito
subcultivos foi encontrada a espécie M. tuberculosis associada com MNT, em 3 subcultivos foram
encontradas 2 espéciesde MNT e nosdemaisfoi identificado apenas um tipo de micobacteria. O tempo de
crescimento lento das micobactériasinviabiliza o plagueamento de todas as cul turas pois este procedimento
acarretaria demora na liberacdo do resultado final dos testes, além de representar gastos excessivos em
areas endémicas, geralmente com escassos recursos econdmicos. Embora as dificul dades mencionadas,
0s microbiologistas devem estar atentos quanto a presenca de culturas mistas de micobactérias e usar
todos os métodos disponiveis para separar e identificar as espécies.

Palavras-Chave. cultura mista, micobactérias, Mycobacterium tuberculosis, micobactérias ndo
tubercul osas.

ABSTRACT

Careful examination of occurrence of mixed mycobacteria cultures isimportant because most of them
include at least one pathogenic agent. Among 8,036 mycobacterial cultures samples received between
1999 and 2000 at the Mycobacteria Laboratory of Instituto Adolfo Lutz, 21 (0.26%) classified as mixed
cultures were selected for being investigated. For this, the use of 7H11 plate was included for colonies
isolation. The isolated colonies were then subcultured into Lowenstein-Jensen media and incubated at
37°C. Theisolates were identified by phenotypic tests and by PCR restriction enzyme analysis of hsp65
gene. The analysis of those 21 mixed cultures showed the occurrence of M. tuberculosis and non-
tuberculous mycobacteria(NTM) in eight samples, three cultureswith two speciesof NTM , and ten with
only one specie of mycabacteria. The results of this study suggest that microbiology technicians should
be aware of mixed cultures and apply every practical method available to separate and to identify the
involved mycobacteria species.

Key Words. mixed culture, mycobacteria, Mycobacterium tuberculosis, non tuberculous mycobacteria
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INTRODUCAO

Asculturas mistas de micobactérias podem ocorrer apos
0 processamento de um Unico espécime biol 6gico, coletado de
paciente com tubercul ose cavitaria e co-infectado com outra
espécie de micobactéria. Contudo, néo se pode descartar a
possibilidade de colonizagdo ocasional por micobactérias
ambientais ou mesmo contaminacdo cruzada dos espécimes
biolégicos durante os procedimentos de coleta ou técnico-
laboratoriais®®.

A investigacdo da presenca de culturas mistas é
importante pois quando duas espécies de micobactérias estdo
presentes em um espécime biol6gico geralmente uma é
patogénicaou potencia mente patogénicae afahaemidentifica
ladificultao diagndstico do paciente. Contudo estando € uma
tarefafécil e requer técnicos experientes capazes de reconhecer
diferencas sutis na tentativa de separar culturas mistas
sugeridas por resultados aberrantesem meios usados para 0s
testes fenotipicos®. Nas culturas provenientes de pacientes
infectados pelo HIV, as espécies do complexo M. avium e M.
kansasii, que geralmente causam doenca disseminada podem
estar associadas com M. tuberculosis +47€,

Diversos estudos internacionais tém relatado o
isolamento de culturas mistas nos espécimes biolégicos de
pacientes com ou sem Aids. Tsukamura et al .8, apds o estudo
de 97 culturas de micobactérias isoladas de pacientes com
tuberculose detectaram 11 (11,3%) culturas mistas com as
espéci es dos complexos M. tuberculosis e M. avium. Young et
al.%, ao estudar 104 culturas de micobactérias isoladas de
pacientes com Aids detectaram a presenca de seis (5,8%)
culturas mistas com as espécies do complexo M. avium: cinco
com M. gordonae eumacom M. kansasii. Kiehn e Cammarata’
caracterizaram infeccdo mistaem doi s paci entes com Aids apos
0 isolamento de duas espécies de micobactérias, M.
tuberculosis e M. avium, do sangue desses pacientes. Bogner
et a., analisaram 114 culturas de M. avium obtidas ap6s o
processamento de materiais biol 6gicos de pacientes com Aids
einfeccdo sistémica, dentreestas 7 (6,14 %) eram culturas mistas
com outra espécie de micobactéria e 1 (0,9 %) incluia M.
genavense e M. xenopi. Em S&o Paulo, Silvaet a.°, relataram a
associacdo das espécies M. tuberculosis e M. szulgai em um
paci ente com tubercul ose pulmonar.

O Setor de Micobactériasdo Ingtituto Adolfo Lutz (IAL)
recebe culturas em meio s6lido ou liquido, de diversos
laboratdrios do Estado de Sao Paulo, para a identificagdo da
espécie e adeterminagdo do perfil de suscetibilidade daespécie
M. tuberculosis as drogas.

Para direcionamento aos testes adequados, as culturas
em meio sOlido sdo avaliadas quanto aos aspectos
microscopicos: morfol ogiados bacilos é cool-acido resistentes
(BAAR), formacdo de corda e macroscopicos. caracteristicas
das coldnias, presencade pigmento'®!!, Geralmente as culturas
em meio liquido sdo avaliadas apenas quanto ao aspecto
microscopi co no entanto, aavaliagéo do tipo de floculacdo que
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se forma ou da presenca de pigmento no sedimento pode ser
util.

Foi objetivo desse estudo avaliar a importancia do
isolamento de col 6nias e daidentificagéo das espécies presentes
em culturas de micobactérias de dificil elucidagdo, recebidas
pel o Setor de Micobactériasdo I nstituto Adolfo L utz no periodo
entre 1999 e 2000.

MATERIAL E METODOS

O Setor de Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz-S&o
Paulo examinou 8036 culturas entre 1999 e 2000. Dessas, 21
com resultados aberrantes nos testes fenotipicos, foram
conservadas a -70°C em migangas de vidro umedecidas com
meio de Sauton adicionado de 10% de glicerol, para posterior
elucidacéo®.

Essas culturasforam feitas a partir de 18 escarros, dois
ganglios e um sangue, colhidosde 19 pacientes. Treze culturas
apresentaram aspectos macroscopicos e microscopicos de
micobactérias ndo tuberculosas (MNT) e resultados
inconclusivos quando submetidas aos testes fenotipicos. Oito
culturas sugeriram a presenca de M. tuberculosis e MNT por
apresentarem crescimento de BAAR em meio de Léwenstein
Jensen (LJ), com caracteristicas morfoldgicas diferentes
dagueles crescidos em meio de LJ adicionado de 500ug/ml de
acido p-nitrobenzéico.

Para esse estudo as culturas foram recuperadas a partir
da inoculacdo das micangas de vidro em meio Lowenstein
Jensen, seguida de incubacdo a 37°C por 30 dias. Apos 0
crescimento foi feita uma suspensdo da bactéria em agua
destilada estéril, na turvagéo da escala 1 de McFarland. Essa
suspensdo foi semeadaem placascom meio Middlebrook 7H11,
com auxilio de uma al¢a de 10ul de modo a obter colbnias
isoladas. As placas foram incubadas a 37°C por 20 dias e
observadas com auxilio de um estereoscopio para a andise
guantitativa e qualitativa das coldnias®.

As colbnias isoladas foram subcultivadas em meio de
Lowenstein Jensen e apds o crescimento os repiques foram
submetidos a 22 testes fenotipicos convencionalmente usados
para identificagdo de espécies do género Mycobacterium?®101415,
A identificago genctipicafoi realizada pela andise do perfil de
restricdo do produto da amplificacdo de 440 pares de bases do
genehsp65 (PRA) cujanaturezaconservadapermiteadiferenciacéo
das micobactérias®. Os oligonucleotideos iniciadores da reacao
deamplificacBoforam Th11 (5 - ACCAACGATGGTGTGTCCAT)
eTh12(5-CTTGTCGAACCGCATACCCT) easenzimesttilizedas
nadigestdo do produto foram BstEll e Haelll.

RESULTADOS

ApOs a semeadura das 21 culturas, em meio de 7H11,
onze placas mostraram dois tipos de coldnias e dez apenas um
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tipo. A Tabela 1 mostra a origem dos 32 subcultivos obtidos.
As nove colbnias rugosas foram identificadas como
pertencentes ao complexo M. tuberculosis pelos resultados de
producéo de niacina, reducdo do nitrato einativacdo dacatal ase
a 68°C. As 23 colbnias lisas foram submetidas aos testes
fenotipicos e os resultados constam da Tabela 2, bem como os
resultados de identificacdo obtidos com atécnicade PRA.

DISCUSSAO

O género Mycobacterium tem como caracteristica o
crescimento confluente que dificultaoisolamento eadefinicdo
de mais de um tipo morfol 6gi co quando o espécime biol 6gico é
cultivado em meio sdlido e o tempo de crescimento lento que
inviabiliza o plagueamento de todas as culturas.

A observacdo de 21 culturas mistas ndo reflete a
freqUénciareal destaocorrénciaem nosso laboratério poisessa
busca ndo foi sistematica mas, mostra a importancia da
investigagdo detalhada de culturas mistas, ja anteriormente
relatadanaliteraturapor Grosset al .2,

Entre 11 culturas com duas espécies bacterianas
encontradas nesse estudo, oito (73%) incluiam a espécie M.
tuberculosis. Esses resultados foram concordantes com os de
outras publicactes que relataram, na maioria das vezes, a
presenca de ao menos uma espéci e de micobactériapatogénica
ou potencia mente patogénica nas culturas mistas34679,

O isolamento de apenas um tipo de coldnia nos
subcultivos de dez culturas do estudo é sugestivo de que a
outra espécie presente na cultura original néo foi recuperada.

O subcultivo 20 apresentou resultado fenotipico
inconclusivo. Foram realizados 22 testes, 20 apresentaram
resultados compativeis com o padrédo de MAC mas, com
hidrélise do tween e reducdo do nitrato sugestivos de M.
kansasii. A culturaorigina foi identificadapelo PRA como M.
kansasii mas o PRA do subcultivo apresentou apenas o perfil

de M. avium |. Esses resultados podem ser explicados pela
extremadificuldade emisolar unidadesformadoras de colénias,
mesmo entre espécies diferentes, por caracteristicas de
crescimento proéprias do género.

Os subcultivos 6 e 16 originaram-se de culturas de
escarros colhidos do mesmo paciente nos anos de 1999 e
2000. A culturaoriginal mostrou perfil de MAC, exceto pela
reducdo do nitrato que sugeriu a presenca conjunta de outra
espécie. A culturaoriginal foi identificadapelo PRA como M.
tuberculosis mas o PRA do subcultivo apresentou apenas o
perfil M. avium|.

Ossubcultivos 8 e 17 originaram-se respectivamente de
culturas de escarro e sangue col hidos do mesmo paciente nos
anos de 1999 e 2000. As culturas originais mostraram perfil
fenotipico inconclusivo: perfil de MAC, exceto pela redugdo
do nitrato que sugeriu a presenca conjunta de outra espécie. O
método de PRA mostrou apresencadaespécie M. tuberculosis.
Nos dois subcultivos os testes fenotipicos identificaram MAC
€0 método PRA confirmou a presenca daespécie M. avium I1.
Como a presencga de M. avium no sangue pode sugerir a
presenca de umadoencadisseminadaaelucidacdo imediatado
diagndstico teria sido importante para o estabelecimento de
terapéutica adequada ao paciente’.

Os resultados obtidos, com os subcultivos 6,8,16,17
onde houve evidénciasdapresencade M. tuberculosis, mostram
a necessidade de um periodo de incubagdo prolongado das
placas, mesmo ap0s a visualizacdo de colbnias lisas, 0 que
possibilitou o desenvolvimento de colGnias apartir de espécies
de crescimento maislento.

Os resultados de identificag@o obtidos com as duas
técnicas utilizadas nesse estudo, mostraram a utilidade da
técnica de PRA na elucidagdo de resultados fenotipicos
inconclusivos embora permanega clara a preocupagdo com a
dificuldade de isolamento de microrganismos com
caracteristicas de crescimento muito diferentes que podem
aparecer em associacdo. Microrganismos capazes de

Tabela 1. Caracterizagdo dos subcultivos originados do plaqueamento das 2 culturas recuperadas para elucidacdo da

identificac8o das espécies do género Mycobacterium.

Espécime CulturasN=21
biol6gico
Subcultivos com dois tipos de colénias Subcultivos com um tipo de coldnia
N=11 N=10
L.Acromdgena L.Pigmentada Rugosa L.Acromdgena L.Pigmentada Rugosa
Escarro N=11 N=2 N=7 N=6 N=1 N=1
(12,3,7,911,12, (3a,11a)* (1a,2a,7a9a, (6,8,10,15, (2)* 4
13,18,19a/b)* 12a,133,18a)* 16,20)*
Ganglio N=1 - N=1 N=1 - -
O (5a)* 4y
Sangue - - - N=1 - -
@7y

L=lisa,N= numero,*=identificador dos subcultivos em placas
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crescimento mais rapido podem prejudicar a recuperacéo de
outros com caracteristicas mais lentas por consumo de
nutrientes.

O método de PRA foi importante para identificar as
espéciesM. avium, M. intracellulare e M. abcessus anteriormente
relatadas respectivamente como complexos M. avium e M.
chelonae e definir os padrdes das espécies M. avium | ell e M.
gordonae | eV . Foi também importante paraaidentificagéo do
subcultivo 3a como M. triviale anteriormente relatado como
micobactéria de crescimento lento escotocromégena.

CONCLUSAO

O tempo de crescimento lento das micobactérias
inviabiliza o plagueamento de todas as culturas pois este
procedimento acarretariademoranaliberacdo do resultado final
dos testes, além de representar gastos excessivos em &reas
endémicas, geralmente com escassos recursos econdémicos.

Embora as dificuldades mencionadas, os
microbiologistas devem estar atentos quanto a presenca de
culturas mistas de micobactérias e usar todos os métodos
disponiveis para separar e identificar as espécies.

RECOMENDACOES

1 Semear em placas aquelas culturas com caracteristicas de
culturas mistas quando:

e 0 exame microscopico dos bacilosdlcool-acido resistentes
mostrar mais de um tipo morfol 6gico

e 0 exame macroscopico das culturas evidenciar mais de
um tipo de col6nia

¢ 0s resultados dos testes fenotipicos forem aberrantes

e 0 crescimento no meio de LJ for sugestivo de
M.tuberculosis e no meio de LJcom 500 ug/ml de écido
p-nitrobenzoico for sugestivo de micobactérias néao
tubercul osas.

2. Quando no crescimento em placasforem observadas coldnias
de um s0 aspecto, é importante a reincubacdo por periodos
maislongos, para que haja possibilidade do crescimento de
outras cujo desenvolvimento seja mais lento.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
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RESUMO

Asareiasde &reasdelazer podem representar um importante ecotopo paraatransmissao de varias zoonoses
parasitérias, dentre elas a Larva Migrans Cuténea (LM C), causada pela penetracéo na pele humana das
larvas de ancilostomideos de caes e gatos. Neste estudo investigou-se a contaminacdo dos tanques de
areia por ovos €/ou larvas de Ancylostoma sp. das areas de recreacdo infantil existentes em 11 pragas
publicas do municipio de Ribeiréo Preto. Entre maio adezembro de 2003, foram col etadas cinco amostras
de areia de cada érea de recreacdo. A recuperacéo das larvas foi realizada pelo método de Baermann,
enquanto que para a detec¢do dos ovos utilizou-se a técnica da centrifugo-flutuacdio com solucdes
saturadas de sulfato de magnésio contendo 5% deiodeto de potéssio (d = 1,33 g/cm®) ede sulfato dezinco
(d=1,20 g/cm?), apdés um lavado prévio com Tween 80. A presencadelarvasfoi observadaem seis (54%)
areas de recreagdo, sendo que em quatro (36%) delas foram encontrados ovos de Ancylostoma sp. Estes
resultados indicam um risco paraaocorrénciada LM C nos usudrios destas éreas.

Palavras-Chave. Ancylostoma sp. areia, pragas publicas, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo.

ABSTRACT

Sandpitsin recreational areas may represent animportant environment for transmission of several parasite
zoonosis, among them the Cutaneous Larva Migrans (CLM), caused by the penetration of Ancylostoma
sp. larvae from dogs and cats through human skin. Contamination of sandpits by Ancylostoma sp. eggs or
larvae wasinvestigated in children recreational areasfrom 11 public squares of Ribeirdo Preto. From May
to December, 2003, five sand samples were collected from each recreational area. Larvae recovery was
performed by means of Baermann’smethod, while egg detection was done by centrifugal -fl otation technique
in saturated solutions of magnesium sulphate with 5% potassium iodide (d = 1,33 g/cm?® ), and zinc
sulphate (d = 1,20 g/cm?®), after washing out with Tween 80. The presence of larvae was observed in six
(54%) recreational areas. In four (36%) of them Ancylosotoma sp. eggswerefound. Theseresultsindicate
arisk of acquiring CLM by the users of those areas.

Key Words. Ancylostoma sp. sand, public gardens, Ribeiréo Preto, S&o Paulo.
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INTRODUCAO

Os tanques de areia existentes em areas de lazer de
parques, pracas publicas e escolas infantis podem representar
um importante local de transmissdo de vérias zoonoses
parasitérias, constituindo um risco para a saide publica,
principalmente para as criangas que brincam nestes locais.
Dentre as maiscomumente transmitidasao homem, estdal arva
Migrans Cutanea (LM C), popul armente conhecidacomo “ bicho
geografico” ou “bicho das praias’, causada pela penetracéo
na pele das larvas de ancilostomideos, transmitidas de cées e
gatos. Os agentes eti ol 6gi cos mais comumente envolvidos sao
o Ancylostoma caninum encontrado em caese o A. braziliense
gue infecta cdes e gatos!. Os animais parasitados eliminam os
0V0s No Meio externo através das fezes, onde transformam-se
em larvas infectantes de 3° estagio, as quais S0 muito
resistentes as acbes adversas do ambiente, podendo
permanecer no meio externo até cerca de um ano*. O homem
pode se infectar pelaingestdo das larvas ou mais comumente,
através da penetragéo diretapelapele'. A migragéo larvériaé
caracterizada pel o aparecimento de lesdes serpiginosas napele,
com a producéo de corddes eritematosos e pruriginosos, que
podem ser observados entre uma a duas semanas apos a
exposi¢ao. Como o ser humano néo é o hospedeiro habitual do
parasita, este ndo consegue completar seu ciclo devida, sendo
gue as larvas morrem dentro de poucas semanas, mas
ocasionalmente, podem persistir por mais de um ano'. O

diagndstico da LMC é essencialmente clinico e apesar da
infeccdo ser autolimitada, muitos pacientes necessitam de
tratamento para o alivio dos sintomas. Geralmente amigragao
larvéria se restringe a epiderme, mas recentemente, foi
demonstrado que o A. caninum pode migrar além da pele,
causando manifestacdes sistémicas como sindrome de L 6effler?
eenterite eosinofilica®. Emdiversos municipiosdo Brasil, jafoi
relatada a contaminagcdo por ovos e/ou larvas de
ancilostomideos em areias e solos de areas publicas e de
escolas*®. Surtosde LMC foram descritosem Campo Grande,
MS, por Aradjo et a.t , com o acometimento de 37,5% dos
alunosde umaescola infantil, em Belo Horizonte, MG, por Lima
et a.’, quando 28,3% das criangas matri culadas em umacreche
foram afetadas e por Santarém et a.° no municipio de Taciba,
SP, com aocorrénciaentre 1999 e 2001, de 4 a7 casos por més,
de criangas que freqlientavam um parque de recreagéo publico.

O objetivo deste estudo foi investigar a contaminagdo
das areias dos tanques de &reas de recreacdo infantil existentes
em pragas publicas do municipio de Ribeir&o Preto, chamando
aatencdo para o risco da ocorrénciada LMC.

O municipio de Ribeiréo Preto, localizado na regido
nordeste do Estado de S&o Paulo, possui 160 pragas semi ou
total mente urbanizadas, incluindo o Distrito de Bonfim Paulista,
segundo cadastro do Setor de Parques e Jardins do municipio.
Dentre estas pragas, 11 possuem areas de recreacdo infantil
com tanques de areia. Entre maio adezembro de 2003, estas 11
pragas foram visitadas uma Unica vez, recolhendo-se de cada

Tabela 1. Presenca de larvas €/ou ovos de Ancylostoma sp. nas areias de &reas de recreacdo infantil de 11 pracas publicas.

Municipio de Ribeirdo Preto, SP, Brasil.

PRACASCONTAMINADAS COM Ancylostoma sp.

ovos LARVAS
Pracas Investigadas* MgSO, ZnSO, meétodo de Baermann
Adv. Francisco Montezuma (-) (-) +
Augusto Apparecido Mazza (-) (-) (-)
Chico Mendes (-) (-) (-)
Com. Rémulo Morandini (-) (-) (-)
Coragdo deMaria + + +
DaPaz + + +
Jardim Interlagos (-) (-) (-)
(sem denominag&o)
Papa Jo&o Paulo | + (-) +
Professor Makiguchi (-) (-) (-)
SantaLuzia + + +
Sdo Mateus (-) (-) +
» o7 [o¢] 06
Total Positivo (36,0%) 27.0%) (B4,0%)
: o7 (0} (05}
Negativo (64.0%) (73.0%) (46,0%)
+: presenca (-):auséncia

*Fonte: cadastro do Setor de Parques e Jardins da Prefeitura Municipal de Ribeiréo Preto
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areaderecreacdo, cinco amostras de areiade aproximadamente
250 gramas cada, preferencialmente das areas Umidas e
sombreadas, respeitando-se uma disténcia minimade 1 metro
dequalquer material fecal visivel. Asamostrasforam coletadas
até uma profundidade de 5 cm da superficie, armazenadas em
sacos plésticos e transportadas em caixa de isopor com gelo
até o laboratdrio. A recuperagdo das larvas de Ancylostoma sp.
foi realizada pelo método de Baermannt?, utilizando 30 gramas
de areia. Para a pesquisa de ovos de Ancylostoma, foram
retiradas 20 gramas de cada amostrade areia, sendo divididas
em duas aliquotas de 10 gramas que foram colocadas em tubos
de centrifugacéo de 50 ml. As amostras foram lavadas com
Tween 80, deixando-as repousar por 20 minutos. Apos este
tempo, ressuspendeu-se os sedimentos, completando-se 0s
tubos com solucdes saturadas de sulfato de magnésio com 5%
deiodeto de potéssio (d = 1,33 g/cm?®) edesulfato dezinco (d
= 1,20 g/lcm?®). Apds centrifugagdo, aliquotas do material
sobrenadante foram transferidas para |aminas de vidro,
adicionando-se lugol e examinadas em microscopiadptica.

Dentreas 11 &reasderecreacdo investigadas, seis (54%)
apresentaram larvas de Ancylostoma sp., sendo que em quatro
(36%) delas foi constatado também a presenca de ovos de
ancilostomideos. Na Tabela 1 est&o indicadas as pracas onde
foram encontrados ovos e/ou larvas de Ancylostoma sp., de
acordo com atécnica diagnéstica empregada.

O encontro de larvas e/ou ovos de ancilostomideos em
amostras de solo e areiade diferentes municipiosdo Brasil, tem
sido relatado por varios autores*>878° Entretanto, as
comparagdes dos achados ficam prejudicadas devido a vérios
fatores como a diversidade das condi¢8es climaticas e
ambientais das localidades pesquisadas, métodos de coleta
utilizados, técnicas diagnosticas empregadas, etc. Chieffi et
al .® analisando amostras de solo de 15 localidades urbanas do
municipio de Londrina, PR, detectou a presenca de ovos de
Ancylostomidae emumadelas. Em Salvador, BA, Alcantaraet
al.* investigaram amostras de solo de 12 parques e pragas
publicas, 18 ruas e 9 praias, encontrando uma freqiiéncia de
0,6% de ovos de ancilostomideos. Nunes et a .2 avaliando as
areias de areas de lazer de 28 escolasinfantis do municipio de
Aracatuba, SP, no verdo e no inverno, observaram larvas de
Ancylostoma sp. em 37,5% das escolas no veréo e em 46,4% no
inverno e a presenca de ovos de Ancylostoma sp. em 0,56%
dasamostras analisadas. No municipio de Taciba, SP, Santarém
et a.% investigando 4 caixas de areiade um parque de recreagdo
publica, encontraram larvas de Ancylostoma sp. nas amostras
do campo defutebol e daareadelazer infantil.
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Os resultados obtidos neste estudo demonstram
pioneiramente a existéncia de um problema de salide publica
em Ribeirdo Preto, devido ao risco da infeccdo humana por
larvas de Ancylostoma sp. nas &reas de recreagdo investigadas,
particularmente para as criangas que fregiientam estes locais.
No momento da pesquisa, observou-se que apesar de todas as
areas de recreacdo possuirem cercas detelas, algumas estavam
danificadas e que os portdes estavam abertos, permitindo o
livre acesso de animais aestes|ocais. Os autores recomendam
como medidas de prevencao daocorrénciade LMC, o conserto
das telas de protecéo, a manutencdo dos portdes fechados, a
troca de areia destes locais e a orientagdo educativa da

popul agéo.
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Standardization and evaluation of molecular methods to detect
oocysts of Cryptosporidium spp. (Apicomplexa: Cryptosporiidae)
in faecal samples: extraction of genomic DNA and PCR
(polymerase chain reaction)

Carvalho-Almeida, T. T. Padronizagdo e avaliacdo de métodos moleculares para detecgdo de oocistos de Cryptosporidium sp.
(Apicomplexa: Cryptosporiidae) emamostras fecais: extracao de DNA gendmico e PCR (reagéo em cadeia pela polimerase). Séo
Paulo - SP. 2004. [ Tese de Doutorado — Area: Préti cas em Satlde Publica— Facul dade de Salide Pdblica— USP)]. Orientadora: Profa.

Dra. MariaHelenaMatté.

The protozoan parasite Cryptosporidium parvum has
become recognised as important emerging human pathogens.
For molecular studies, most of the techniques to extract
genomic DNA requirethe use of imported kitsto concentrate,
rupture the very resistant oocyst wall, and purify the DNA
from the samples matrix. The aim of this study wasto develop
asimple and rapid method based on polymerase chain reaction
(PCR) to detect Cryptosporidium in preserved faeces. Oocysts
were concentrated from faecal specimens by flotation on
sucrose gradient. Genomic DNA was prepared from purified
oocysts by adding a lysis buffer containing 70 mM
B-mercaptoethanol, digested with proteinase K and extracted
with phenol-chlorophorm-isoamyl. The standardization was
started by performing a one step PCR to detect
Cryptosporidium spp. using a generic set of primer (AWA).

To detect C. parvum a one step PCR was assayed using the
specific primer (LAX). Toincreasethe sensitivity of themethod,
were tested nested-PCR assays, using an outer primer (X1A).
Thirty nine DNA samples were analysed from the standard
calf, 52 samplesfrom 17 patientsand 45 samplesfrom 14 animals.
Theresultswere: 54.28% positive samplesby single PCRAWA,
71.42% by nested-PCR, 67.74% by single PCR LAX and 44.44%
by nested-PCR for the standard calf. The overall positivity for
human and animal samples were: 34.48% by single PCR and
54.83% by nested-PCR for Cryptosporidium spp. and 16.00%
by single PCR and 50.00% by nested-PCR for C. parvum. Using
VistraGreen for staining agarose gel, yielded the visualisation
of the amplicons. These results show that this simple and cheap
method could beimproved to be used on the routine laboratory
work.

Tese disponivel naBiblioteca da Faculdade de Satide Piblica— USP.
Tesedisponivel online: www.teses.usp.br/teses/disponivei s/ 6/6135/tde-22032005-093557.

E-mall: ttravassos@ial.sp.gov.br

Evaluation of immune response and protection induced by
iImmunization with A2 and Lack antigens against experimental
Leishmania major and Leishmania amazonensis infection

Coelho, E. A. F. Avaliagéo dos niveis de prote¢do e da resposta imune induzida pela imunizagdo com os antigenos A2 e Lack na
infeccéo experimental com Leishmania (Leishmania) major e Leishmania (Leishmania) amazonensis. Belo Horizonte, MG 2004
[ Tese de doutorado Departamento de Bioquimica e Imunologia, Instituto de Ciéncias Biol dgicas, Universidade Federal de Minas
Gerais] Orientador: CarlosAlberto PereiraTavares

In an attempt to select candidate antigens for a
leishmaniasis vaccine, we investigated the protective effect of

Rev Inst Adolfo Lutz, 64(1):145, 2005

A2 and Lack antigens against L. amazonensis and/or L. major
infections in BALB/c mice. The Lack and A2 antigens were
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administered as Lack-MBP and A2-HIS recombinant proteins
associated or not to adjuvants(rlL-12 and/or allumen) or asDNA
plasmids ()CDNA3-A2 and pCl Neo-L ack) associated or not to
pCl-IL-12 DNA, as adjuvant. BALB/c mice wereimmunized in
their left hind footpadswith 2 doses of proteinsin 15 daysinterval.
Miceimmunized with plasmid DNA, received intramuscularly 2
dosesin 21 daysinterval. One month after, micewereinfected in
their right hind footpads with 1x10° or 1x10° stationary phase
promastigotesof L. amazonensis or L. major. Immunization with
recombinant proteins, associated to adjuvants or with DNA
plasmids, was abletoinduce arobust Thlimmuneresponseprior
to chalenge infection. However, only mice immunized with A2
antigen were protected against L. amazonensis challenge. A high
and sustained IFN-y production, increased levels of A2-specific
IgG2aantibodiesand low levelsof parasite-specific IgG antibodies

were detected. A2 protein administered alone did not induce
protection against infection; however, A2 DNA associated or not
by IL-12 DNA induced protection against L. amazonensis
challenge. In contrast, miceimmunized with Lack protein or Lack
DNA, associated or not by adjuvants, had low levels of IFN-y
and high levels of both Lack-specific and parasite-specific IgG1
antibodies and were not protected against L. amazonensis
infection. However, mice immunized with Lack antigen were
protected against L. major infection. Curioudly, the association
between A2 and Lack antigens in the same vaccine completely
abrogated the A2 specific immune responses and, consequently,
the protective effect of this antigen against L. amazonensis
challenge. We concluded that A2, but not Lack, fits the
requirements to compose a safe vaccine against tegumentary
leishmaniasis.

Tese disponivel naBiblioteca do Instituto de Ciéncias Bioldgicas

enaBibliotecaCentral daUniversidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

e-mail: dudafercoel ho@yahoo.com.br

Study of quantification and validation methodologies of soy
proteins and collagen and technological uses in meat products

DéellaTorre, J.C.M. Proteinas de soja e coldgeno: validacéo das metodo[ogias de quantificacdo e avaliagdo tecnoldgica do uso em
produtos carneos. Campinas— SP. 2004. [ Dissertacdo de Doutorado — Area: TecnologiadeAlimentos— Faculdade de Engenharia
deAlimentos— UNICAMP Campinas] Orientador: Dr. Nelson José Beraquet.

Comminuted meat products, such as frankfurters, fresh
ground sausages and hamburgers are exposed to fraud by the
abusive use of protein extensors of the types collagen and soy
proteins, used in meat products because of their technological
benefits, with reduced processing costs, although they are
considered limiting, with regard to essential amino-acids, and
producing adverse effects in sensory characteristics. The
effective control of addition levelsisnot properly controlled by
the Sanitary Surveillance bodies in Brazil, due to the lack of a
validated quantitative analytical methodology for soy proteins
and because there are no legal limits to collagen inclusion in
meat products. As a contribution to the establishment of
maximum contents and effective control of soy proteins and
collagen, this project sought: a) to validate intra-laboratorially
the official AOAC methodologies in the quantification of
hydroxyproline (collagen) and soy proteins in meat products;
b) to eval uate proximate composition and technol ogical influence
of extensors addiction to Lyoner sausage, and c) to present
both sensorial and physicochemical Adolfo Lutz Institute
analytical routine results of commercial products like
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frankfurters, fresh ground sausages and minced beef meat. The
formulation and processeswerethe commercially used for mest
emulsion batter, Lyoner sausage and canned emulsion. Beef
meat, pork backfat and ice quantities were balanced in order to
keep constant the 4.7 humidity : proteinratio aswell asthe 20%
lipid level, replaced with either texturized soy proteins (TSP,
Maxten E-100), texturi zed concentrated (CSP, Protel max TR-120)
and isolated (ISP, Supro 500E) in concentration of O to 6% or
connectivetissuefrom cooked pork rind or fresh beef connective
tissue recovered from cuts obtained by using the Skyner
machine, in the range 0 to 15%. The color parameters L*
(luminosity), a* (red) and b* (yellow) were measured using a
spectrophotometer (Minolta) and the compression hardnesswas
measured using aTextureAnayser (TAXT2i/25). The proximate
composition and pH were carried out according to Adolfo Lutz
Ingtitute’'sAnalytical Norms. Emulsion stability wasreported as
percent fat and gelatin released from sterilized canned emul sion.
A trained 9-member panel eval uated the sensory attributesusing
an unstructured 10 cm line scale, following the randomized
complete block design, with replicate judgments. Laboratorial
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consumer acceptance test was carried out using hedonic scale.
Theresultswere analyzed by ANOVA and Tukey test (p=0.05).
Theintra-laboratorially validation of aminoacid hydroxyproline
analysis methodology, using FAPAS/MAFF/UK inter-
laboratorial control canned meat conserve revealed sensibility
(quantification limit 0.0075g/100g), precision (CV below 4%),
accuracy (recovery rates 90-95%) and operation simplicity. The
ELISA immunoassay for soy protein quantification using raw
batter emulsion, pasteurized Lyoner sausage and sterilized
canned meat added with TSP, CSP and ISP, totalizing 39
treatments, reveal ed specificity, intraassay precision (CV bellow
6%), calibration curve linearity (r=0.980), sensibility
(quantification limit of 0.14g/100g for soy protein in sample);
however low accuracy, making necessary the standardization
of the method, since the comparative assays using kit ELISA-
TEK alowed rapid aqueous extraction of meat samplesinto a
liquid form suitable for the assay, with higher accuracy results.
The utilization of 0 to 6% soy proteins in Lyoner sausage
revealed the influence of TSP on red color improvement, with
no influenceon final product firmness and flavor. Moisture and
protein decreased, with dlight increase on ash and pH, improving
emulsion stability. The use of CSP reduced moisture and red
color intensity, resulted no changes in firmness and flavor,

increased pH and stabilized the emulsion. The presence of ISP
resulted product’s decreased red color intensity, firmness and
characteristic flavor, with lower moisture level and higher pH,
without improvement in the emulsion stability. Theutilization of
0to 15% pork rind and beef connectivetissueto Lyoner sausage
resulted an increase on toughness and residual connectivetissue
remaining at the end of mastication, aswell as linear increases
on collagen levels (r=0.97 and 0.99, respectively) and decrease
the emulsion stability. The characteristic flavor and color
attributeswere decreased by the pork rind replacement, resulting
inlower consumer’s acceptability. The commercial frankfurter-
type sausages revealed collagen median value of 1.7% and
commercial fresh ground sausages 1.8%, from total 103 samples
analyzed. The routine analysis of beef minced meat reveaed
appearance alterations due to connective tissue at high levels,
presenting collagen median values 123% higher compared with
beef minced meat bought in meat stores. Beef connectivetissue
fibersadditionin fresh minced beef meat revealed linear increase
in collagen (r=0.986) and fat, and decreasein moisture, ash, pH
and red color values, causing lower product acceptance. The
formulated hamburger revealed higher firmness, demanding a
greater number of mastications and presenting a less intense
characteristic flavor.

Tese disponivel naBibliotecada

Faculdade de EngenhariadeAlimentosUNICAMP (Campinas—SP) e
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Bibliotecado Instituto Adolfo Lutz (Sao Paulo - SP)
E-mail: jussarat@ial .sp.gov.br
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