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SUSCETIBILIDADE DE OEBUS VERSUTA ELLIOT
AO VIRUS DA PORADENITE INGUINAL (*)

LUIS DE SALES GOMES

Chefe da Sub-divisio de Microbiologia e Diagndstico do Instituto Adolfo Lutz

F. BARROS MAGALDI JORDAO

Técnica de laboratorio do Instituto Adolfo Lutz

A primeira referéncia & transmissio do virus da poradenite
inguinal a simios parece ter sido a de Bellard e Uribe?, consubstan-
ciada numa contribuicdo ao estudo da moléstia, apresentada ao
IV Congresso Venezuelano de Medicina, reunido em 1925. Nesse
trabalho, infelizmente pouco divulgado, os autores referem ter con-
seguido a reproducio experimental da linfogranulomatose inguinal
em “macaco capuchinho” (Cebus capuchinus), duas semanas apés a
inoculacdo de puz inguinal humano na regifio prepucial do macaco.

Hellestrom e Wassen 2, alguns ancs depois, anunciam o isola-
mento do virus, conseguindo infectar, por via transcraniana, Macacus
rhesus e Macacus cynomolgus.

A séguir, foi verificada, quer por inoculacdo prepucial quer
intracraniana, a sensibilidade de numerosas outras espécies como
sejam: Macacus innus, Cercocedbus fuliginosus e Cynocephalus
babuin, por Levaditi e colaboradores?®; Cebus fatuellus (capuchi-
nho castanho), Cellithriz jaccus (mico comum), Cebus penicillata,
Cercopithecus callithrixz, Cebus capuchinus, Cebus chrysopus, Hapale
penicillate e Erythrocebus patas, por Findlay ¢; Cercopithecus sa-
baeus, por Caminopetros, Phylactos e Photakis ; Troglodytes niger
(chipanzé) , por Levaditi, Mollaret e Reinié ¢; Macacus fuscatus, por
Miyagawa e colaboradores 7.

Entre os diversos simios pertencentes ao género Cebus e existen-
tes nas matas do Estado de S&e Paulo, um dos mais encontradicos é

*

Recebido para publicagiio em 24-2-1942.
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sem davida Cebus versuta Elliot 3; que, segundo a autorizada opinido
de O. Pinto?, é a espécie comum das zonas setentrional e ocidental
de S. Paulo, bem como da regido oeste do HEstado de Minas Gerais,

Cebus wersuta Elliot Q (n.o 1)

De captura relativamente facil e, por issc, de aquisicho pouco
onercsa, pensdmos na possibilidade de se prestar este simio ao forne-
cimento regular de antigeno poradénico para ser utilizado em reacgdes
intradérmicas (reacfo de Frei) para diagnéstico da moléstia de Nis
colas-Favre em suas multiplas manifestacées,
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De posse de um casal dessa espécie simia, que nos foi enviade
da regifo norte do Estado, inicidmos nossas experiéncias orientadas
no sentido de verificar sua suscetibilidade & moléstia. Para isso
utilizamos: como fonte de virus a amostra “Barc.” isolada anterior-
mente por um de nés (L. S. Gomes) e que vinha sendo mantida
por passagens em cérebro de camondongos brancos. A via de ine-
culacdo fol a intra-cerebral.

Os resultados desssa experiéncias sfo oS seguintes:

INOCULACAO DE VIRUS FORADENICO NO CEREBRO DE
CEBUS VERSUTA 2 (N.o 1)

Exemplar fémea pesando 2.200 grs. (ver Fig. 1). Recebeuy,
intracerebralmente, 0,4 cc. de suspenséo de cérebro de camondongo
(4.2 passagem) diluido a 10% em soro fisiolégico esteril e contro-
lado, no momento, quanto & viruléncia (série de camondongos) e
quanto & esterilidade para bactérias aerébias e anaerébias (meios
de cultura).

Obs.

2.° dia: A temperatura atingiu 40°C., tendoc o animal réjeita-
. do alimento, apresentando contudo certa vivacidade.

8.0 dia: Idem.-

40, 5.° dias: Houve ligeira baixa térmica. O simio alimenta-
se regularmente e mostra-se esperto.

6.0, 7.° ¢ 8.0 dins: Temperatura alta, de novo, e oscilante entre
3906 e 40°2 C.. Estado geral bom.

2.0 dia: Foi feita colheita de sangue venoso para pesquisa de
virus circulante (Temp. 40°C.).

A temperatura continuou ainda alta, até o 15.0 dia, tendendo
a normalizar-se durante alguns dias, apds os quais elevou-se ainda
a 39°, 8 para cair, depois, definitivamente na normal (Fig. 2).

Durante a infecgdo o macaco manteve-se sempre vivaz, acompa-
nnando com o olhar os menores movimentos desenvolvidos & sua
visinhanca. Nenhum esboco de paralisia nem de contratura mus-
cular. Certo grau de inapeténcia e febre eram os Unicos sinais de

moléstia. Peso 25 dias apds a inoculacdo — 1.700 grs. (deficit =
550 grs.).
Pesguisa de virus circulonte — O sangue, venogo colhido no

9.9 dia de infeccfio, depois de desfibrinado, foi testemunhado quanto
a esterilidade para bactérias, e inoculado no cérebro de camon-
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dongos brancos. Um primeiro grupo recebeu cerca de 0,02 ce. de
sangue puro; o outro grupo recebeu a mesma quantidade de sangue
diluido a 1:3 em sol. fisiolégica. Todos os camondongos adoeceram
4 dias apds a inoculacio, tendo o exame histolégico do cérebro dos
que foram sacrificados demonstrado a existéncia de uma meningite
monocitaria discreta.
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Curva térmica de Cebus versuta n.© 1

Um outro camondongo do 2.° grupo, 50 dias apés a inoculacéo,
embora aparentemente sfo, apresentava ainda sinais histoldgicos de
uma meningo-encefalite residual discreta (ver corte da Fig. 3).

Por outro lado, devemos esclarecer que esta amostra de virus
circulante nfo resistiu a mais de 3 passagens em serle, tornando-se,
na 4.2, completamente avirulenta.

Do conjunto dessas observagles verifica-se que 0 virus pora-
dénico circulou no simio experimentado, sendo a presenca desse virus
revelada no sangue, por meio do inoculacdo deste em cérebros de
camondongos brancos e por meio de passagens.

- Ags lesbes inflamatérias de tipo discreto encontradas nos ca-
mondongos, bem como a perda precoce de viruléncia nas passagens,
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explicar-se-iam provavelmente pela carga minima de virus gue os
glébulos brancos do sangue poderiam carregar, de acordo, aliis,
com as conclusGes de Levaditi, Ravaut, Lépine e Schoen, e de
Levaditi ¢ Reinié 12,

Fic. 3

Meningo-encefalite residual discreta, em camondongo inoculado com sangue

de Cebus wversuta n.® 1, e sacvificado 50 dias apds a inoculagio, 110 x

Vérios sfo os tipos de infeccdio experimental por virus poradé-
nico, em macacos inoculados no cérebro: agudo, sub-agudo e crénico.
Alem destes, referem-se Levaditi e colaboradores (op. ¢it.) & forma
inaparente na qual certos animais, embora infectados com amostra
virulenta, nfo deixam transparecer nenhum sintoma patolégico ma-
nifesto durante 30 ou 49 dias de observacfio. Mas, sacrificados
ao fim deste tempo, mostram, entretanto, na massa encefalica, alem
de alteracdes tipicas, abundante quantidade de virus revelada pelo
forte poder antigénico das suspensdes cerebrais. '

O tipo de infecgdo experimental que acabamos de ver em nosso
Cebus 1, poderia ser classificado como um tipo crénico-febril: febre,
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queda acentuada do peso e tempo de duracio da moléstia, entre
3 e 4 semanas. Sobrevivéncia do animal.

INOCULACAOQ DE VIRUS PORADENICO NO CEREBRO DE
CEBUS VERSUTA & (N.° 2)

O exemplar macho utilizado nesta segunda série de experiéncias
é o que se acha representado na Fig. 4. Peso: 4.500 grs.. Rece-
beu no cérebro 0,4 cc. de suspensio de cérebro de camondongo (36.2
passagem), diluido a 10% em soro fisiolégico e controlado, no mo-
mento, quanto & viruléncia — em série de 6 camondongos, e quants
o esterilidade para bactérias — em meios comuns de cultura.

Devemos anotar que a amostra “Barc.”, de virus poradénico,
embora j4 em 36.2 passagem, encontrava-se em étimas condicdes de
viruléncia, o que se podera verificar da ficha representada na Fig. 5.
E perfeitamente virulenta ela ainda se mantem até o momento em
que escrevemos este trabalho (60.% passagem),

Apés a inoculacéo, apresentou.o Cebus 2, em resumo, a seguinte
sintomatologia infecciosa:

Obs.

2.0 dia: Pouca mobilidade, tristeza, cabeca abaixada até a
proximidade do plano horizontal inferior da gaiola. Rejeitou ali-
mento. - Temp. méx. 39°,4C..

3.2 dia: Comeu duas bananas. Continua com a cabeca abai-
xada e sente tremores. Hemiplegia esquerda.

4.0 die: Manifesta fome, mas tem dificuldade de abrir a boca
para tomar o alimento.

5.0 dig: O animal nio se mantem mais sentado; estd sempre
deitado. Apresenta, de espaco a espaco, nos misculos ainda ativos,
fortes contraturas. Os maxilares continuam serrados. Foi san-
grado na veia safena e o sangue, posteriormente, inoculado em 6
camondongos. :

7.0 dia: Mesma atitude do dia anterior. Fotografia (ver fig. 6)

9.0 dia: Baixa brusca da temperatura, a 359,5C. e morte. Peso:
2.500 grs. (deficit no peso = 2.000 grs.).
Durante a infeccdo a temperatura oscilou entre 389,4C..e -

309,2C., descendo lentamente até a véspera da morte, quando entée
baixou bruscamente a 35°C. (ver quadro térmico da Fig. 7).
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A. infeccéo desenvolvida em Cebus 2, como se v8, enquadra-se
no chamado tipo agudo que é o mais habitual da forma meningo-
encefélica.

A mnecrdpsia foram colhidos fragmentos de érgfos e, com as
possiveis precaucles de assepsia, toda a massa encefalica para ser
utilizada na preparacio de suspensbes virulentas para passagens,
na preparacio de antigenos e na de cortes histolégicos. Os resul-

" tados dessas provas e exames serfo adeante relatados.

Pesquisa de virus circulante — Como no simio anterior, neste
tambem foi comprovada a existéncia do virus circulante. Esta
comprovacio fol feita pela inoculacio de sangue colhido durante a
moléstia, em série de camondongos.

Néo deixa de ser interessante o fato de se poder surpreender o
virus em circulacédo, mesmo quando o animal ndo acusa hipertermia,
como € o caso deste segundo Cebus. Aliés, -essa dispersio do virus
no organismo correria por conta (segundo a opinifio ja citada de Le-
vaditi e Reinié) dos glébulos brancos do sangue.

Mas, tal como se déra com a amostra circulante do Cebus 1, a
presente amostra tambem degenerou, ndo resistindo a mais de 3
passagens. '

INSTITUTO ADOLFO LUTZ:
SECCAO DE VIRUS

MaTERIAL woc. Virus porad8nico
rpocEpEncia | Bare. - Sta. Casa
LOTE DE CAMONDONGOS

Mo DE CAMONDONGOS INOC. 6
Ne DE PASSAGENS 36a.
DATA DA INOCULACEO 16-2-41
OBSERVACOES .
Dote ) ¥
Com Dias 45*3; ),? : 69 7‘% 8, 9510 P S T Ep e o e L Observacses

4 ] E

2 1S

a DD+

4 DDDIDDs

5 LDDDD

6 DDIDDY

== Morto, D==Doents; M = Moribundo, = Sacrificado; N =Normal fim observ.
Fic. 5

Ficha mostrando a atividade do virus poradénico (amostra Barc.v) num lote le 6 camon-
dongos (36.% passagem). '
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Prova de viruléncia do cérebro — Suspensdo de cérebro do
Cebus 2, foi inoculada em série de 6 camondongos, tendo estes apre-

sentado, alguns dias depois, sinais de moléstias e, ao exame histo-
l6gico do cérebro, meningo-encefalite. ‘

Cebus wersute n.0 2, 7 dias apds a inoculacio do
virus  poradénico  de  passagem. Paralisia  do

lado esquerdo.

Esta amostra “Barc.-Cebus” vem sendo mantida em camon-
dongos até a presente data, estando ja na 25.2 passagem e em con-
f=3 1 ¥ .
dicoes de o6tima viruléncia.

Prova da acdo antigénica do cérebro — O antigeno de cérebro
cie Cebus 2, preparado segundo a téenica comum {(suspenséo a 20% e
8 109% em sol. fisiolégica e inativacdo a 60° C., durante 1 hora, dois
dias), foi largamente usado em intradermo reacdes de Frei, em casos
de poradenite inguinal e de retite estenosante poradénica. paralela-
mente comparado com antigenos preparados com puz inguinal hu-
mano.

A equivaléncia de um e outro antigenos na positividade das rea-

¢es diz bem claro da presenca e da multiplicacéio do virus no ¢érebro
do macaco.
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Na fotografia da Fig, 8 pode-se confrontar a acfie dos dois
antigenos {(de Cebus 2 e humano), num caso de linfogranulomatose
de Nicolas-Favre. Vé-se ai que o antigeno simio (b) deu reacdo
intradérmica tdo fortemente positiva quanto o antigeno humano (a).
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Curva térmica de Cebus versute n.® 2

Erames histo-patolégicos — Durante o exame necroscépico que
se seguiu & morte do animal, colhemos, com as cautelas possiveis de
assepsia, toda a massa encefilica para exames histolégicos e para
preparacdo de antigeno. Ainda para exames histologicos, retiramos
pequenocs fragmentos de cada um dos demais 6rgdos do animal.

A Fig. 9 representa a microfotografia de um corte de cérebro
deste macaco, podendo-se verificar nele a existénecia de meningite
intensa, cortical e septal, alem de focos discretos de encefalite.

Alteractes importantes foram tambem notadas nos cortes de
rim, alteracdes estas consubstanciadas numa glomerulo-nefrite aguda
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conforme se verifica da microfotografia representada na Fig. 10,
Estas lesbes renais merecem aqui um registo especial, porquanto
ndo as vimos ainda assinaladas nos autores que tém se ocupado
com o estudo experimental deste virus, e cujas publicacfes se acham
ao alcance das nossas vistas.

Fie. 8

ReacBes de Frei positivas, obtidas com antigeno humano (A) e com antigeno

cerebral de Cebus wersnta n.° 2 (B), em doente de 4. moléstia venérea.

Nos cortes dos demais 6rgfos nada digno de nota foi encontrado.
Scmos muito gratos pelag atences dispensadas as nossas con-
sultas, aos distintos colegas Dr. Olivério Pinto, Ilustre diretor do
Depart. de Zoologia, da Secretaria da Agricultura de 8. Paulo, e Dr.

Jodo Montenegro, digno chefe da seccfio de anatomia patolégica do
Instituto Adolfo Lutz.



REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ

14

Fic. 9

Meningite intensa,

2.

versuta n.°

Cebus

Corte de cérebro de

110 x

de enccfalite.

discretos

Focos

cortical e septal.

B

o
N}\@% 5

,g«%ww

s
.
ke

ki

S

e

16, 10

F

versuta n.°

. 110 x

guda.

nefrite a

Glomerulo-

2.

Corte de rim de Cebus



VIRUS DA PORADENITE INGUINAL 15

RESUMO

Depois de reverém, ligeiramente, varios géneros e espécies de
macacos sensiveis ao virus da poradenite inguinal (Moléstia de Ni-
colas-Favre), fazem os A. A. uma série de experiéncias e pesquisas
no sentido de demonstrar a suscetibilidade ao referido virus, de
uma espécie simia comum nas zonas norte e ocidental do Estado de
S. Paulo: Cebus versuta Elliot.

Dois macacos desta espécie (@ e 3 ), inoculados intra-cerebral-
mente com virus poradénico de passagem em camondongo, apresen-
taram tipos de infecclo diversos:

10, — Cebus wversuta ¢. Febre e perda de peso foram os
tnicos sintomas de infeccfo. A febre durou cerca de 25 dias, apds
08 guais o macaco sarou. HKste tipo infeccioso poderia talvez ser
clagsificado como crénico-febril.

No 9.° dia da moléstia (temp. 40°C.) foi sangrado na veia
sendo demonstrada a presenca de virus circulante, por meio de ino-
culacdo deste sangue em cérebro de camondongos. O virus do
sangue manteve-se ativo durante 3 passagens, degenerando depois.

2.9 — Cebus versute &. Apresentou um tipo infeccioso agu-
do, acompanhado de paralisias, de grande perda de peso e de morte
no 9.° dia. No sangue deste exemplar foi demonstrada, tambem a
presenca de virus circulante, até 8.2 passagem em camondongo.

O cérebro mostrou-se virulento para camondongos e, em sus-
pensdo antigénica morta, deu reacdes de Frel positivas em doentes
de poradenite inguinal e de retite estenosante.

Cortes de cérebro deste macaco demonstraram a existéncia de

menigite intensa, cortical e septal, alem de focos discretos de en-
cefalite.

Cortes de rim mostraram a presenca de glomérulo-nefrite
aguda. Os A. A. chamam a atencfio para este ataque do virus ao
rim, fato que parece ndo ter sido ainda assinalado em infeccdes
experimentais com este virus.
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SUMMARY

After a quick review of the several genuses and species of
monkeys susceptible to infections by the virus of the inguinal pora-
denitis (disease of Nicolas-Favre) the A. A. carried on a series of
experiments and researches in order to show the susceptibility
to such virus infection by a species of monkey commonly found
in the Occidental and Northern zones of the State of S. Paulo
(Brazil), the so-called Cebus versuta Elliot.

Two monkeys of such species (¢ and ¢ ) when inoculated by
the intra-cerebral route with the poradenitis virus obtained from
man through serial intra-cerebral inoculation in mice, presented
different types of infection. '

1.° — Cebus versute ¢. The only symptom was fever and
loss of weigth. The fever lasted about 25 days after which the
monkey got well. This type of infection migth perhaps be classified
as chronic febrile. :

In the 9th day of disease (temp. 40°C.) it was bled from the
vein and the virus was demonstrated in the circulating blood by
intra-craneal inoculations in mice. The blood virus kept its power
to the third inoculation series thereafter loosing the disease produ-
cing properties.

2.0 — Cebus versute &, had an acute type of infection foi-
" lowed by paralysis, great loss: of weight and death in the 9th day.
In the blood of this specimen the presence of the virus was also
demonstred. '

“The brain of this monkey inoculated in mice produced the
disease and the dead antigenic suspensions of the same material
gave positive Frei reaction in patients with inguinal poradenitis
and stenosing rectitis.

Microscopical sections of the brain of this monkey showed
heavy meningitis both cortical and septal, besides discret encepha-
litis foci. o

In the kidneys was found an acute giomerulo-nefritis. The
A. A. call attention to the kidney lesions caused by the virus, a
fact, they think, so far not mentioned in experimental work with
such virus.



3 —
4 —

[ Jp—
7 —
8 —

10 —

11 —
12 —

VIRUS DA PORADENITE INGUINAL 1T

BIBLIOGRAFIA

BELLARD e URIRE — 1925, Apud Fmdlay (Trans. R Soc. Trop. Med. Hyg.
27 (35) June 1933).

HELLERSTROM, S. e WasseEN, E. — 1930, 7.° Congr. Int. Derm. Syph.
Copenhage, Agosto.

LEVADITI e COLAB. — 1932, Ann. Inst. Pasteur, 48 (27).

FINDLAY, G. M. 1932, The Lancet, 2 (11).
1938, Trans. of the Royal Soc. of Trop. Med. and Hyg., 27 (35) June.

.CAMINOPETROS, PHYLACTOS e PHOTAKIS — 1932, C. R. Soc. Biol.,, CX

(445).

LEVADITI, MOLLARET e REINIE — 1935, Bull. Ac. Med., 113 (439).
Mivagawa, Y. e COLAB. — 1935, Jap. Journ. of Exp. Med., 13 (1).
ELvnior — 1910, Ann. Mag. Nat. Hist.,, V (77) 8th Fev.

PiNTO, OLIVERIO — 1941, “Fapeis avulsos” do Dep. Zool. Secr. Agric.
S. Paulo, 1 art. 15 (111) Margo. ' :

S. GoMmEs, Luls pE — 1940, Brasil Médico, Ano LIV, n.e 47 (777) Nov.
1940, Rev. do Ass. Paulista de Med., XVII, n.o 4 (83) Outubro.

LEVADITI, RAVAUT, LEPINE e SCHOEN — 1931, C. B. Soc. Biol,, 107 (959).
LEVADITI e REINIE — 1933, C. R. Soc. Biol,, 118 (123).



ESTUDO COMPARATIVO DA CONTAGEM DE

GERMES DO LEITE EM PLACAS DE AGAR

“STANDARD” E AGAR-LEITE-TRIPTONA-GLI-

COSADO, E INCUBADAS AS TEMPERATURAS
DE 32 e 37°C. (¥)

BRUNO RANGEL PESTANA

Chefe da Sub-divisie de Bromatologia e Quimica do Instituto Adolfo Lutz

EMMA DE'LIMA

Técnica de laboratério do Instituto Adolfo Lutz

O leite, sendo um alimento completo e, como tal, insubstituivel
em todas as fases da vida humana, deve merecer da parte dos sani-
taristas grande atencéo.

O exame bacteriolégico é uma das principais, ou talvez a prin-
cipal prova a que deve ser submetido o leite, afim de ser verificado
0 seu grau de pureza.

No exame bacteriolégico, uma das partes principais tem sido a
contagem do nimero de germes encontrados no leite, pois a major
ou menor quantidade deles podera orientar sobre a qualidade do

- produto. :

Essa questio é objeto de estudos muito cuidadcsos.

Como é do conhecimento dos que se dedicam a esses estudos, a
composicdo do meio de cultura e a temperatura de incubacio sio
os dois fatores essenciais no exame bacteriolégico do leite.

O presente trabalho visa demonstrar as vantagens do emprego
de placas com agar-leite-triptona-glicosado na contagem de germes,
e de temperatura mais adequada ao crescimento dos germes habi-
tuais constantes da flora lactea.

Esse estudo foi dividido em duas partes:

1) Procuramos verificar o crescimento dos germes sob a -
fluéncia. do meio (agor “standard” e agar-leite-triptona-

glicosado) incubade em temperaturas diferentes, 32 e
37°C.;

(*) Recebido para publicacio em 12-3-42,
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20)  Verificimos o crescimento dos germes sob a influéncia da
temperatura, isto &, incubados a 32 e 37°C., em ambos os
meios.

Estas observacdes foram conduzidas durante 5 meses. Relata-
mos aqui os primeiros resultados obtidos.

INFLUENCIA DO MEIO

Até 20 de Fevereiro de 1941, o meio de cultura empregado na
seccio de “Controles Biolégicos”, do Instituto Adolfo Lutz, para a
contagem, em placas, do nimero de germes, era o agar “standard”?,
meio esse adotado oficialmente e cuja formula é a seguinte:

Adicionar 3 gramas de extrato de carne, 5 gramas de peptona
e 15 gramas de agar a 1.000 cc. de agua distilada. Ferver até que
todo o agar esteja dissolvido. Completar o volume perdido com
adgua distilada. Ajustar a reac8o de tal modo que a leitura do pH
depois da esterilizacdo esteja entre 6,4 —7,0.

Levar & temperatura de ebulicio, agitando frequentemente, com-
pletar o volume perdido com agua distilada e clarificar.

Distribuir em recipientes apropriados e esterilizar.

A substituicio desse meio, porem, ja vem sendo estudada desde
algum tempo por diversos autores.

Como foi verificado, existem no leite certos germes que se
desenvolvem muito. pobremente no agar “standard” e produzem
colonias de dimensdes tdo pequenas que se torna quasi -impossivel
a sua contagem. No leite crd, essas colonias sdo dadas como per-
tencentes ao estreptococo. No leite pasteurizado, elas tanto podem
pertencer ao estreptococo, que resiste & temperatura da pasteuriza-
cdo, como a germes esporulados, termoéfilos, facultativos ou obriga-
torios.

Por outro lado, hd tambem germes que nfo apresentam cresci-
mento visivel no agar “standard”, mas que se acham em estado
latente nas amostras de leite examinadas. Nessas condicdes, hé
grandes causas de erro na contagem dos germes das placas semeadas.

" Safford e Stark 2 demonstraram que a adicdo de leite desnatado
ao agar “standard” aumenta o nimero de coldnias da amostra de
leite nele inoculado. Essa investigacfo veio confirmar o trabalho de
Hiscox, Hoy, Lomax, Mattick e outros. Esse aumento chega a 17%.
A adicdo de glicose ao mesmo meio eleva esse aumento a 35%.
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Em 1935, Breed ?, estudando esse assunto, menciona 2 formu-
las de agar para a substituicdo do agar “standard”:

1°)  Agar-leite-triptona-glicosado;

20) Modificacao inglesa do agar “standard”. Ambas as for-
mulas contém leite cri. ‘

Yale e Pederson®, em 1936, procederam a uma série de exames
de leite, tanto pasteurizado como crid, estudando-os sob o ponto de
. vista da temperatura de incubacdo e do meio de cultura utilizado.

Os meios empregados foram o agar “standard” e o agar--leite-
triptona-glicosado, e as temperaturas variavam de 18 a 55°C.. Os
autores obtiveram resultado mais favoravel com o agar leite & tem-
peratura de 32°C., ou pouco menos, sobre o agar “standard” nas
mesmas condi¢des. '

No mesmo ano; Bowers e Hucker 5 publicaram minucioso traba~
Ihe sobre o mesmo assunto, estudando tambem a neopeptona em lugar
da triptona. Esse estudo veio confirmar os seguintes pontos de seu
trabalho ulterior: '

1°) que o agar-triptona-glicosado é mais eficiente do que o
agar “standard”, para o exame bacteriolégico do leite;

2°) que a adicio de leite desnatado, a esse meio, aumenta o
numero de coldnias; e, finalmente,

3°) que a triptona é 37% mais eficiente do que a neopeptona.

Yale ¢, em 1938, apresentou em trabalho muito bem desenvol-
vido o resultado de 42 investigacdes feitas por 56 laboratérios, sobre
24.000 amostras de leite erd, pasteurizado, feitas comparativamente
em agar “standard” e agar-leite-triptona-glicosado, 4s temperaturas
de 32 e 37°C., terminando com as conclusfes seguintes:

. “No meio contendo triptona, as colénias sdo maiores do que no
agar “standard”, sendo assim contadas com mais facilidade, tanto
por esse motivo como pela opacidade do meio”. '

Em 1939, Abele?, justificando a modificacio do meio de cultura
empregado pelo “Standard Methods for de Examination of Dairy
products”, apresenta substancioso trabalho em que faz um estudo
comparativo entre o agar-leite-triptona-glicosado (que designa por
agar-T-G-E-M), o agar-peptona-dextrosado (agar-A-A-M-M-C) e o
agar “standard” incubados a 32 e 37°C.. Estudou 335 amostras
de leite e cremes (criis e pasteurizados).

Demonstra o autor a eficiéncia do T-G-E-M sobre os outros meios
e a vantagem da incubacdo a 32°C.. ‘
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TECNICA

Meios empregados — No presente trabalho empregdmos o agar
“standard”?!, j& mencionado, e o agar-leite-triptona-glicosado, cuja
formula é a seguinte 8: :

7 1,5%
Extrato decarne ......... ..ot 0,3%
Triptona ... .o e e e 0,5%
Glicose . iviiiiiinn, e 0,1%

Aguya distilada

pH preferivel: 7,0. Antes da esterilizacio final adiciona-
se 19 de leite desnatado.

Amostras semeadas — Semeamos 398 amostras de leite pasteu-
rizado, algumas entradas diretamente para exame bacteriolbégico e
a maior parte para exame quimico.

Contagem das placas — Para apresentacio dos resultados, se-
paramos as placas em 8 grupos: “

1°) placas contaveis;

2°) - placas incontaveis;

3°) placas contaveis em agar “standard”;

4°%)  placas contaveis em agar-leite-triptona-glicosado;

5°) placas contiaveis a 32°C.; '

6°) placas contaveis a 37°C.;

7°)  placas contidveis em ambos os meios, e, finalmente,

89) placas contaveis em ambas as temperaturas.

Diluicoes — Com as primeiras 79 amostras, empregédmos dilui-
cOes diferentes, a comecar pela de 1/100 (sendo que essa diluicdo
era utilizada apenas para as amostras de leite de granja).

Da 80.2 amostra por diante, fixamos a diluicdo de 1,/10.000
para as semeaduras, por havermos verificado ser essa diluicdo a
mais constante. As diluicBes eram feitas com 4gua filtrada -este-
rilizada, empregando-se uma pipeta para cada diluicéo.

- Temperature — Até a 79.2 amostra empregamos apenas a tem-
peratura de 37°; dai por diante utilizimos as temperaturas de
37 e 82°C., comparativamente,

Tempo de imcubaglo — A contagem era feita apds 48 horas de
incubacéo.
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- Resultado — Conforme se poderd verificar no quadro que se
segue, a diferenca na contagem do nimero de germes, nos 2 meios,
ja4 se faz notar a 37°C. e essa diferenca se acentua ainda mais,
quando estudamos comparativamente os 2 meios diferentes, incuba-

dos & temperatura de 32°C..

Quapro I

Agar “stan- Agar - leite
N.o Data Diluigfo dard” n.° de | n.° de germes

germes por ccC. por cc.

370C. 370C.
30 | 20-2-41 | 1/100.000 | 8.400.000 | 9.800.000
31 ” ” 6.200.000 | 9.600.000
32 | 21-2-41 ” 5.600.000 | 8.000.000
33 | 28-2-41 ” 300.000 | 5.400.000
35 ” ” 300.000 | 3.200.000
36 ” ” 300.000 { 6.000.000
47 | 31-3-41 ” Incontavel | Incontavel
48 ” ” 25.000.000 |20.000.000
38 3-3-41 1/1.000 160.000 | Incontavel
39 ” ” 45.000 160.000
41 ] 10-3-41 ” 280.000 | Incontavel
44 | 20-3-41 ” 140.000 | Incontavel
45 | 22-3-41 »” 20.000 112.000
51 | 31-3-41 1/100 200 600
33 | 28-2-41 ] 1/10.000 | 1.870.000 | Incontavel
34 ” ” 2.150.000 | 2.360.000
35 ” ” 320.000 | Incontavel
36 " i 680.000 | Incontavel
37 3-3-41 ” 300.000 600.000
40 5-3-41 ” 2.020.000 | 1.950.000
42 | 10-3-41 ” 780.000 340.000
43 | 20-3-41 ” 400.000 | 1.800.000
11 | 22-3-41 ” 320.000 380.000
12 ” » 420.000 920.000
13 ” » 120.000 920.000
14 ” ” 500.000 190.000
15 ” ” 60.000 | 2.100.000
16 " ” 60.000 120.000
1 | 21-3-41 ” 210.000 280.000
2 ? ” 1.980.000 | 1.340.000
3 ” ” 560.000 640.000
4 ” ” 2.320.000 | 2.460.000
5 ” ” 320.000 840.000
6 »” i 300.000 § - 980.000




CONTAGEM DE GERMES DO LEITE

Agar “stan- Agar - leite
N.e Data Diluigio dard” n.° de | n.°© de germes
germes por cc. por cc.
370C. 370C.
7 121-3-41 1/10.000 60.000 900.000
8 ” ” Incontavel | Incontavel
9, ” ” 150.000 540.000
10 ? o Incontavel | Incontavel
46 | 22-3-41 » 140.000 150,000
17 | 24-3-41 ” Incontavel | Incontavel
i8 ” » 300.000 700.000
19 ” » 10.000 340.000
20 ” ” 500.000 490.000
21 » ” 210.000 230,000
22 ” ” Incontavel | Incontavel
23 26-3-41 » 150.000 940.000
24 ” ” 2.500.000 | Incontavel
25 » i 90.000 540.000
26 ” ” 150.000 380.000
27 ” ” 580.000 580.000
28 ” ” 380.000 | Incontavel
29 | 27-3-41 ” 30.000 40.000
30 ” ” 200.000 440.000
31 ? ” 450.000 580.000
32 ” » 80.000 140.000
33 ” ” 30.000 10.000
34 ” » 140.000 120.000
35 | 28-3-41 »” Incontavel | Incontavel
36 ” ” 700.000 900.000
37 ” ” 440,000 500.000
38 ” ” Incontavel | Incontavel
39 " ” 2.200.000 | 2.900.000
40 » » 800.000 | 1.000.000
41 29-3-41 » 2.600.000 | 2.750.000
42 ” ” 170.000 30.000
43 ” ” Incontavel | Incontavel
44 ” ” 460,000 340.000
45 - ? ” Incontavel ! Incontavel
46 ” » Incontavel | Incontavel
49 31-3-41 ” 1.500.000 | 1.450.000
50 » ” 50.000 500.000
52 ” ” 1.500.000 | 1.400.000
53 2-4-41 ” Incontavel | Incontavel
b4 ? ” 300.000 800.000
55 v ” Incontavel | Incontavel
56 i ” '80.000 120.000
57 ? » Incontavel | Incontavel
58 ” ” 60.000 80.000

23
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Influéncia da temperatura — O método de contagem em placas.
para o exame bacteriolégico do leite, sendo um trabalho de rotina,
exige estufas de grande capacidade e que mantenham uma tempe-
ratura uniforme e constante. _

Conforme fizemos notar no inicio deste trabalho, a influéncia
da temperatura foi o segundo ponto visado pelas nossas observacgoes.

A temperatura que adotdvamos para a incubacho das placas
semeadas no nosso servico, de acordo com o método “standard”, era
a de 37°C.. ,

A substituicio dessa temperatura de incubacfo tambem vem
sendo estudada por diversos autores, e alguns a estudaram junta-
mente com a substituicdo do meio de cultura.

Breed e Pederson ?, de 1930-1931, submeteram a prova as estu-
fas comung usadas para incubacio.

Yale, Pederson e Breed 1%, estudando a uniformidade- de tempe-
ratura exigida para o exame bacteriolégico do leite, concluiram que:

“A variacfo da temperatura das estufas é uma das principais
causas de erro na contagem de placas, procedida no trabalho roti-
neiro do “controle” de leite, pelo fato de estar a temperatura de .
37°C. no limite maximo da temperatura de crescimento dos varios
tipos de germes encontrados no leite®.

Em 1934, Pederson e Yale 11, apbs experiéncias feitas com 78
amostras de leite, incubadas em temperaturas que variavam de 21
a 55°C., por 48 horas de incubacfo, chegaram as seguintes con-
clusdes:

1°) A temperatura de 32°C. deve ser preferida & de 87°C. para
a incubacfo das placas destinadas & contagem dos germes
do leite;

2°) Com 48 horas de incubacio a 32°C. obtem-se maior nd-
mero: de colonias do que a 37°C., resultando uma avaliacio
melhor da qualidade do leite;

8°) A 32°C. ha menos erro na contagem do que a 37°C., devido
a variacdo de temperatura da estufa;

49) A porcentagem da contagem méxima, obtida em 48 horas,
varia consideravelmente a 37°C., porem é perfeitamente
constante a 32°C.

Ao experimentarmos o novo meio de cultura, adotamos giste-
maticamente a semeadura das placas em duplicata. Incubavamos
uma série a 37°C. e outra a 32°C..
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O resultado foi francamente satisfatério, quando empregamos
a temperatura de 32°C., apresentando um crescimento mais favo-
ravel, conforme se pode ver nos quadros seguintes: )

QUuUaDRO IT
Agar “stan- Agar - leite Agar “stan- Agar - leite
N.° Data Diluigio dard” n.° de | n.° de germes [ dard” n.° de {n.° de germes
germes por ccC. por‘ cc. germes por cC. por ce,
370C. 370C. 320C. 320C.

110 | 18-4-41 1/10.000 406.000 900.000 { 3.000.000 | Incontavel
111 ” ” 240.000 300.000 | 1.000.000 | 1.300.000
115 ? ? 470.000 740.000 | 1.200.000 | 1.700.000
119 » ” 1.040.000 | 1.270.000 | 2,.870.000 | Incontavel
120 ? i 300.000 { 1.050.000 | Incontavel | Incontavel
121 | 19-4-41 ” 1.880.000 | 1.640.000 | Incontavel | Incontavel
123 25-4-41 ” 200.000 300.000 950.000 | 1.940.000
124 T » 600.000 700.000 | 1.050.000 | 1.560.000
129 26-4-41 ” 320.000 830.000 30.000 400.000
131 i ” 2.1606.000 | 2.180.000 | 1.150.000 § 2.600.000
132 ” ” 270.000 410.000 350.000 700.000
135 i ? 1.600.000 | 2.250.000 | 2.000.000 § 2.500.000"
140 | 28-4-41 ” 2.500.000 | 2.860.000 | 2.200.000 Incontavel
142 z ” 1:800.000 | 1.900.000 § 3.800.000 | Incontavel
143 o 7 1.440.000 § 2.0206.000 | 1.900.000 | 2.700.000
152 | 30-4-41 ” 480.000 630.000 910.000 960.000
153 ” ” 290.000 520.000 690.000 | 1.180.000
154 ? ” 30.000 70.000 140.000 240.000
155 i ” 240.000 490.000 540,000 780,000
157 i ” 1.120.000 { 1.850.000 | 2.250.000 § 2.400.000
158 ” 7 300.000 430.000 870.000 920.000
159 ” ” 40.000 110.000 320.000 500.000
160 ” 7 1.030.000 750.000 { 1.990.000 | 2.030.000
161 » ” 570.000 680.000 | 1.230.000 | 1.770.000
162 ” ” 10.000 110.000 90.000 170.000
166 '} 1-5-41 ” 130.000 360.000 | 1.610.000 { 2.030.000
169 i ” 70.000 290.000 § 1.170.000 | 2.170.000
171 i ” 2.050.000 | 2.600.000 { Incontavel | Incontavel
53 ” ” 80.000 180.000 250.000 260.000

54 ” i 580.000 830.000 {. 1.120.00 | 1.150.000

179 2-5-41 ? 580,000 | 1.180.000 800.000 | 1.080.000
180 » ? 610.000 | 1.480.000 940.000 } 1.850.000
181 ” ” 2.510.000 | 2.720.000 | 2.620.000 | Incontavel
183 i ” &0.000 140.000 110.000 150.000
184 » » 620.000 | 1.190.000 680.000 | 1.070.000
188 | 7-5-41 7 — 1.450.000 |~ 80.000 | Incontavel
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Agar “stan- Agar - leite
N.o Data Diluigdo dard” n.° de | n.° de germes
germes por ce. por cc.
37¢C. 37¢C.

59 3-4-41 1/10.000 50.000 460.000

60 i ” 120.000 560.000

61 ” » 280.000 800.000

62 ” ” 80.000 220.000

63 » ” 80.000 800.000

64 » ” 40.000 60.000

66 4-4-41 » 280.000 340.000

67 ” » 2.900.000 | 3.000.000

68 ” i 2.800.000 | 2.600.000

69 ” ” 200.000 460.000

70 ” » 420.000 260.000

71 ‘” » Incontavel | Tncontavel

72 5-4-41 ” 60.000 430.000

73 ” ” 300.000 780.000

74 ? ” 320.000 -.400.000

75 ” ” 140.000 540.000

76 ? ” 200.000 140.000

77 ” ? 360.000 600.000

48 ” ” 300.000 800.000

78 7-4-41 ” 2.700.000 { 2.600.000

79 ” ” 300.000 200.000

80 ” i Incontavel | Inecontavel

81 ” ” Incontavel | Incontavel

83 ” i 1.500.000 | 1.800.000

84 9-4-41 ” 30.000 | 60.000

85 ” ” -400.000 | 1.200.000

26 ” ” 2.800.000 | 2.600.000

83 ” ? 2.800.000 | 3.000.000

92 | 15-4-41 ” 2.990.000 | 3.180.000

94 ” ” 460.000 500.000

95 ” ” 2.540.000 | 2.580.000

96 i ” Incontavel | Incontavel

97 | 16-4-41 ” 220.000 670.000

98 » » 480.000 840.000

100 ” ” 580.000 630.000
101 ” ” Incontavel | Tncontavel
108 | 17-4-41 ” Incontavel | Incontavel
104 ” ” Incontavel | Ineontavel
105 ” ” Incontavel | Incontavel
106 ” » 90.000 220.000
107 ”? ” Incontavel | Incontavel
108 i » 310.000 440.000
109 ” » 50.000 50.000
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dAgar “stan- Agar - leite Agar “stan- Agar - leite
N.o Data Dilui¢io dard” n.° de | n.° de germes | dard” n.° de | n.° de germes
germes por cc. por CC. germes por ccC. por ccC.
37°C. 37°C. 320(C, 320C,
189 | 7-5-41 1/10.000 160.000 | 1.100.000 480.000 | 1.860.000
190 ” ”- 80.000 470.000 300.000 | 1.200.000
191 ” ” 950.000 | 1.700.000 | Incontavel | Incontavel |
192 ” » 30.000 | 1.800.000 480.000 | 1.200.000
193 ! ” i 700.000 | 1.400.000 | 1.200.000 | Incontavel
194 ” ” 120.000 | 1.320.000 580.000 | Incontavel
198 | 8-5-41 i 1.270.000 | 1.580.000 | 1.940.000 | 2.240.000
201 ” ” 270.000 900.000 400.000 880.000
202 » ” 670.000 | 1.480.000 | Incontavel | Incontavel
203 ” ? 1.630.000 | 1.800.000 { 1.700.000 | 2.200.000
204 ” ” 2.220.000 | 2.540.000 | 2.200.000 | 3.000.000
206 ” » 1.320.000 | 2.090.000 | Incontavel | Incontavel
208 ? » 2.840.000 | 3.300.000 | Incontavel | Incontavel
56 ” 7 130.000 293.000 240.000 580.000
209 1 9-5-41 ” 1.500.000 | 1.700.000 | Incontavel | Incontavel
210 ” ” 800.000 650.000 700.000 | 1.200.000
211 ” 7 300.000 550.000 600.000 800.000
213 ” ” 60.000 600.000 300.000 720.000
215 ” ” 350.000 120.000 200.000 400.000
217 ” ” 140.000 400.000 300.000 600.000
219 ” 7 130.000 620.000 80.000 330.00)0
220 ” ” 110.000 980.000 120.000 980.000
222 | 14-5-41 ” 60.000 230.000 | Incontavel | Incontavel
225 ” 340.000 | 2.900.000 640.000 700.000
2217 » ” 720.000 | 1.290.000 | Incontavel | Incontavel
228 | 14-5-41 ” 2.890.000 | Incontavel | Incontavel | Incontavel
229 ” » 1.200.000 ! 1.800.000 | Incontavel | Incontavel
60 ” ? 320.000 500.000 | Incontavel | Incontavel
230 | 16-5-41 » 120.000 400.000 100.000 420.000
231 " i 800.000 900.000 | 1.370.000 | 1.580.000
232 v 1.600.000 | 2.000.000 | 1.450.000 | 2.100.000
237 ” ” 400.000 500.000 | 1.200.000 | 1.280.000
240 ” ” 1.800.000 | 1.600.000 | 2.100.000 | 3.000,000
61 i ” 100.000 110.000 60.000 150.0000
243 | 17-5-41 i ©70.000 120.000 70.000 250.000
244 ” ” 260.000 120.000 300.000 750.000
246 " ” 850.000 800.000 350.000 980.000
249 » ” 80.000 100.000 100.000 300.000
250 ” ” 340.000 350.000 610.000 880.000
251 ” ” 550.000 500.000 | 1.080.000 | 1.200.000
252 ” ” 1.200.000 | 1.550.000 | 2.250.000 | 3.000.000
253 ” ” 550.000 570.000 90,000 § 1.200.000
18-5-41 ” 1.650.000 | 1.700.000 | 2.200.000 | 2.580.000

254
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Agar “stan- Agar - leite Agar “stan- Agar - leite
N.o Data Diluigdo dard” n.° de {n.° de germes | dard” n.o de | n.° de germes

germes por cc. por ccC. germes por cc. por cc.

370C. 370C. 32°C, 320C.
256 | 18-6-41 1/10.000 600.000 570.000 | 20.000 700.000
257 ” » 500.000 540.000 800.000 { 1.000.000
258 ” » 1.500.000 | 2.000.000 | 2.300.000 } 3.000.000
259 » ” 50.000 20.000 700.000 |- 2.250.000
260 » ” 70.000 120.000 300.000 980.000
262 » ” 1.200.000 | 1.500.000 | 1.880.000 | 2.800.000 |
63 | 21-5-41 » 30.000 45.000 220.000 250.000
268 » » 1.650.000 { 2.850.000 | Incontavel | Incontavel
271 » ” 60.000 | 180.000 220,000 350.000
273 ” 7 450.000 | 1.800.000 § 1.200.000 3.000.000
276 | 22-b-41 » 180.000 200.000 270.000 800.000
278 » ” 1.200.000 | 1.400.000 | 1.400.000 | 1.600.000
279 ” » 280.000 320.000 400.000 | 400.000
280 ” » 180.000 180.000 350.000 450.000
281 ” ” 1.300.000 | 1.310.000 | 1.600.000 | 1.700.000
282 ? ” 400.000 600.000 | 1.530.000 | 1.850.000
284 v » 870.000 950.000 | Incontavel ! Incontavel
64 ” ” 250.000 300.000 90.000 790.000
QUADRO III

- Agar “stan- Agar - leite Agar “stan- | sowrze8 ap o'u
N.o Data Diluic3o dard” n.® de | n.° de germes | dard” n.° de | apop - 1eSy

germes por cc. por cc. germes por cc. por cc.

A 379C. 370C. 320C, 320C.

285 | 23-5-41 1/10.000 260.000 280.000 200.000 ©310.000
286 i o 120.000 100.000 180.000 350.000
288 » ” 20.000 80.000 210.000 300.000
289 » ” 100.000 80.000 100.000 270.000
290 » ” 100.000 250.000 400.000 570.000
292 » » 170.000 380.000 440.000 500.000
249 » ” 100.000 270.000 290.000 340.000
295 ” ” 20.000 10.000 30.000 100.000
296 ” ” 150.000 - 360.000 200.000 350.000
297 | 24-5-41 ” 80.000 150.000 150.000 850.000
304 ” ” 490.000 | 1.070.000 200.00¢ | 1.200.000
306 » » 320.000 480.000 360.000 850.000
308 » ” 180.000 290.000 650.000 | 1.060.000
311 | 26-5-41 » 300.000 370.000 320.000 400.000
316 » ” 150.000 200.000 160.000 200.000
318 » ” 150.000 340.000 400.000 850.000
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Agar “stan- Agar - leite Agar “stan- | Agar - leite

N.o Data Diluigéo dard” n.° de | n.° de germes | dard” n.° de | n.°© de germes

germes por cc. por cc. germes por cc. por cc.
370C. 37°C. 320C, 320C,

320 [ 26-5-41 1/10.000 320.000 350.000 400.000 550.000
322 | 27-5-41 » 100.000 130.000 100.000 190.000
324 » ” 330.000 440.000 630.000 910.000
325 » ” 600,000 850.000 960.000 | 1.090.000
327 | 27-5-41 ” 240.000 300.000 370.000 470.000
328 ” ” 140,000 170.000 170.000 200.000
329 ” ” 190.000 400.000 280.000 430.000
331 » ” 320.000 500.000 350.000 800.000
332 | 28-b-41 ” 100.000 150.000 160.000 190.000
334 ” ” 230.000 300.000 290.000 300.000
336 ” ” 100.000 150.000 110.000 300.000
337 ” * 560.000 | 1.000.000 910.000 | 1.110.000
338 ” ”» 60.000 160.000 120.000 160.000
340 » ” 180.000 230.000 200.000 250.000
341 ” ” 110.000 280.000 230.000 350.000
342 ” ” 450.000 520.000 380.000 750.000
69 | ” 3606.000 | 400.000 540.000 750.000
344 | 29-5-41 » 250,000 300.000 200.000 400.000
346 ” » 1.000.000 | 1.750.000 ; 3.000.000 | 3.300.000
356 | 30-5-41 » 320.000 | Incontavel 600.000 | Incontavel
357 » ” 80.000 | . 170.000 120.000 350.000
358 ” ” 200.000 | Incontavel | 1,000.000 | Incontavel
360 ” » 60.000 | 1.480.000 200.000 | 1.800.000
361 ” » 40.000 150.000 130.000 550.000
362 » » 160.000 | 2.150.000 250.000 | 2.200.000
363 . » ” 180.000 630.000 320.000 950.000
3864 ” » 110.000 680.-000 180.000 700.000
368 | 2.6-41 ” 60.000 150.000 40.000 750.000
369 » ” 70.000 200.000 60.000 '370.000
374 » » 600.000 800.000 700.000 830.000
376 | 4-6-41 ” 30.000 170.000 40.000 600.000
377 ” » 70.000 400.000 280.000 580.000
378 ” ” 100.000 350.000 80.000 300.000
379 » ”» 40.000 110.000 50.000 220.000
380 ” » 30.000 50.000 40.000 320.000
381 4-6-41 ” 20.000 90.000 20.000 650.000
382 ” ” 40.000 200.000 220.000 700.000
383 » ” 30.000 120.000 60.000 180.000
384 » ” 10.000 180.000 90.000 210.000
385 ” ” 20.000 300.000 100.000 420.000
- 386 »? » 10.000 230.000 90.000 270.000
387 » ” 50.000 120.000 10.000 130.000
73 » » 25.000 200.000 30.000 300.000
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Agar “stan- Agar - leite Agar “stan- Agar - leite
N.o Data Dilui¢do dard” n.° de | n.® de germes | dard” un.° de | n.° de germes
germes por ccC. por ce. gernies por cc. por ce.
37°C, 37°C. 32°C. 320C,

74 | 4-6-41 1/10.000 150.000 400.000 80.000 500.000
389 5-6-41 » 100.000 210.000 370.000 400.000
390 ? . 120.9000 580.000 280.000 [ 1.280.000
393 ” ” 190.000 100.000 100.000 250.000
394 » ” 80.000 60.000 120.000 | Incontavel
398 ” ” 250.000 300.000 980.000 1.500.000

Afim de podermos proceder ao estudo comparativo enfre os
dois meios e as duas temperaturas, seleciondmos as nossas placas
do seguinte modo:

QUADRO IV
32°C. 37°C.
N.” de placas incontaveis s6 no agar “standard” 0 1
N.c de placas incontaveis sé no agar-leife ...... 13 15
N.o de placas incontaveis em ambos os meios ... 73 o
QUADRO V
A “standard” | A, leite
N.> de placas incontiveis sé6 a 32°C, ... e 29 22
N.o de placas incontaveis s6 a 37°C. ............ 4 : 1
N.o de placas incontdveis em ambas as temperat. ) 57 50

Média calculada entre os 2 meios (agar “standard” e agar-leite-
triptona-glicosado), com a incubacio das placas a 32 e 37°C.:
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QUADRD VI

31

32°C.

37°C.

Placas contdveis nos dois
meios — 222

Placas contaveis nos dols
meios = 334

M; = nr médio de
col. no leite

782658 —+ 47446 (erro pa-
drao da média

752844 4 40147 (erro pa-
dr8o da média)

My = n.o médio de
col. no “standard”

520811 = 36723 (erro pa-
drio da média

511796 =+ 31991 (erro pa-
drdo da média)

D=M—M, .... 261847 241048
B = erro padrio :
deD ........... 5997 53917°
D
E-I; RS STERERTEPRE 4,36 4,47
P o 100% 100%
Legenda: M, = meio-leite; M, — meio “standard”; D = diferenca;

P = porcentagem.

Média calculada entre as duas temperaturas (32 e 37°C.), com

a incubacdo das placas feitas com os dois meios diferentes.

A dife-

renca que se vai notar entre a porcentagem do agar-leite e agar

7

“standard” é devida ao fato de ser maior o niimero de placas inconté-
veis no meio de agar-leite, conforme se verifica nos quadros IV e V.

QUADRO VII

Meio-leite

Meio “standard”

Placas contdveis em ambas as
téemperaturas — 218

Placas contaveis em ambas as
temperaturas = 234

Mg3goc., = n® médio,
de col. a 82°C. ...

679341 =+ 49028 (erro pa-
drio da média)

587009 + 43804 (erro pa-
drio da média)

M37°C. = n.° médio
de col, a 37°C. ...

583578 + 39668 (erro pa-
drio da média)

396068 = 31350 (erro pa-
drdo da média)

D = Mggec, — Mgroc, 95763 190941
Ep = erro padréo
de D ............ 63066 53867
P i 1,52 3,70
D
P o 87% 100%
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CONCLUSOGES

Pelo estudo comparativo de 398 amostras de leite pasteurizado,
semeadas em placas de agar “standard” e agar-leite-triptona-glico-
sado e incubadas as temperaturas de 32 e 87°C., chegdmos as seguin-
tes conclusdes:

1°)

2°)

39)

O emprego do agar-leite-triptona-glicosado, incubado a
temperatura de 32°C., na contagem dos germes do leite
em placas, d4 em resultado um aumento de 100% sobre o
agar “standard”.

A incubacio a 32°C., em combinacio com o agar-leite-
triptona-glicosado, demonstrou ser mais favoravel ao cres-
cimento dos germes do leite do que a 37°C..

As diferencas entre as médias do agar “standard” e agar-
leite-triptona-glicosado, & temperatura de 37°C., e entre as
médias do agar “standard” e agar-leite, & temperatufa de
32°C., vém demonstrar, de modo positivo, que essa dife-
renca é real e ndo ocasional, provando assim que o agar-
leite-triptona-glicosado é um meio mais favoravel ao cres-
cimento dos germes do leite do que o agar “standard”, e
esse crescimento é mais favorecido quando se emprega a
temperatura de 32°C., em logar de 37°C., para a incuba-
¢do das placas.

ABSTRACT

The comparative study of about 398 samples of pasteurized
milk planted-on standard agar and Tryptone-glucose milk agar,
incubated at 32°C. and 37°C., led to the following conclusions:

1)

2)

An increase in count was observed in 100 per cent of the
samples when planted on Tryptone-glucose milk agar, ins-
tead of standard agar, both incubated at 32°C..

Incubation at 32°C. in combination with the use of Try-
ptone-glucose milk agar, resulted in increases in plate
count of considerably greater magnitude than were obtai-
ned by. the use of the agar and incubation at 37°C..
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2) The differences between the average of standard agar

and Tryptone-glucose-milk-agar, at 37,C., and between the
average of standard agar and milk agar, at 32°C., show
very crearly that this difference is real and not occasional,
thus proving the Tryptone-glucose-milk-agar to be ‘a more
convenient medium for the growth of the germs contained
in milk than the standard agar. This growth is increased
when there is used, for the incubation of the plates, a
temperature of 32° instead of 37°C..
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£m 1927 Graig?! demonstrou que o soro de doentes infectados
com. Endamoeba hystolitica continha anticorpos especificos capazes
de fixar o complemento, quando se usa um antigeno especial obtido
de culturas de E. hystolitica. A natureza exata desta reacio de
fixacdo do complemento até o presente nio foi bem determinada,
mas os resultados de seu emprego como método de diagndéstico e
controle do tratamento tém sido bastante satisfatérios.

Experimentalmente 2 tambem j4 foi demonstrada a existéncia
do anticorpos no sangue de animais sensiveis, tais como coelhos,
gatos e cles inoculados com culturas, cistos lavados ou com o proéprie
antigeno de E. hystolitica. Stone, em 1935, inoculando coelhos por
via intra-peritoneal com cistos vivos e lavados de E. hystolitica con-
seguiu demonstrar o aparecimento de ’anticorpos no sangue, ja que
as reacdes foram fortemente positivas.

Graig e Kagy chegaram aoc mesmo resultado, inoculando formas
vegetativas de E. hystolitica no cecum e ileum de cies. Meleney
e Fryve?® em 1937, confirmaram as experiéncias anteriores, sendo
que em coelhos injetavam antigeno amebiano. Estes mesmos au-
tores, em Macacus rhesus infectados natural ou experimentalmente,
obtiveram reacdes negativas coincidindo com auséncia de lesdes in-
testinais demonstriveis. Nesses mesmos animais quando inocula-
dos com antigeno amebiano as reacbes de fixacdo do complemente
foram positivas, se bem que de curta duracdo. Craig e Swartz

* Recebido para publicacio em 23 de Fevereiro de 1942.
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welder tendo infectado Macacus rhesus com culturas de E. hystoli-
tico. obtiveram reacdes positivas em todas, coincidindo com lesdes
amebianas intestinais. ~

O fato da reaclo tornar-se negativa depois da infestacio ter
sido eliminada-tanto no homem como nos animais de experiéncia, é
outrc argumento em favor da existéncia de anticorpos especificos.
no sangue, demonstraveis pela reacio de fixaclo do complemento.
Apesar de ser um processo de diagndstico divulgado ha 14 anos, o
seu emprego nao entrou na pratica corrente, pela dificuldade que
héa em serem preparados bons antigenos. Entre nés nfo nos cons-
ta que tenha sido feita qualquer observacio nesse sentido, o que
justifica a presente comunicacio.

Passamos a descrever as técnicas empregadas, necessarias &
execucdo da reacfo de fixaclo de complemente no diagnéstico da
2mebiase. ‘

PREFTARO DO ANTIGENO

Q antigeno, por nés utilizado, foi conseguido a partir de cultu-
ras ricas de E. hystolitica, tratadas pelo 4leool conforme preconisa:
Craig. _

Na obtencéo de culturas ricas inicialmente usamos o meio de
Boeck-Drbohlav e um meio composto de soro de boi, coagulado,
liquido de Locke ¢ uma pitada de amido de arroz. As fezes foram
semeadas conforme a técnica de Craig, isto é, sempre em quantidade
suficiente e sem qualquer tratamentos prévio. Das varias semea-
duras realizadas com material rico em cistos ou trofozoitos, apenas
algumas culturas foram conseguidas apods 48 horas de estufa a 37°,
culturas pobres que néo atingiam a média de uma ameba por campo.
(400 %) O crescimento bacteriano, muito intenso, tornava o meio
impréprio perecendo as culturas em 72 horas, sem haver possibilidade
de repique. Tratamos o material a ser semeado com diferentes antis-
géticos, tais como: lugdl, acido cloridico, nipagina, prata coloidal,
etec., mas os resultados sempre foram maus. Snyder e Meleney*
lavam o material a ser semeado e fazem a flutuacfo dos cistos com
sulfato de zinco (densidade 1130). Com o inttGito de obtermos um
nimero apreciavel de cistos com a menor quantidade possivel de
germes, utilizamos o processo de Faust para enriquecimentc das:
fezes: apés a flutuacdo na solucio do sulfato de zinco, pipetamos
cuidadosamente a parte superior da solucfic onde se encontram os
cistos, lavamos vAarias vezes em solucio fisiolégica e praticamos
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as semeaduras. Conseguimos por este processo culturas com 5
trofozoites em média por campo, com crescimento quasi nulo de
germes em 48 horas de estufa a 37°% A partir destas culturas
foram feitos repiques cada 24 horas, que nos serviram na prepara-
¢ao do antigeno. Em média, ndo conseguimos ultrapassar de seis
o numero de repigues, morrendo as culturas na ultima passagem.
O meio que nos deu melhor resultado foi o de soro de boi, coagulado,
acima descrito.

Para preparar o antigeno, aspira-se por meic de uma pipeta
toda a parte liquida do meio, tendo-se o cuidado de lavar a parte
séiida com solucdo fisioldgica. O material assim obtido é centri-
fugado a 3.000 rotacbes e o sedimento tratado pelo &leool absoluts
na proporcdo de 1 de sedimento para 7,5 volume de &lcool. Guar-
dar em vidro néutro durante 15 dias na estufa a 37°, tendo-se o
cuidado de agita-lo varias vezes por dia, conforme a técnica descrita
por Craig. Decorridos os 15 dias o antigeno é filtrado em papel de
filtro, e estd pronto a ser usado apds os necessarios controles.

Conforme demonstrou Graig, o fato de haver no antigeno subs-
tancias extraidas das amebas e dos germes que tambem vegetam
nas culturas, ndo depde contra g especificidadé do mesmo, uma vez
que o citado autor provou que tais bactérias, quando cultivadas izo-
ladamente e feita a extracio pelo alcool, nfo acarretam a fixacio
do complemento no soro de doentes com infestacdo amebiana, ve-
sultados estes confirmados por outros autores. Stone, usando urm
antigeno livre de bactérias, obtido pela extracio de cistos lavados,
conseguiu resultados semelhantes aos obtidos com antigeno prepa-
rado de culturas contendo amebas e bactérias.

Uma vez prontc o antigeno devemos dosar suas propriedades
antigénicas e, principalmente, verificar se nfo tem acdo anti-com-
plementar e hemolitica. Com os antigenos por nés preparados,
achamos que tinham melhor acio quando usados diluidos em solucéo
fisiol6gica .do que puros, tendo sido empregados na diluicdo de 1:30.

TITULACAO DO ANTIGENO

1) Preparar diferentes diluicdes do. antigeno da seguinte ma-
neira: a um tubo grande contendo 4 ce. de soluclo fisiolégica juntar
1 cc. de antigeno, gota a gota, com agitacfo, para termos uma di-
luicde final 1:5.
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Preparar as diluicbes seguintes, juntando:

2 ce. de 1:5 4+ 2 cc. de wol. fisiolégiea = 1:10
2 cc. de 1:10 + 2 ce. 77 h == 1:20
2 ce. de 1:20 - 2 ee. 77 o = 1:40
2 ce. de 1:40 4 2°ce. T 7 " = 1:80

2) Dispor 4 séries de tubos contendo 4 tubos em cada série.
Nos 4 tubos da primeira série colocar 0,5 cc. de antigeno diluido a
1:10; nos 4 tubos da segunda colocar 0,5 de antigeno a 1:20;
nos 4 tubos da terceira colocar 0,5 cc. de antigeno a 1:40 e nos 4
tubos da quarta colocar 0,5 cc. de antigeno a 1:R80.

3) Preparar as seguintes diluicdes de um soro fortemente
positivo: 1:5 — 1:10 — 1:20 — 1:40. Juntar. ac primeiro tubo
de cada série 0,5 ce. de soro diluido a 1:5, ao segundo tudo 0,5 ce.
de soro diluido a 1:10, ao terceiro 0,5 cc. de soro diluido a 1:20 ¢ ao
quarte 0,5 cc. de soro diluide a 1:40. Agitar levemente todos os
tubos e deixar em repouse 15 minutos.

4) Juntar 1 cc. do complemento a todos os tubos, contendo
2 unidades cheias de complemento. '
5) Colocar na estante um tubo controle de soro contendo 0,5 cc.
de soro diluido a 1:5 e 1 cc. de complemento (2 unidades cheias), e
um controle de sistema hemolitico contends 1 ce. de solucdo fisiol6-
gica e 1 ce. de complemento (2 unidades cheias).
6) Agitar levemente todos os tubos e colocar na estufa a 37°
- duranfe 90 minutos.

7) Juntar lce. de glébulos de carneiro sensibilizados a todos
os tubos. Agitar novamente e colocar na estufa a 37° Fazer a
Ieitura. '

8) A dose 6tima do antigeno a ser usada € aguela que produz
inhibicio completa da hemélise com as menores diluicdes de soro.

TITULACA0 DO PODER ANTI-COMPLEMENTAR DO ANTIGENO.

1) Preparar uma série de 6 tubos aos quais se juntam 0,5 ce.
de antigeno diluido a 1:5, 1:10, 1:20, 1:40 e 1:80 nos 5 primeiros
e 0,5 ce. de solucdo fisioclégica no Gitimo tubo.

2}  Juntar a cada tubo 0,5 cc. de soro normal inativado diluide
a 1:10. ' '

3) Juntar 2 unidades cheias de complemento a cada tubo.
Estufa a 37° durante uma hora.
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4) Juntar 1 ce. de glébulos de carneiro sensibilizados a cada
tubo. Em todos os tubos deve haver hemélise total; se em qualquer
tubo contendo antigeno houver inhibicdo da hemdlise, o antigenc
néo deve ser usado. '

Em todas as nhossas reacGes empregamos um sistema hemoli-
tico composto de glébulos de carneiro e soro de coelho anti-carneiro.
Preferimos empregar glébulos de carneiro previamente sensibili-
zados e que consiste em misturar 15 a 20 minutos antes de serem
usados glébulos e amboceptor em proporcgdes exatas.

E’ de grande importéncié usar sempre complemento com ti-
tulo exato para se poder apanhar as menores inhibicées da he-
moélise. Empregamos para dosagem do complemento a técnica des-
crita por Kolmer ® e que consiste no seguinte: diluir o complemento
puro a 1:30 em solugfo fisiolégica e distribuir numa série de 10
tubos da seguinte maneira:

Complemento diluide a 1:30 Antigeno Sol, fisioldgica ‘ S. hemolitico
1 0,16 0,5 ce. 1,4 cc. 1 ce.
2 0,15 . 0,5 ce. 1,4 ce. 1 cc.
3 0,20 0,5 ce. 1,3 ce. 1 cc.
4 0,25 0,5 ce. : 1,3 ce. 1 ce
b 0,30 0,5 ce. 1,2 ce. 1 ce.
6 0,35 0,5 ce. 1,2 ce. 1 ce.
7 0,40 0,5 cec. 1,1 ce. - 1 cc.
8 0,45 0,5 ce. 1,1 ce. 1 ce.
9 0,50 0,5 cc. 1.0 ce. 1 ce.

10 0,00 0,5 ce. 2,6 ce. 1 ce.

A menor quantidade de complemento diluido 1:30 que produzir
hemoélise total é a unidade exata. O tubo seguinte € a unidade
cheia que contem, 0,05 cc. a mais de complemento diluido. Para
a reacdo empregar 2 unidades cheias, diluindo de tal maneira que
1 cc. contenha as 2 unidades cheias..

O caleulo é muito simples, por exemplo:

Unidade exata — 0,5 cc.
Unidade cheia — 0,35 cc.

Dose certa (2 unidades cheias) — 0,7 «cc.
Para saber qual a diluicdo a ser feita para que lcc. contenha
30

2 unidades cheias basta dividir 30 pela dose, no caso = 43,

0,7



DIAGNGSTICO DA AMEBIASE 39 -

portanto a diluicdo do complemento é de 1:43, contendo em Ilcc. 2
unidades cheias.

TECNICA DA REACAO

Depois de serem verificadas as quantidades exatas dos varios
elementos a serem usados na reacdo, como acima descrevemos, a
técnica da reaclo propriamente dita, por nés usada, foi a seguinte:
para cada soro a ser examinado dispor 3 tubos de ensaio contendo as
seguintes quantidades de solucdo fisiolégica: 0,9 ce. — 0,6 cc. e
0,5 ce. 4

No tubo numero 1 juntar 0,6 cc. de soro inativado a 56° durante
30 minutos. Misturar e transferir 0,5 cc. para os tubos ntimeroc 2
e 3. Depois de misturar o tubo ntumero 2, tirar 0,5 cc. e despresar.
Os tubos 1 e 2 contém, respectivamente, 0,2 e 0,1 cc. de soro no vo-
Iume total de 0,5 cc.. O tubo nimero 3 nfo recebe antigeno e serve
como testemunha do soro. .

Colocar 0,5 ce. da diluicdo certa de antigeno nos tubos 1 e 2,.
Deixar em repouso 10 a 30 minutos e juntar 2 unidades cheias de
complemento ém todos os tubos.

Agitar levemente e colocar na estufa a 37° noventa minutos. -
Findo esse prazo juntar 1 cc. de globulos de carneiro a 5% previa-
mente sensibilizados.

Colocar novamente na estufa e fazer a leitura apés 15 minutos.
Ao mesmo tempo, preparar outras séries de tubos testemunhas,
contendo soro negativo e soro positivo, cuja disposicio serd a mesma
do soro suspeito. Colocamos tambem nesta estante um tubo teste-
munha do sistema hemolitico que nfo leva soro e sim solucio fisio-
logica. '

INTERPRETACAO DOS RESULTAbOS

Fortemente posttiva: inhibi¢io total nos 2 tubos da reacio {(4--+--+)
Moderadamente b no 1.0 tubo ” ” (+4+4)-
Fracamente "o " parcial em 1 ou ambos os

. tubos da reacdo (44-)
Duwidosa: inhibicdo parcial sé6 no 1.0 tubo da reacio (+)
Negativa: hemdlise completa em ambos os tubos ...... (—)

.

Tcdos os casos observados foram acompanhados por rigoro-
s0 controle pelo exame das fezes, visando a ocorréncia da E. hysto-
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litica, exame este consistindo no exame direto do material a fresco,
enriguecimento pelo processo de Faust, esfregacos corados pela he-
matoxilina férrica e cultura (casos duvidosos, casos 'negativo's e
tal apés 5 exames de fezes completos executados em periodos dife-
alguns poSitivos). Os casos negativos s6 foram considerados como
rentes. Grande parte do material enviado e seus respectivos exames
devemos & gentilesa do Dr. Dacio Franco do Amaral e do Dr. Avila
Pires, a quem consignamos os nossos agradecimentos. Contamos com
um total de 82 observacdes cujos resultados comparativos entre a
reacdo e o exame das fezes se dispbdem conforme o quadro abaixo:

R.F.C ...... + — — €
" Ex. das fezes . -+ — + —
N.c de casos .. 66 13 2 1
Porcentagem .. 80,48% 15,85% C 2,449 1,22%

‘Vemos, pois, que em 79 reacdes, ou seja 96,34 %, houve concor-
déncia com o exame das fezes, enquanto em 3 ou seja 3,66 % os re-
suitados foram discordes. E

Em trés casos, desde o inicio a reacéo foi fortemente positiva
a0 passo que o exame das fezes era negativo; num dos casos positivou-
se no segundo exame e nos outros dois, somente no terceiro. Ocor-
réncia interessante verificou-se quando usamos o soro de pessoa Su-
posta s8, como testemunha da reacdo, obtivemos uma reacéo forte-
mente positiva. Feito o controle, 3 exames sucessivos foram nega-
tivos, tendo-se porem encontrado formas vegetativas de E. hystoli-
tica pela cultura, apés 96 horas de estufa.

Quanto & variacio da intensidade da reacfio com o tratamento,
dispomos de pequeno nimero de observacbes, todas concordes em
patentear a reducfo de sua intensidade embora nenhuma se tenha
tornado negativa.

Como podemos constatar os nossos resultados sdo bons, o que
nos anima a prosseguir, com o fim de obter maior niimerc de ob-
servacoes.

RESUMO

- Os A. A, apbs acentuarem que nfo encontraram na bibliogra-
fia nacional nenhum trabalho referente ac assunto, descrevem a
téenica por eles empregada para cultura da E. hystolitice usando
o meio de soro de boi coagulado mais liquido de Locke.
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Descrevem a seguir as técnicas usadas para extracido do an-
tigeno e verificacdo do seu poder antigénico e anti-complementar;
os antigenos tém sido usados diluidos a 1:30 em sol. fisiolégica.

Relatam a técnica empregada na reacio, sua interpretagio e os
resultados obtidos em confronto com os exames das fezes (direto,
enriguecimento pelo Faust, coloracfio pela hematoxilina férrica e
cultura). Foram considerados negativos para E. hystolitica nas
fezes, somente os casos nos quais foram executadas 5 séries de exa-
mes em diferentes ocasifes. De 82 reacdés houve concordancia
com exame das fezes em 79 ou seja 96,34 % enquanto em 3 ou seja
3,66% os resultados foram discordes, conforme discrimina o quadro

anexo.
ABSTRACT

The authors, after pointing out that there was found ne pubh-
cation about the subject in the national literature, describe the te-
chnique used for the culture of E. hystoluwa using coagulated beef
serum and loke’s solution.

Afterwards they describe the techniques used for the extra-
ction of the antigen and the verification of the antigen and anti-
complementary power, the antigens having been used dissolved at
1:30 in physiologic solution. B

They report the technique used in the reaction, its interpreta-
tion, and the results obtained, in comparison with those of the exa-
mination of stool (direct examination, Faust’s enrichment method,
iron hematoxylin stain and culture). There were considered ne-
gative for E. hystolitica in stool only those cases in which there
were made 5 series of tests performed at different occasions. There
was an accordance with the stool examination in 79 cases out of 82
tested, or 96,34%, while in 8, or 3,66 % the results disagreed, as
seen in the joined table.
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SURTO EPIDEMICO DE MONONUCLEOSE
INFECTUOSA

MANOEL DE BRITTO E SILVA‘

Biologista do Instituto Adolfo Lutz.

No momento em que grassa em S. Paule uma epidemia, ja
hoje identificada como de Mononucleose Infectuosa, é-nos oportuno
reletar alguns dados sobre um surto semelhante que se deu em
Mogi-Mirim.

Sobre a natureza desta epidemia, que teve lugar entre os mesges
de Dezembro de 1939 e Fevereiro de 1940, fizemos ao Diretor do
Instituto um relatério transmitido, em seguida, ao Diretor Geral
do Depaftamento de Saude do Estado.

Nessa época trabalhavamos no antigo Institute Bacterioldgico
com a Reacfio de Paul-Bunnell, j4 em uso desde 1932 em diversos
paizes, e para o fim de diagnéstico das Mononucleoses Infectuosas
e que entre nds ainda era desconhecida ou nfo tinha sido posta em
pratica. Sobre os nossos resultados publicamos um - trabalho no
1.° ntimero desta Revista, em 1941.

Infelizmente, s6 tivemos noticias de tal surto quasi em seu tér-
mino. A noticia nos foi trazida com pormendres pelo académico
- C. Sampalio, 4.° anista da Faculdade de Medicina, que aqui chegou
accmetido de tal enfermidade. Apresentando-se com os géanglios
cervicais infartados, febre, dor de cabeca, foi feito pelo Dr. J. Oria,
do Departamenty de Histologia da Faculdade, uma férmula leucoci-
taria, que deu como resultado um quadro hematoldgico tipico da
Mononucleose Infectuosa. Disse-nos o referido académico que a
enfermidade de que estava acometido grassava em forma - epidé-
mica nagquela cidade. Todos o8 cascs que teve ocasido de conhecer
apresentavam-se idénticos ao seu: a principio mal-estar, - depois
febre que ia até 39-40°, dor de cabeca pronunciada, e, no periodo
de defervescéncia, aparecimento dos génglios infartados, principal-
mente na regifo cervical.

Seguindo para aquela cidade, de chegada tivemos a noticia de
gque o surto estava no fim. Junto aos clinicos locais, e entre eles ¢
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Dr. Marcelo Orlandi, que teve a gentileza de nos acompanhar, tive-
mos a confirmacio do aparecimento da sintomatologia semelhante
em todos oS casos por eles examinados, que se contavam em cerca
de cem.

A prineipio pensaram em febre tiféide, para-tiféide, gripe, su-
posicdes estas que foram eliminadas mais tarde em vista dos resul-
tados negativos das Hemoculturas e Reacfes de Widal procedidas
no Instituto Bacteriolégico. Com dificuldades para realizar outros
exames de laboratdrio, foram afastadas as hipéteses de febre tiféide
e para-tifdide, porem nfo chegaram a conclusio quanto & natureza
da epidemia.

Tivemos ocasifio de entrar em contacto com cerca de 30 pessoas
que estiveram acometidas desta enfermidade. Tedas nos contavam
a mesma histéria clinica. Soubemos que em dois deles foi feita
a férmula leucocitaria; um material fol examinado pelo Dr. Sales
Menteiro, analista do Instituto Penido Burnier de.Campinas, que
deu como um caso poéitivo para Mononucleose Infectuosa. O outro
foi enviado para o Dr. Otavio Tizi, em Sao Paulo, dando idéntico
resultado. Este tiltimo doente conta que s6 de sua famfilia esti-
veram com doenca idéntica, 9 pessoas.

Colhemos material para exame de 5 dos convalescentes mais
novos, para verificacdo si sua férmula sanguinea e Reacéo de Aglu-
tinacdo de Paul-Bunnell ainda positivavam. Damos em anexo um
quadro que resume estes 5 casos. '

Como vimos, dos 5 casos a que nos referimos acima, apresen-
tando sintomatologia clinica de Febre Ganglionar de Pfeiffer, 4
ainda deram o guadro hematolégico caracteristico para esta afeccdo
e, dentre estes, 2 deram a Reacfio de Paul-Bunnell positiva. Alias,
estes resultados ja eram previstos, uma vez que, como sabemos, a
~férmula leucocitidria conserva-se positiva ainda por 2-3 meses, o
que s6 raramente acontece para a Reacfo de Aglutinacéo, pois, como
vimos, as aglutininas baixaram logo ao normal.

Pelos dados colhidos naquela cidade, exames feitos em S. Paulo

(em nimero de 8) e pelo carater epidémico, benigno da afeccdo,
julgamos tratar-se de um surto de Mononucleose Infectuosa, em
forma epidémica. E’ de se lamentar que uma forma como esta
— eépidémica, de um amoléstia de que somente tinham sido encon-
trados em S. Paulo, alids no Brasil, casos esporadicos, passe sem
uma maior documentacic, no registo da 1.2 epidemia que"reve lugar

z

entre nés e que é relativamente rara na literatura mundial.
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FORMULA LEUCOCITARIA

Jovens

Bastonetes

Segmentados

Eosinsfilos

Basofilos

LinfGcitos

Monécitos

OBSERVACOES

17
Negativa

30,0

Lo
(=3

Febre ha 8 dias; 38°5 no inicio, atualmente
pequena alteracio ac anoitecer. Sudorese abun-
dante. Nio apresenta bago palpavel nem gén-
glios infartados. A garganta tem aspécto nor-
mal., Entre os mononucleares foram encontradas
formas atipicas, dando quadro caracteristico de
Mononucleose Infectuosa.

CASO I
8,

36 anos

8.4

24,8

24

44,8

8,8

Esteve acamado durante 17 dias. A principio
febre de 39° 4 noite e dor de cabega. Contra
a dor de cabega tomou varios remédios sem
resultado. Atualmente apresenta um ganglio
do tamanho do carogo de milho, indolor. Ve-
rificAmos uma linfocitése com atipias nucleares
e protoplasméaticas; os monbcitos tambem se
apresentam com atipias; presenga de Plasmo-

citos (0,8%).

CASO III
D. M.
14 anos

1/1792
Positiva

445

23,0

3,5

Febre hid 10 -dias, somente & noite. Apresen-
tou-se com diarréia. Por 2 vezes teve vomitos.
(Ganglios pequenos sub-maxilares, cerviculares e
axilares, Sono irriquieto. Expulsou Ascaris
lumbricoides algumas vezes. A grande reacio
nelos Eesindlifos, devida naturalmente a uma
infestacio em massa de parasitos, impediu o
desenvolvimento do quadro tipico da. Mononu-
clesse Infectuosa.

CASO 1V
C. M.
62 anos

28,0

3.0

66,0

4,0

Principiou com peso na cahega, que mais tarde
se transformou em dor de cabeca muitc forte.
Febre de 38-39°C. nos 2 primeircs dias, bai-
xando em seguida para 37,5-38,5°, comservan-
do-se assim por uns 26 dias, Teve alta, mas a
febre voltou a &aparecer & noite. Pela manhi
apirético. Anorexia. Atualmente. em convales-
cenga apresenta um gingiio cervical indolor,
mas que ja foi doloroso. Nio apresenta bago
nem figado palpaveis. Titulo baixo de agluti-
nagdo na 1.2 fase da R. Paul-Bunnell, A 2.2
fase da reagio porem comportou-se especifica-
mente para a Mononucleose Infectuosa. For-
mas atipicas de Linfécitos (Linfécitos histidi-
des) ;- presenga de 1 Plasmécito. Quadro ca-
racteristico de Mononucleose Infectuosa.

CASO V
J.B.C. -

25 anos

128

0.5

8,0

Teve pneumonia em Setembro de 1939. Em
Novembro do mesnio ano passou 2 meses com
a fchre. Tomou remédios, sem resultado.
Atualmente ainda tem fzbre, que aparece pela
manh3 e & noite, No momento de retirarmos o
sangue (5-4-40) estava apirético. R. de Widal
1/260 (). Vacinado contra fehre tifdide?
Falsa reacdo devida a moléstia? Linfocitose
acentuada com -atipias nucleares e citoplas-
méticas.
.




DO EXAME MICROSCOPICO DO GUARANA
EM BROMATOLOGIA (*)

J. B. FERRAZ DE MENEZES JUNIOR

Quimico do lnstituto Adolfo Lutz

O presente trabalho é uma contribuicio de ordem écnica & elu-
cidacio de um dos dispositivos do Codex Alimentarius que, por jul-
garmos fatho, achamos digno de ger estudado e esclarecido, propon-
do sua imediata e criteriosa modificacéo. :

O nosso objetivo visa um necessirio entendimento entre os
técnicos analistas e os encarregados da execucdo das leis sanitarias
quanto & alteraco do artigo 168, referente ao exame microscépico
do refresco e do xarope de guarand. Nesses produtos a auséncia
dos elementos histolégicos da “Poaullinia cupane” tem sido a causa
principal de numerosas condenacfes.

A nossa contribuicdo é baseada em conclusdes obtldas de mi-
nucissas e persistentes observaces.

Que o nosso “desideratum”™ seja preenchido é o que almejamos.

Antes de entrarmos no assunto a que nos propomos, faremos
um ligeiro estudo botanico do guarani, seguindo-se referéncias ao
seu uso, aplicacdo terapéutica, estrutura microscépica, preparacio
do po, do extrato fluido e do bastéo, terminando pelo exame micros-
cépico dos produtos do guarand e sua interpretaciio fundamentada
na legislacdo em vigor. ’

Com o nome de guarana (uarani em tupi-guarani significa
arvore) é conhecido o fruto do uaranazeiro, arbusto, liana trepadei-
ra, da familia das Sapindaceas.

Fm 1824, por ocasifo da viagem dos sébios exploradores Hum-
boldt e Bonpland as regibes equatoriais da América do Sul, a planta
foi pela primeira vez estudada por Kunth, que a classificou na fa.
milia das Sapindaceas, com o nome genérico de Paullinia e espem-
fico de cupana.

Dois anog mais farde, nas imediacdes do Rio Negro, no vale do
‘Amazonas, Von Martius encontrou por sua vez o guarand, deu-lhe

(*) Recebido para publicacdo em 19-1-1942.
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o nome de “Paullinia sorbilis”, classificando-o igualmente na fami-
lia das Sapindaceas. Em 1829, em conferéncia realizada na Real

Fic. 1
“Paullinia cupana”

Academia Bavara de Ciéncias, Von Martius tornou conhecida a sua
descoberta, referindo-se & sua classificacdo, ao uso, indicacbes te-
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rapéuticas e ao preparo do bastdo de guarana pelos indigenas. Pouco
tempo depois, em Erlangen, num optsculo publicado por seu irméoc
Theodoro Martius — que foi o primeiro a estudar quimicamente a
droga — fez consideracdes sobre a “Paulliniac sorbilis”, nome esse
que foi bastante divulgado e que figura ainda hoje em alguns tra-
tados de boténica e compéndios.

Conhecida desde tempos imemoriais, a “Paullinia cupane”, ja
era usada pelos nossos indigenas do -Amazonas, de onde é originaria,
quando os europeus aportaram ao continente americano.

E encontrada nas proximidades das margens hiimidas e quentes
dos rios da zona equatorial, tendo o seu habitat geografico no Para,
Goidz, Mato Grosso e principalmente no Amazonas, onde existe em
abundancia em Maués, o centro industrial por exceléncia e o maior
exportador do bastao e das sementes de guarand.

A “Paullinia cupane” (Fig. 1) é um arbusto, liana trepadeira, de.
pequenc porte, atingindo raras vezes altura superior a de um homem.
O caule principal e os diferentes ramos apresentam sulcos profun-
dos em numero de 4 ou 5. Os ramos sdo pilosos na extremidade e
glabros na base. Tem 4 a 8 mm. de d}dmetro e sua casca é parda.
O corpo lenhoso é simples. As folhas sdo isoladas, em disposi-
cdo distica. S&o compostas penadas a cinco foliolos e tém 40 cms.
de comprimento e de largura. O peciolo principal tem mais ou me-
nes 8. cms. de comprimento; os peciolos secundarios sdo muito cur-
tos. Os foliolos superiores sdo oblongos, os inferiores ovdides, sio
glabros nas duas faces e possuem numerosas glandulas microscdpi-
cas. Cada foliolo tem, em média 20 cms. de comprimento e 9 cms.
de largura. Em sua face inferior encontram-se utriculos latiferos
ramificados. Sua nervacfo é peninérvia; o limbo é crenado. Os
ramos s8o pequenos e caducos. Os pedicelos das inflorescéncias es-
tao situados na axila das folhas. As flores sdo poligamas, zigo-
morfas, com plano de simetria obliqua, dispostas em cachos de ci-
meira. O calice é composto de cinco sépalas livres, ovéides, piloso
a faece externa, medindo aproximadamente 3 mm.. As pétalas,
em ndmero de quatro, sdo oblongas e munidas na face interna de
apéndices ligadores; tém 5 mm. de comprimento e possuem glandulas.
O androceu é composto de oito estames. Os filetes s&o livres, cha-
tos e revestidos de longos pelos. As anteras sdo introrsas, a quatro
sacos polinicos, abrindo-se ao longo. O pistilo compde-se de trés
carpelos reunidos, concresciveis num ovario trilocular. Cada loja
contem um évulo campilétropo epinasto. O ovario termina por
um estilete trifido. O fruto é uma capsula a deiscéncia septicida.
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de uma bela cor vermelha rutilante, quando madurc. A semente,
ovdide, de mais ou menos 12 mm. de comprimento, é munida de um
arilo bastante abundante antes da maturacdo. E desigualmente
convexa dos dois lados, as vezes encimada por um curto apiculo, gla-
bra, luzidia, de cor pardo-purpurina ou pardo-negra e apreseita um
largo hilo que é guarnecido pelo arilo, carnoso, membrancso e es-
branquicado, que é retirado na ocasifo da dessecacdo da semente.
O embrifo, desprovido de albume, possue uma curta radicula infera

e espessos cotilédones, desiguais, carnosos, firmes, plano-convexos.

A floracido da “Paullinie cupona™ é anual ¢ da-se em Julho. A
frutificacdo comeca em Setembro e Cutubro, terminando a matu-
racdo somente em Novembro ou Dezembro.

A colheita se faz nesta época e uma s6 liana pode fornecer até
10 guilos de sementes.

Em condicbes propicias, cada individuo vive, aproximadamen-
te, quarenta anos.

Estrutura microscépice — Examinando ao microscdpico um
corte transversal da semente (fig. 2) notamos, primeiramente, o
tegumento seminal (episperma) que deixa ver um grosso epider-
ma, formado de grandes células palicddicas, de paredes bastante es-
pessas, as quals, vistas por cima, sfo sinuoso-ondeadas. Debaixo
do episperma encontra-se um parénquima pardoe tendo numerosas
células petreas, mais ou menos esclerosadas, de paredes espessas e
“caniculadas.

A améndoa é formada por um endosperma cheio de grios de
amido, mais ou menos alterados pela torrefacic da semente, no-
tando-se, espassadamente, grupos de pequenos vasos.  Revestindo a
améndoa, encontra-se, na periferia, uma camada de células ctbicas.

O uso do guarand data de era bem remota.

Provavelmente se deve aos indios da tribu Maués a propaga-
cdo das virtudes da planta brasileira a todos os recantos do paiz.

O guarani, pelos seus efeitos, era considerado uma panacéia
indispensavel, que se dévia ter sempre & mio e que jamais faltava
em viagens.

Ao viajante cansado por grandes caminhadas, era sempre
oferecida, em certas regides, principalmente em Mato Grosso, a le-
gendaria bebida alimentar “uaranad”, de grande poder refrigerante
e reparador das forcas, preparada com o pé do bastlo, Agua e acucar.
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As suas aplicacdes foram, outréra, as mais variadas e extrava-
gantes possiveis, como se depreende da relaciio seguinte, extrai-
da textualmente do Dicionadrio de Botdnica Brasileira, de Joaquim
de Almeida Pinto, publicado em 1873: — “indicado como refrige-
rante, estomacal, antifebril, afrodisiaco, excitante do sistema ner-
voso gastro-intestinal, ténico do coracfio e das artérias, diaforéti-
co, anti-blenorragico, para impedir a evacuacfo superabudante de
muco, combater as célicas flautulentas, enxaquecas, engorgitamen-
to das visceras abdominais, predisposicdes de congestdes para a
cabeca, como excitante sensual, com proprledades de diminuir as
funcdes espermaticas.”

Era ainda aplicado como diurético, contra febres palustres,
disenterias, hidropsias, artério-escleroses, nevralgias, metrorragias,
como tOnico nutritivo, adstringente, nareético, desalterante, contra
as diarréias e a epilepsia...

Os indigenas o usavam como- estimulante nos combates e festas
e aos seus efeitos emprestavam verdadeiro culto.

A “Paullinic cupena” pertence ao nimero dos produtos natu-
rais & base de cafeina — ché, café, cacau, cola e mate — sendo de
todos eles o que apresenta maior porcentagem do alcaldéide (4,8%).

Theodoro Martius, em 1826, conseguiu extrair o principio ativo
da planta, dando-lhe o nome de guaraning.

E a este alcaléide, cujas propriedades terapéuticas muito se
aproximam as da cafeina (Trimetilxantina), que o guarani deve a
sua acf8o excitante sobre as funcbes cerebrais, agindo como agente
miosténico sobre a fibra muscular, facilitando o trabalho fisico e
permitindo ao homem realizar, sem fadiga aparente, um trabalho
longo e arduo, sem racio suplementar.

Muito usado ainda sob a forma de tintura, extrato fluido, pé,
bastédc e sementes, conserva a tradicdo de suas virtudes, muito
embora sem o entusiasmo e a conviccdo de outrora.

Tem atualmente, apesar de restrito, emprego em medicina e
consta da Farmacopéia Brasileira sob duas formas: po de guara-
na e extrato fluido de guarana.

E’ indicado como cardiodindmico, antidiarréico e nas enterites
disenterigénicas.

Pé6 de guarand — Segundo a Farmacopéia Brasileira 4 assim
preparado:
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“Raspe o bastdo de guarand com uma lima grossa e passe o
pé resultante pelo tamis n.° V. Si, em vez do bastfo, quizer pul-
verizar a semente, pile-a grosseiramente, seque-a a 45-500,' pulve-
rize-a e passe o pd pelo tamis n.® V., Proceda ac doscamento pelo
processo indicado e adicione ao resto, si for necessario, q. s. de pb
de guarand esgotado para que o produto final contenha 4 % de
cafeina. Deve conter de 3,6 % no minimo, a 4,4 % no méximo de
cafeina.” v

E usado na confecclo de capsulas, comprimidos, pilulas, pés
e na preparacdo do extrato fluido.

Caracterizagdio — P6 de cor pardo-résea clara, quasi inodoro
e de sabor francamente adstringente e amargo.

Eaxtrato fluido de guavand — Denomina-se extrato fluido o
soluto extrativo e titulado de consisténcia fluidica, obtido por inter-
médio de uma mistura de alcool e agua, & baixa temperatura, cor-
respondendo em. centimetro clibico ao peso da planta ou a um teor
estipulado do principio ativo medicamentoso.

2

Na inddstria é usado o processo de evaporacio no vacuo, que
é rapido e praticado em aparelhos especiais, & baixa temperatura
e livre do contacto do ar.

X o processo ideal para a preparacio de extratos fluidos, por
se obter produto de composicio sempre constante, mais ativo e
menos corado gue o preparado a banho-maria — operacdo que o
torna geralmente escuro. '

O extrato fluido de guarana, de acordo com a Farmacopéia
Brasileira, deve ser preparado da seguinte maneira:

Guarana em pd (tamis no V) ............ 1.000 grs.
Aleol i e e e e Q8.
AU e Q.5

Para se obter cerca de 1.000 cm”®

Prepare este extrato fluido pelo processo (A) comum de per-
colacfo, empregando como liguido extrator uma mistura de trés vo-
lumes de alcool com um volume de agua.

Humideca uniformemente mil gramas da droga pulverizada

com Q. s. do liquido extrator e deixe em maceracdo durante seis
horas em vaso tampado; passe-se entdo a mistura pelo tamis n.®
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111, introduzindo-a em um percolador. Junte-lhe mais liquido ex-
trator, afim de que este, ao atravessar ¢ pé em sua descida, acarrete
as substincias soliveis e sais do percolador, livre de substancias
insoliveis. O orificio de esccamento do percolador, antes da in-
troducio do pd, deve ser obliterado por um pouco de algodZo hi-
dr6filo "humidecido com algumas gotas do liguido extrator, para
facilitar a passagem das primeiras porcdes do percolato, em geral
muito densas. Deixe entSo escoar vagarosamente o liquido (10
gotas por minuto), juntando-se mais liquido extrator até completo
esgotamento da droga. Separe os primeiros oifocentos em? do
percolato, distile o restante deste para recuperar o 4lcool e concen-
tre o residuo até consisténcia xaroposa em temperatura inferior a
60°, dissolva este na porcéo posta & parte, misture bem e proceda
ac doseamento de uma fracdo do produto pelo processo indicado,
calcule a porcentagem de cafeina no resto do ligquido e junte-lhe
g. s. de Hquido extrator para que cada fracdo de 100 em?® de ex-
trato fluido finalizado contenha 4 grs. de cafeina.

100 cms?® de extrato fluido de guarand devem conter de 3.6
grs., no minimo, a 4,4 grs. no maximo, de cafeina.

Caracterizacdo — Liquido castanho-escuro, cheiro pouco acen-
tuado, lembrande o de cacau, sabor bastante amargo, e adstrin-
gente. '

O extrato fluido de guarand é usado na manipulaciio de po-
¢les, xaropes, etc.. Na industria tem larga aplicacdo na prepa-
racdo do xarope de guaranid para refrescos e da bebida refrige-
rante gazeificada, denominada “Guaranad”.

-

Bastio de guarand — O guarans em bastio apresenta-se em
cilindros duros e pesados de 10 a 30 centimetros de comprimento,
aproximadamente, por 4 cms. de didmetro, de cor parde-averme-
lhada escura, externamente; sua fratura é desigual e levemente
luzidia, com frissuras no centro. Internamente é de cor pardo
avermelhada clara e apresenta fragmentos mais ou menos grossos
das sementes e as vezes seus tegumentos pardo-negros. Seu chei-
ro € pouco perceptivel e seu sabor fracamente adstringente e amar-
go, lembrando um pouce o do cacau. :

O bastac de guarani fabricado pelos indigenas é reputado o
“de melhor qualidade e pureza, alcancando por isso maior preco,
‘aceitacdo e procura no comércio. E de aspéeto grosseiro, tamanho
e peso malores e de cor mais escura do que o produto industrial,
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ao qual se juntam, por vezes, cacau, farinha de mandioca e de
arroz, previamente peneiradas.

A sua dureza é tal que requer o uso de uma lima ou grosa para
reduzi-lo a p6. Os Iindios, para este fim, se utilizam do osso da
lingua do piraruci que ¢é considerado o maior peixe fluvial do
Brasil, :

Esse csso hidide, pelas intGmeras apéfises espinhosas que pos-
sue, torna-se um 6timo  ralader e é utilizado como utensilic de
.cosinha.

O bastdo de guarani, cuja preparacio atual é baseada no mé-
todo usado pelos nossos indigenas, é feito da seguinte maneira:

Os frutos, colhidos logo que estejam maduros ou quasi ma-
duros, sfo tratados com agua afim de tirar-lhes a parte carnosa,
deixando livres as sementes que s&o expostas ao sol para secarem.
Em seguida sfo estas ligeiramente torradas sobre pedras aqueci-
das, fornos ou em torradores cilindricos ou esféricos giratérios,
idénticos aos usados para torrar café. A torrefacdo se faz no
mesmo dia da colheita com o fim de evitar a fermentacdo das se-
‘mentes, devendo-se ter o maximo cuidado para que nfo se quei-
mem e figquem uniformemente torradas. S&o depois descascadas.
operacdo que é feita colocando-se as sementes torradas dentro de
um saco e batendo-o varias vezes contra o solo ou sovando-o com
o auxilio de uma vara, sendo em seguida peneiradag. As sementes
depois de limpas sdo trituradas em pildes de pedra ou de madeira
e reduzidas a um pd, mais ou menos fino, que é humidecide com
Agua e amassado até a obtenclo de uma pasta consistente. A esta
pasta sdo adicionadas sementes inteiras e fragmentadas, antes de
serem moldados os bastBes. Xstes sfo, por sua vez, submetidos &
secagem que lhes empresta uma dureza caracteristica e lhes permi-
te conservarem-se por muito tempo. Os secadores ou fumeiros
constam de trés ou malis giraus sobrepostos, colocados sobre o fo-
2o brando da lenha resinosa de muxuri, de preferéneia, pelo aroma
e grande quantidade de fumo que desprende, e sfo construidos em
compartimentos fechados, ao abrigo dos ventos, tendo unicamente
uma porta que é aberta de quando em quando, para a renovacio do
ar. Os bastdes sdo extendidos no primeiro girau, préximo ao bra-
seiro, onde permanece por muitos dias, sendo revirados constante-
mente. S#o passados sucessivamente para os giraus superiores, 3
propor¢do que vio secando e s6 estardo prontos depois de permane-
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cerem 60 dias, aproximadamente, nesta estufa. Os indigenas gas--
tam neste trabalho nada menos de 120 dias.

Ezxame microscéopico — O exame microscépico presta, indis--
cutivelmente, . inestiméveis servicos & Bromatologia na  determina--
cdo e identificacfio das mais variadas fraudes a que est@o sujeitos.
os produtos alimenticios.

B, por assim dizer, indispensavel nas anilises bromatolégicas,
ndo sé6 como complemento aos exames quimicos, como tambem por-
ser, em determinados casos, 0 meio Gnico e seguro para a especifi--
cacdo de misturas, as mais variadas possiveis. )

A fraude das farinhas, dos doces de frutas, dos condimentos
e de muitos outros alimentos, somente poderd ser revelada, com
exatiddo, pelo exame microscépico, auxiliado pelas reacbes micro-
guimicas e pelo conhecimento dos elementos histolégicos caracte-
risticos a cada espécie vegetal.

O fim por nés colimado e que constitue a razio de ser destas:
linhas, fundamenta-se na interpretacio do exame microscdpico do
sedimento do refresco e xarope de guarand, o que DProcuraremos.
esclarecer dentro das possibilidades ao nosso alcance, principalmen-
te no ponto em que achamos obscuro, falho ou incongruente. Es-
peramos merecer o -apoio dos interessados no assunto, pois que a.
modificacdo a ser proposta vird favorecer grandemente, nao s6 o
laboratério, o industrial, como tambem a prépria lei sanitiria.

O laboratério — porque ndc mais serd forcado a rejeitar um:
produto, embora reconhecendo que o mesmo, pelos principios ba-
gicos da filtracdo, deveria ser aprovado.

O industrial competente e escrupuloso — porque ja nfo terad o
dissabor de ver o seu produto reprovado, estando convicto de que:
0 preparou com a mais rigorosa técnica e assepsia.

E a proépria lei sanitaria — porque, reparando este lapso
preenchendo esta lacuna, estard exigindo a apresentacido de umr
produto limpido, puro, sem prejuizo de suas propriedades e que
satisfaz plenamente uma das mais comesinhas e indispenséveis ope-
racdes quimico-farmacéuticas — a filtracdo.

Para o p6é da semente e do bastdo de guarana, o Exame Micros-
copico tem grande valor, sendo a sua contribuicio indispensavel,
porque revela com precisio a presenca dos elementos histoldgicos:
e ainda das impurezas, por acaso existentes.
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Entretanto para o refrigerante, xarope e extrato de guarani,
este exame é de valor secundério, destituido do interesse e da im-
portancia que lhe emprestam.

Nos exames microscopicos de produtos do guarand nido encon-
tramos no sedimento, apés centrifugacdo, elementos histolégicos da
“Poullinia cupanae”, a nao ser em dols (nicos casos que passaremos
a descrever mais adiante.

Comumente s&o encontradas no depésite formado (¥Fig. 3), le-
veduras, bactérias e substancias amorfas, de aspecto resinoso, em
massas ou peqguenos blocos, levemente corados, que se tornam cas-
tanho avermelhades quando tratados pelo lugol

Fia.

Microfoie — Sedimento de refrigerante de “CGuarana®™ velhn.

As leveduras, bactérias e cogumelos, formam, muitas vezes,
no refresco, quasi que a totalidade do sedimento, revelando a falta
de assepsia na manipulacic do produto gue, pela sua composicio,
favorece o crescimento de tais germes.

A substancia gomosa ou resinosa, em grumos, blocos, placas e
massas amareladas, amorfas, que se encontra no sedimento dos
produtos de fabricacdo antiga, notadamente guando.fermentados,
& muito comum nas preparacdes de origem vegetal.
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Fig, 2
Corte transversal da semente (x200}.

Fic. 4
Elemenios do pd de guarand (x300)
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A causa de sua formacio tem sido motivo de acurado estudo,
de hé longos anos, nio se tendo chegado, entretanto, a uma con-
clusdo satisfatéria. Este depésito é constituido, quasi sempre, de
substédncias inertes, em alguns casos, porem, de pequena porcio de
principios ativos, e se supde proveniente da alteracio provocada
pela acfo do ar e da luz & mistura de principios imediatos com
albumina, tanino, matérias corantes, diferentes glicédsides, alealdi-
des, efe., de que se compdem os extratos e tinturas vegetais.

Os elementos do pdé de guarand sdo tipicos, conforme se vé na
fig. n.° 4, e a sua presenca no centrifugado sera facilmente deter-
minada ao microscdpio, entre lamina e laminula, em preparacio a
fresco.

Constam de elementos celulares do parénquima amilifero, grios
de amido esparsos, irregularmen‘te esféricos, as vezes alongados.
simples ou compostos de dois, trés e quatro aglomerados; células
clibicas da superficie do embrido, dutos e ainda, células petreas e
célulag palicadicas do tegumento de semerites ndo descascadas.

Estes elementos se tornam mais claros, nitidos e perfeitamen-
te reconheciveis quando tratados pelo soluto de hipoclorito de sodio
e montados entre Idmina e laminula com uma gota de solucdo con-
centrada de hidrato de cloral.

De Janeiro a Novembro de 1941, foram efetuadas pela Sub-
Secclo de Microscopia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz, 48 ana-
lises microseépicas de produtos do guarana, assim discriminadas:

Andlises fiscais:

Refrigerantes ......... i, 30
XATOPES ettt ittt enen i iensiate st e 3

Andlises prévias:

Refrigerantes . .....eeeer it

D e o= O

RV

Extratos ... e i
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PRESENCA DE GERMES

(Exames microscépico e bacterioldgico) i
a) REFRIGERANTES:

Andlises prévias:

Leveduras, cogumelos e bacilos esporulados Gram

positivos com vitalidade ........... ... ... il
Leveduras e bacilos Gram positivos esporulados com
vitalidade ... i

Leveduras com vitalidade ........................
Bacilos esporulados Gram positivos com vitalidade ..
Germes sem vitalidade ........... ... ... . L

Andlises fiscais:

Leveduras e bacilos esporulados Gram positivos com
vitalidade ... oiii i e
Leveduras, cogumelos e bacilos esporulados Gram
positivos com vitalidade ........... .. ... . L.
Leveduras com vitalidade ........n... ... ... ...,
Germes sem vitalidade .............. ... ... .....

b) XAROPES
Andlise prévia:

Germes sem vitalidade ............c. e,

Andlises fiscais:

Leveduras, cogumelos e bacilos  esporulados Gram
positivos com vitalidade ......... RS .
Leveduras e cogumelos com vitalidade ............
Leveduras com vitalidade .........................

ELEMENTOS HISTOLGGICOS DE GUARANA:

Xaropes:
Prévias — auséneia ...ttt
Fiscal — auséneia ........ i iieenene..

Refrigerantes:

Prévias — ausSGNnela ....viveerereeenrnonnanenenens
: presenca (contendo tambem amido de
MANAdioCaA) ... e e

Fiscals — auséneia ........c.oviiiniiviiiiiiiinns

s

LW
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Eaxtratos: ,
Fiscais — auséncia .........c0 i el 4
Fiscal — presenca de amido (semelhante ao do gua-
rand e do CACAU) +eveerenvecnonarnaonens 1
Total ............ 48

Notamos, pela relacdo acima, que nos produtos de guarana a
auséncia dos seus elementos histolégicos é quasi absoluta.

Em 48 amostras examinadas somente duas os apresentaram e
assim mesmo com resultados pouco satisfatérios. Uma dessas
amostras era de refrigerante e outra de extrato de guarana.

No refrigerante, anélise prévia, fol constatada a presenca de
rarissimos elementos histolégicos de guarand e, ainda, de grande
quantidade de amido de mandioca (Manihot utilisstimma) e nimero
elevado de germes com vitalidade. Seu sedimento era abundante,

Podia tratar-se do caso de um produto mal filtrado, contendo
extrato ou infuso, preparados com o bastdo de guarani de quali-
dade inferior, ao qual comumente séo adicionadas substincias ami-
laceas, ou de ter sido juntado, intencionalmente, o p6é do bastdo de
guarand ou o aludido amido, com o fim de serem encontrados no
exame microscdpico e permitir a sua aprovacio, de acordo com a
vigente lei. O fabricante porem se esqueceu que o amide de “Ma-
nihot utilissime” difere ndc 86 na forma como em tamanho do
amido da “Paullinia cupana” e que, ao microscopio ndo € dificil
diferenca-los.

A outra amostra era de um extrato de guarand, analise fiscal,
na qual verificAmos a presenca de gréos de amido semelhantes aos
da. “Paullinia cupana” e “Theobroma cacao”, e auséncia absoluta
dos demais elementos histolégicos da semente do guarana. '

O dep6sito branco, pulverulento, formado no fundo do recipien-
te, chamou-nos logo a atencfo ao recebermos a amostra, pois con-
trastava nitidamente com a cor castanho avermelhada do liquido.

E’ evidente o inttito do fabricante adicionando, posteriorfnen-
te & filtracdo do produto, o amido em questdo. O aspecto deste de-
pésito, entretanto, era ainda bem mais toleravel do que o apresen-
tado pelos elementos totais do pd, cuja cor pardo-avermelhada dar-
nos-ia logo a impressdo de impureza ou alteracdo.
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, O extrato fluido de guarand, como todos os extratos fluidos de
origem vegetdl, logo apbs sua preparacéo, devem apresentar-se lim-
pidos, isentos de substincias insoliveis e detritos da planta.

Tivemos ocasido de visitar varios laboratdrios farmacéuticos e
fabricas de extrato de guarand e nos certificamos de que o processc
de preparacdo por eles usado, ndo permite a obtengéo de um produ-
to turvo que, consequentemente, formaria depédsito e seria rejeitado
pelo consumidor. . :

Diversas amostras de extrato de guarana, de varias procedén-
cias e de recente fabricacéo, foram examinadas ao microscépio, apds
centrifugacio pelo espaco de tempo de uma hora, nio revelando a
presenca de seus elementos histologicos.

Estas amostras, expostas & agdo da luz e do ar, foram examina-
das mais tarde e apresentaram um sedimento castanho avermelhado
escuro, constituido por pequenos blocos irregulares, de aspecto es-
ponjoso, parcialmente soltiveis no aleool, restando outros completa-
mente insolaveis, granulosos e escuros, constituidos talvez por tana-
tos insoluveis,

O “vermelho de guarand”, matéria corante existente em grande
guantidade nas sementes e no episperma e em pequena porcio em
varios 6rgfos da planta, foi objeto de atencioso estudo de nossa parte.
Completamente soltivel no alcool, precipita-se em presenca da adgua
distilada, do eter, do cloreférmio, da benzina e do eter de petréleo,
parecendo dever-se a ele a formacfo de uma grande parte do depésito
existente nos extratos de fabricacdio antiga. E’ de constituiciio ainda
nio bem definida e apresenta verdadeira analogia com a matéria
corante da noz de cola e do cacau. E’ um corpo amorfo, de funcéo
fenélica, faz parte do grupo das catequinas, nfio se precisando porem,
si é de natureza glicosidica como se faz supor — o que, alids, tem
sido j4 contestado.

Sendo a “Poullinia cupana” rica em resinas, goma, tanino, 6lio
graxo e principalmente de “vermelho de guarani”, estd o seu extra-
to fluido sujeito & oxidacio dessas substdncias com ulterior forma-
cao de depdsito. IEste, porem, ndo tem relacio nem semelhanca com
o constituido pelos inconfundiveis elementos histoldgicos tipicos da
semente como acabamos de ver (Fig. n.° 4).

A farmacologia, terapéutica e bromatologia, interessa unicamen-
te que o extrato fluido de guarané apresente integralmente os prin-
cipios imediatos da droga. A presenca dos seus elementos histold-
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zicos, portanto, é absurda e desnecessaria porque, ndo aumentando
em absoluto as propriedades gerais do extrato, pois constitue um
p6 ja esgotado, leva & certeza de aue o produto nao foi conveniente-
mente manipulado.

A filtracéo neste caso € operagio que se torna indispensavel, afim
de se obter um produto limpido, higiénico e apresentavel.

Pelo método da percolacdo, de uso oficial, obtem-se o extrato
fluido isento de substdncias insolliveis e impurezas, pois que o per-
colador, pela sua forma especial, em cone, tendo internamente a
massa da planta pulverizada, ligeiramente comprimida contra suas
paredes e o orificio de escoamento obliterado com algodio hidréfilo,
funciona como um verdadeiro filtro.

Quando preparado por maceracio, método usado por muitos fa-
bricantes de refresco de guarand, o macerato é submetido & filtracéo
sobre amianto antes de ser evaporado. Com este produto, depois
de devidamente titulado, prepara-se o refresco sem necessidade de
nova filtracéo.

Desde que os elementos histolégicos de guarana ndo melhoram
as qualidades do extrato fluido, por que exigir a sua presenca neste
produto si eles the ddo mau aspecto e pode ser até a causa de sua
fermentacio?

Si o extrato fluido obtido por qualquer um dos processos men-
cionados néo revela a presenca de tais elementos, é obvio que o re-
frigerante e o xarope de guarand, jamais os deverfo apresentar.

S50 rarissimos, entre nds, os fabricantes que ainda preparam
0 refresco com o infuso de guarani.

Tivemos oportunidade de preparar com as sementes trituradas
de guarani e o pé do bastdo, extratos hidro-alecodlicos e infusos que,
depois de filtrados devidamente e submetidos & centrifugacdo, néo
revelaram a presenca de elementos histolégicos.

As fabricas de bebidas bem instaladas usam filtros modernos
de grande rendimento, a vacuo ou pressio, cuja filtracio se processa
atravez de fios de amianto ou de massas filtrantes especiais. Por
esse método, que alids devia ser adotado por todo industrial capri-
choso, toda e qualquer substincia insolivel, por pequensa que seja,
€ retida. obtendo-se um filtrado completamente puro e transparente.
sem alterar suas propriedades anteriores.
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Entretanto si este produto for submetido a analise prévia, serd
for¢osamente condenado por nido revelar em exame microscépico a
"presenca de elementos histolégicos da “Paulliniac cupana’”.

Somos de opinifo. que no caso do refresco de guarand e do
xarope, somente & Quimica competiria a sua aprovacio ou conde-
nacfo, dosando-lhes os componentes,” principalmente a guaranina
(trimetilxantina), nunca, porem, & Microscopia que os iria conde-
nar precisamente quando se apresentavam com todas as caracterls
ticas de 6timo produto.

A Microscopia 86 deveria decidir quanto & presenca de impure-

zas, de cogumelos, de leveduras e de germes com vitalidade, auxi-
liada pela Bacteriologia.

Este é precisamente o ponto que julgamos falho e no qual se
estribou a legislacdo em vigor para redigir o artigo referente aos
refrigerantes denominados “guaranas”

No trabalho “Da Quimica Bromatolégica do Guarani”, apre-
sentado ao 2.° Congresso Brasileiro de Quimica e ao 3.° Congresso
Sul Americano de Quimica, ¢ ilustre quimico F. Albuquerque, Di-
retor do Laboratério Bromatolégico do Rio de Janeiro, lembra e
salienta, entre outras sugestées apresentadas em seu projeto, a ne-
cessidade de serem encontrados no Exame Microscépico dos pro-
dutos de guarani, os elementos histolégicos da “Paullinie cupana’”.

Acreditamos que a dificuldade entfo existente na determinacéo
e diferenciac@o da guaranina, considerada como isomera da cafeina,
a estabilizacfo de sua porcentagem e da dosagem das demais subs-
tancias, fez com que se incluisse a presenca dos elementos histol6-
gicos, afim de facilitar a conclusao em laudo de analise de produtos.
manipulados com a “Poullinie cupana”.

O exame quimico sendo, portanto, a via mais segura e ainda a
prova mais satisfatéria e racional no caso em apreco, deve ser o
fator principal na decisdo do resultado.

Algumas dtvidas existentes estdo sendo estudadas nos Labo-

ratérios do Instituto Adolfo Lutz e novos processos analiticos ado-
’ tados, afim de que se tenha conseguido, oportunamente, normalizar
o estado dubio dessas provas com métodos seguros empregados
para 0 exame quimico dos produtos de guarani.

Sobre o exame quimico da “Paullinie cupana” estéd sendo publi-
cado neste nimero da “Revista do Instituto Adolfo Lutz” um inte-
ressante trabalho de autoria do talentoso e competente colega Nelson
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Cagno. que muito vira contribuir para a elucidacido de falhas que
ainda giram em torno do delicado problema do exame bromato-
légico dos produtos de guarana.

O exame microscépico nfdo deve nem pode, logicamente, prestar
a sua contribuicdo para servir de argumento- decisivo no resultado
das anéalises destes produtos, enquanto nfo for modificado o artigo
168, do Regulamento do Policiamento da Alimentacfo Publica que
tem o teor seguinte': ‘

“S6 poderd ser vendida com o nome de “Guaranid” a bebida
refrigerante gazeificada ou nfo que contiver ndo sé os principios
ativos como os elementos histolégicos da “Paullinia cupana” e cuja
porcentagem de guaranina {(Trimetiloxantina) nfo for inferior a
vinte ‘miligramos (0,020}, permitido, no maximo 0,56% (meio por
cento) de alcool em volume” :

Devem ser excluidas desta frase as seguintes palavras subli-
nhadas: — ndo s6 — como os elementos histolégicos — ficando
com o teor seguinte:

“S6 podera ser vendida com o nome de “Guaranid” a bebida
refrigerante gazelflcada ou néo que contiver os principios ativos da
“Poullinia cupena” e cuja percentagem de guaranina, ete.”

Excluida a exigéncia da presenca dos elementos hlstolooqcos de
guarand, ter-se-i evitado o seguinte paradoxo:

— 51 0 produto for filtrado serd positivamente condenado pelo
Regulamento.

— Si nflo o for ou sofrer a adi¢fo posterior do pé, serd apro-
vado de acordo com, a lei, porem condenado pelo consumidor que o
rejeitara, por considerd-lo, mui justamente, um produto -inferior,
de mau aspecto, com grande depésito e lembrando a alteracéo.

O refrigerante de guarand deve ser preparado, segundo as res-
pectivas férmulas, com o extrato fluido de guarand de boa qualidade.

‘ Este extrato, obtido por maceracio ou percolacdo somente aci-
dentalmente podera revelar a presenca de elementos histolégicos da
semente de “Pauilinia cupana”. A prova de filtracfo, por que
passa, retem toda e qualquer particula insoluvel em suspensfio, res-
tando o liguido completamente limpido e encerrando o teor méaximo
de principios imediatos da droga.

Portanto, o refrigerante preparado com este extrato ndo se
apresenta com depdsito e ndo revela a presenca de elementos histo-
légicos de guaranid. Quando velho, este produto acusa um sedi-
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mento vermelho escuro que, como ja tivemos ocasifo de referir,
provem da oxidacfo de substancias varias de que se compde o extra-
to, submetido 2 acfo do ar e da luz.

Ainda quando filtrado, o produto pode turvar-se ¢ apresentar
depésito, depois de algum tempo, ocasionade pelo crescimento de
bactérias e leveduras, o que vem provar a falta de conhecimento
técnico-cientifico na manipulacido do produto.

O legendario mérito atribuido as multiplas e benéficas proprie-
dades da “Paullinia cupana” fez surgir entre nds a primeira {6r-
mula do refresco efervescente, gazeificado, de guarand, cabendo essa
primazia ao eminente médico patricio Dr. Luiz Pereira Barreto,

Mais tarde, o saudoso e veneravel quimico, profegsor Pedro
Batista de Andrade, fez tambem uma férmula da mesma natureza,
que alcanéou grande sucesso, sendo até hoje uma das mais conhe-
cidas, divulgadas e de maior aceifacio.

Varias formulas surgiram depois.

Hoje o comércio esta repleto de um numero infinite de marcas
deste produto, na sua maioria, infelizmente, de qualidade inferior,
apresentande visivel fermentac8o, pela absoluta falta de assepsia
na sua obtencdo.

Daremos de um medo sucinto a preparacfo do refresco de gua~
rand, alguns conselhos Uteis e indispensaveis na sua manipulacéo,
esterilizacfo, etc., afim de que uma grande parte dos industriais, no
género, possa corrigir ou melhorar a técnica para a apresentacio
de um produto de classe.

Os componentes da férmula comum dos refrigerantes de gua-
rané. devem ser todos de 6tima qualidade e pureza.

N2 sua preparacho, empregar-se-4, de preferéneia, o extrato
fluido de procedéncia idonea, para ce ter a facilidade de dosar a
quantidade de guaranina (0,0206% ), podendo, entretanto, ser usados
infusos, extratos ou solutos hidro-alcodlicos, ete., devidamente titu-
lades e filtrados. Os demais ingredientes sfo dissolvidos em uma
porcdo conhecida de agua potavel, filtrados, sendo juntado, por
fim, o xarope simples, tambem previamente filtrado. Tem-se assim
ima mistura em cuja composicdo os ingredientes de uma férmula
(800 cc.) foram calculados e contidos num determinado volume da
reterida mistura (50 ce. por exemplo), que s&io colocados em cada
garrafinha, completando-se esta com q.s. de dgua saturada de gés
carbénico. Depois de fechadas devem ser submetidas & esterili-
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zacdo, que pode ser feita a banho maria, por tindalizacdo ou pas-
teurizacdo, afim de destruir os germes vivos existentes no produto.
G vasilhame, recipientes e garrafinhas devem ser muito bem lava-
dos, passados em agua fervente, ou submetidos & acdo do vapor sob
pressao. Existem hoje aparethos modernos que facilitam extraor-
dinariamente este trabalho de limpeza, lavagem e esterilizacdo, eco-
nomizando tempoe e apresentando com eficiéncia e perfeicio um
servico bastante penoso e de grande importincia, com um reduzidc
numero de operarios. Poderemos, portanto, resumir em poucas pa-
lavras o método de preparacido de um refresco de guarana, isentc
de 1mpurezas e fermentacbes:

a) Usar ingredientes puros.

b) Fazer filtracdo perfeita.

¢) Usar vasilhame, garrafinhas e recipientes limpos.

d}.  Esterilizar o produto logo apés seu fechamento.

Para terminar faremos, em resume, as seguintes

CONCLUSOSES

19y Os elementos histolégicos de guarand sfo tipicos e facil
mente indentificaveis ac microscépio. ’

. 2%} Os extratos de guarand, devidamente filtrados nfo apre-
gentam estes elementos, sio completamente limpidos e
transparentes. '

39) A presenca dos elementos histolégicos da “Pauliinia cupa-
na” ndo aumenta o teor dos principios imediatos desses
extratos. F’, portanto, desnecessaria, absurda e prejudica
o aspecto do produto.

4Y) Expostos & acdo do ar e da luz, os extratos de guarand
se tornam opalescentes, turvos e adquirem, por vezes, de-
pésito volumoso, devido a oxidacfio e precipitacio de
asiguns de seus principios mais ou menos alteriveis.

5°) Examinado ao microscépic este sedimento nio revela a

menor semelhanca com os elementos histologicos da se-
mente do guarana.

59y O refrigerante de guarana, preparado com o extrato, nfo
revelard a presenca de tais elementos. Si os apresentar,
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é porque o produto néoc foi filtrado ou foi preparado com
infuso ou extrato, em cuja obtencio nio foram seguidas
as regras da téenica farmaco-quimica.

O refrigerante de guaranad ou, separadamente, seus com-
ponentes, devem ser previamente filtrados, isenfos por-
tanto de substdncias insoliveis e de impurezas.

O produto filtrado pode somente apresentar depésito:

a) quande submetido a uma esterilizacio imperfeita,
dando lugar ao crescimento de germes e leveduras:

b) quando se tratar de produtc de fabricaciio antigsa,
provindo, neste caso, o depdsito, do extrato de gua-
rand, devide a combinacdes de natureza bio-quimica,
ulteriores ao engarrafamento do produto.

A auséncia de elementos histolégicos nos produtos de gua-
rand foi quasi absoluta em' 48 amostras examinadas du-
rante o ano de 1941, pela sub-seccdo de Microscopia Ali-
mentar do Instituto Adolfo Lutz.

O exame microscépico nio pode decidir do resultado das
analises destes produtos, pois os ird condenar pela au-
géncia de elementos histolégicos, de acordo com a lel
vigente, quando se fazia necessdria a sua aprovacdo. A
Microscopia s6 devera opinar guanto a presenca de im-
purezas e de leveduras e germes com vitalidade — neste
caso — auxiliada pela Bacteriologia.

Ao exame quimico deverd competir a aprovacio ou con-
denacdo dos produtos de guarand, pela pesquisa e dosagem
dos seus componentes, principalmente da guaranina (tri-

"metilxantina).

A vista do exposto, o artigo n° 168 do Regulamento de
Policiamento da Alimentacfo Publica deve ser alterado,
excluindo-lhe a exigéncia da presenca dos elementos his-
tolégicos da “Paullinia cupana” nos refrigerantes deno-.
minados “Guarands”.

ABSTRACT

The histologic elements of Guarani are typical and can be
easily identified by the microscope.
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The extracts of guarana, duly filtered do not show these
elements, being completely clear and transparent.

The presence of histologic elements of the “Paullinia cupa-~
no” does not increase the value of the immediate prin-
ciples of these extracts. It is, therefore, unnecessary,
absurd and prejudices the aspect of the produect.

When exposed to the air and light, the extracts of gua-
rand turn opaline, troubled and sometimes form a volu-
mous deposit, because of the oxidation and precipitation

of some of their more or less alterable principles,

When examined under the microscope, this precipitation
does .not present the smallest likeness with the histologic
elements of the seed of guarana.

The guarani used as a refrigerant, prepared with the
extract, will not show the presence of such elements. If
it does, it is because the product has not been filtered
or it was prepared with infusion or extract, in the pre-
paration of which the rules of the pharmaco-chemical
tecnique were not followed.

The guarani refrigerant, or separately, its components
must be previously filtered, being therefore free of inso-
luble and impure substances.

The filtered product may only present a deposit:

a) when the sterilization was not complete, giving the
germs and yeasts a chance to grow.

b) when the product of fabrication is old, and in this
case the deposit of the extract of guarani is due to
the bio-chemical combination, posterior to the bot-
tling of the product.

The absence of histologic-elements in the products of gua-
rand was almost absolute in 48 samples examined during
the year of 1941, by the “Sub-seccio de Microscopia ali-
mentar” of the “Instituto Adolfo Lutz”.

The microscopic examination cannot decide about the re-
sult of the analysis of these products; as they will be
condemned by it because of the absence of histologic ele-
ments, according to the laws in force, when they should
be approved. The microscopical examination has only
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value when impurity and yeasts and iiving gé?fns are
present, in this case, helped by the bacteriology.

11°) The chemical examination is to approve or condemn the
products of guarani, by analysing and dosing their com- .
ponents, specially of the guaranine (Trimetilxantine).

12°)  In conclusion, the article n.° 168 of the “Regulamento do
Policiamento da Alimentacdo Publica”. must be changed,
excluding the exigence of the presence of histologic ele-
ments of the “Paullinia cupana” in the refrigerants named
“Guaranas”.
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SOBRE ALGUNS ASPECTOS IMPORTANTES
DO GUARANA (PAULLINIA CUPANA) (*)

(Estudo e caracterizacdo do seu alealdide)

NELSON CAGNO

Técnico de laboratério do Inmstituto Adolfo Lutz

INTRODUCAO
O Guarani, vegetal nativo tipicamente americano, é caracte-
ristico da zona Norte da América do Sul. Medra particularmente
em zonas de terras himidas, da regido do Vale do Orenoco, Vene-
zuela, do Baixo Amazonas e nas margens do Madeira inferior.

Foil quasi que simultaneamente estudado por Humboldt e I.
Martius. Entretanto, a denominacéo dada por Humboldt tem atual-
mente preferéncia sobre a Paullinia sorbilis.

O Guarani é uma Dicotiledénea da familia das Sapindaceas,
estudada com o nome de Cupana no género das Paullinias.

Segundo umas notas obtidas com A. Cownlay Slater (E.E.M.)
o vegetal atinge muitas vezes 10-12 metros de altura. Esta é a
razao pela qual o referido autor apresenta a sugestdo de que as
culturas orientadas do Guarand devem ser feitas em Iugar descam-
pado para que haja maior eficiéncia.

A planta, desenvolvida da semente, necessita em média de 4-5
anos para produzir o fruto. No entanto, uma muda tirada dire-
tamente de outra arvore, tendo um tratamento adequado, pode pro-
duzir a primeira colheita em dois anos.

C solo propicio para o cultivo do Guarand deve ser himido e

argiloso, tal como é nas regifes dos Maués.

O. fruto acha-se localizado dentro de um tegumento, do qual
pode ser retirado facilmente. :

(*) Recebido para publicacio em 14-2-1942.
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Fic, 1
“Paullinia . cupana”

Planta do guaranid com detalhes boténicos.
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Figura 1
Fruto do Guarand.
1:1,5.

As primeiras noticias do exame quimico do Guaranid foram
dadas por Théodor Martius, o qual retirou uma substancia branca,
amarga, cristalizada em agulhas e que possuia notavel aglo fisio-
l6gica. . A este composto ele deu a denominacéo de Guaranina.

Posteriormente, Berthemot e Deschastelus estudaram a Gua-
ranina de Martius. Apdés uma série de experiéncias, concluiram
os referidos autores, que a Guaranina nada mais era que a Cafeina,
vigto os referidos alcaléides apresentarem as mesmas caracteristicas.

Martius, entretanto, continuando suas experiéncias, procedeu a
analigse elementar. Os resultados obtidos foram comparados com a
Cafeina e observou Martius que eles eram idénticos. Xste fato o
levou a supor que os referidos alcaléides eram’ isomeros.

As primeiras dosagens do alcaléide foram feitas por Stenhouse
(1857), Peckolt (1865), Greene (1877), Feemster (i883)...

Schir, em 1890, assinalou um alcaléide que se assemelhava &
morfina. Nierestein, em 1910, noticiou a presenca de um alcalbide di-
ferente da Cafeina, Teobromina, ete., o qual denominou § Guaranina,
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Neste trabalho estudaremos com algum detalhe a parte fisico-
quimica e quimica do fruto do Guarand, porem analisaremos mais
detidamente a parte referente ao alcaléide presente.

Ficura 2

Corte longitudinal do fruto do guarand com 200 aumentos
obtido no banco metalografico de Reichert,

Ficura 3

Corte transversal do fruto, fotografado por transparencia.
" aumento 1:200.
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CORANTE DO GUARANA

Nas partes vegetais da planta do Cacau, Nés de Cola e do Gua-
rané, foi assinalada hi algum tempo a presenca de um corante
vermelho, que se apresenta na forma de uma substincia amorfa, de
sabor adstringente, muito pouco soluvel no éter etilico, insoluvel no
éter de petréleo e cloroférmio, porem bastante soluvel nos alcodis.

O corante do Guaranad deriva de uma substdncia mae incolor,
que se transforma facilmente no corante vermelho, quando se aquece
com &cido cloridrico em solucfio alcodlica. ‘

Isto se verifica, possivelmente devido a um fenémeno de hidré-
lise. Os corantes encontrados no Cacau, na Nés de Cola e no Gua-
rani sfo bastante semelhantes e, possivelmente, possuem a mesma
constituicdo quimica.

Hilge e Lazzarus atribuem ao corante do cacau a férmula
C'H* (OH) 1'% De maneira aniloga ao Guarand, forma-se no Cacau
e na Nés de Cola uma substincia marron.

Enquanto que o corante é muito soluvel no aleool produzindo
ums coloracdo vermelho escuro em meio acido, violeta em meio
néutro, e esverdeado em meio alcalino, a substancia marron € pouco
soluvel no 4alecool, sendo porem bastante soluvel em meio aquoso
ligeiramente alcalino.

E’ importante assinalar que as partes mais ricas em cafeina
sdo justamente as que forneecem maior quantidade do corante.

Berredo Carneiro indica varias técnicas para a extracio do
referido corante, sendo que todas elas se processam a frio, pelo
sistema de percolacdo. Nés, extraimos o corante baseados no mesmo
principio fisico, porem a quente. A técnica por nés usada foi a
seguinte: ' _

Num aparelho de Soxhlet, carregdmos um cartucho com Gua-
rand em pé e procedemos a extracdo com éter etilico das substén-
cias resinosas, clorofila, etc., durante 6 horas. Retirdamos o sol-
vente, secamos o aparelho e procedemos nova extracio com cloro-
formio durante 6 horas, afim de eliminar o alcaléide. Finalmente,
usamos como solvente do corante uma solucdo de acido cloridrico
a 3% em 4aleool etilico absoluto.

Procedemos a extracfo e obtivemos como produto final um belo
corante vermelho carregado, precipitavel pela 4gua e redissoluvel
pelo aleool.
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Supbe-se que o corante forma-se concomitantemente com o alca-
16ide e, nestas condigbes, serd importante estudar a relaciio existente
entre a porcentagem do alcaldéide e a do corante.

As pesquisas microscépicas referentes a essa questio estdo
sendo feitas pelo ilustrado colega J. B. Menezes Junior.

Tracdmos no Fotémetro de Pulfrich Zeiss uma curva de trans-
paréncia, usando cubetas de 2-, 1+, 0,5 cms., operando em todos os
filtros, conforme indica figura infra.

FlH'TO

5 7 53 50 47 43
10032 75 T2 (49 &1 5 e ;

55 kn att
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Transparencia por %
2
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%%E :ﬁm

&D
R
X 750 700 G50 600 550 500 450 400 mu
' cubela de 2 oms

Comprimento de anda Legenda:v{——— “ © 4.

..... " w05

B

Froura 4

PESO MEDIO DAS SEMENTES

Para determinacéio do peso médio, usdmos a seguinte téeniea:

— Tomamos 1.000 gramas da semente e fizemos um montz
circular tdo uniforme quanto possivel; em seguida, geparamos o
monte em duas partes e cada parte pela sua metade. Tomamos as
quartas partes opostas pelo vértice e fizemos um monte finico. Re-
petimos a operaciio acima descrita por mais quatro vezes.
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Procedemos, em seguida, a pesagem das sementes em grupos
de cinco. Obtivemos os seguintes resultados:

Pesageﬁ la; | 2a. 3a. 4a. | ba. | 6a. 7a. 3a. 9a. | 10a. | tia. | 12a. | 13a, | 14a. | 15a.

Relagao ]0,3318]0,4584] 0,4067] 0,4081{ 0,4269} 0,4964{ 0,5298] 0.4501] 0,3804] 0,5032 0,4843( 05014} 0,391 0,48131 0,5000

Peso
5 gr

Peso Médio 0,457 grs. Peso Mdximo 0529 grs.
' Peso Minimo 0,331 grs.

. P P
Diferenga entre: MA — MI — 0,198

DENSIDADE MEDIA

A densidade do fruto foi feita pelo método do Picndémetro.

O processo para a preparacio da amostra obedece ao mesmo
critério que a usada para o calculo do peso médio.

Calculamos a densidade com relacdio & 4gua a 20°C..

RESULTADO
Densidade _ 124
H20

MARCHA DAS OPERACOES

Todas as determinacdes Fisico-quimicas e Quimicas foram rea-
lizadas com guarana oriundo do Amazonas, maduro, descascado e
em forma de p6é bastante fino, obtido em moinho de aco.

AGUA E SUBSTANCIAS VOLATEIS A 1000C. — CINZAS

10 grs. de guarana foram pesadas numa cdpsula de porcelana,
seca e previamente tarada e colocada numa estufa a 4-100°C., du-
rante 8 horas. Findo esse lapso de tempo, a cdpsula foi transferida
para um secador, a Cl?ca onde permaneceu 6 horas e, em seguida,
pesada. Obtivemos entio o resultado correspondente & dgua e subs-
tdncias volateis a J100°C..

A cépsula contendo o guarand seco foi calcinada, primeiramente
num Bico de Mécher, e, posteriormente, levada para o forno elétrico
na temperatura de 550 — 600°C..
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Pesamos e determindmos as cinzas totais.
VerificaAmos tambem a alcalinidade das cinzas soldveis.

RESULTADOS
Agua e substidncias voldteis a +100°C. .......... 10,56 %
Cinzas totails ........ .o il i, .. 1,80%
Cinzas insolaveis na agua ...........ccviivne... 0,88%
Cinzas insoliveis na 4gua e por diferenca ...... 0,92%
Alcalinidade das cinzas avaliada-em C03K2 ..... 0,48%

COMPOSICAO DAS CINZAS

Procedemos nas cinzas do guarani as pesquisas referentes
aos elementos metélicos e metaldidicos por via espectrométrica.

Operando debaixo das mesmas condigbes procedemos a obten-
cdo de cinzas do café, mate e chd preto, imprimimos os respectivos
espectogramas numa mesma chapa e comparamos os resultados.

O Espectégrafo usado é marca Zeiss, modelo III para quimicos,
com objetiva de foco 60 cms., para radiacOes que atinge a parte
média da chapa — 2.500 U. A., o feixe emergente cobre uma ex-
tensfo de 16 cms. aproximadamente, abrangendo a regido espectral
que vai de 2.000 até 5.000 A O sistema dispersivo é constituido
por 2 prismas de 30° um de quartzo direito e outro esquerdo, cola-
dos, por uma face (Prisma de Cornu).

A objetiva do colimador tem uma distancia focal de 403 mms.,
e a fenda é constituida de duas ldminas méveis, permitindo uma
abertura da ordem de alguns microns.

Junto da fenda foi adaptado o diafragma de Hartman para
dividir o feixe luminoso.

Procedemos os espectogramas por duas maneiras:

A) Espéctro de Faisca;

B) Espéctro de Arco.

No primeiro processo operamos debaixo das seguintes con-
dicoes :

Voltagem .........c.cvveiuenenn. 12.000 kV
Capacidade .................... 5.700 cm.
Tempo de exposicdo ............ 5 segs.

Tempo na revelacgo ............ 5 minutos
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Serviram de electrodos, carvbes especials para exame especto-
grafico. KEsse processo, entretanto, nfo nos satisfez, visto notar-
mos auséncia de grande nimero de raias.

. . w
Procedemos posteriormente o espectograma de arco, operando
debaixo das seguintes condicles :

Espectro — No Material do Electrodo Tempo

Liga de referéncia .......... 5 segs.
GUATand ......vivveinenenan oo
Café ... voo»
Cha preto ........ccevvien., roor
Mate . ” 2
Carvao ...t »or

S U R W N M

Liga .. 0,02 mms. Chapa — Iso Crom

Abertura da fenda
Enséios. 0,015 mms. Tempo de revelacio — b minutos
ELEMENTOS ENCONTRADOS
Produto |Em apreciavel quantidade | Em quantidade regulor Vest‘igios“

Guarana . |Al — Ca — Cu — Mg

K—Na—8—~P_—_Ti}{ B-— Mn — Sr Fe .
Café ... |Cu — K — Na P —B — Ca Si — Fe
Ch4 preto {Cu — K — Na B—8r —-Ca—Ti [Mg— Mn—P
Fe — Al
Mate ... JCu — K — Na . B — Sr — Ca— Mg |Fe — P — Si

Para a caracterizaclo dos elementos, usamos a técnica de
Oscar Bergstrom Lourenco do I.P.T..

‘Dos quatro compostos, o guarané é o que gqualitativa e quanti-
tativamente apresenta residuo mineral mais rico, sendo interes-
sante notar o elevado teor de Fésforo e Titdnio presentes.
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ACIDEZ TOTAL

Téenica Seompaio Mello

Para a determinacéo da acidez total, usadmos a seguinte técnica:
Num baldo volumétrico de 200 cc., colocdmos 10 grs. de guarani e
completdmos o volume com aleool néutro a 90°, agitdmos o frasco
durante 15 minutos e deixdmos em repouso.durante 24 horas. Apés
a filtracdo, pipetdmos 10 cc., colocAmos 3 gotas de solucio alcodlica
de fenolftalina a 1% e titulamos com OH Na N 1/100.

RESULTADO

Acidez total em soluto normal por cento ...... 21,0

NITROGENIO TOTAL

A dosagem do nitrogénio total foi feita pelo processo de
Kjeldahl, operando-se sobre 1 grama do produto.

Procedemos uma série de 5 determinacdes e obfivemos os se-
guintes resultados:

Do%agens . 1.2 2.2 3.2 4.2 5.2
Resultados ... 2.76 2.74 2.75 2.73 2.74
Média aritmética ... ... 9749, Resultado méwimo ...... 2,76%
Resultado minimo .. .... 2,749 Diferenge Rma — Rmi . 0,02%
LIPIDIOS

Observamos quando tentdmos a separacic do corante do gua-
rané, pelo éter de petréleo, um depdsito gorduroso, amarelo-esver-
deado, emulsionavel pela agua quente.

Igualmente, quando procediamos a dosagem do alcaléide do
guarand, usando como solvente o cloroférmio, observdmos nova-
mente que, juntamente com o alcaléide, aparecia entre outras subs-
tancias, um corpo graxo que a impurificava.

Para a separacio e a dosagem dessa substincia graxa, usamos
a seguinte técnica: “20 grs. de guaranid foram submetidas 3 ex-
tracdo com éter de petrbleo no aparelho de Soxhlet, durante 12
horas em baixa temperatura. Terminada a operacdo, evaporou-se
o éter de petréleo. O residuo era composto de cafeina e substin-
cias graxas. : ‘
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Tratou-se por agua quatro vezes, para separar por solubilidade
a cafeina das substdncias graxas. Em seguida, filtrou-se em filtro
molhado. Lavou-se rapidamente o balo do aparelho com um pouco
de éter de petrdleo para retirar os restos de matérias graxas, e pas-
gou-se para o filtro. Em seguida, lavou-se o filtro com 50 cc. de
éter de petréleo, recolhendo-se os extratos etéreos numa cépsula
tarada.  Eliminaram-se os ultimos tracos de dgua e éter por uma
corrente de C02 previamente seca. Em seguida, secou-se e pesou-se.

Procedemos posteriormente a determinacio da densidade e
indice de refraco.

RESULTADO
Substancias graxas ........ 2,75 grs.%
Indice de refracio a 25°C. .. 1,475
Densidade ................ 0,832

DOSAGEM DO ACIDO PAULINO TANICO

Téenica de TAYLOR'S — A duas gramas de guarand finamente
pulverizado, adicicndmos dez cc. de Agua e homogeneisamos durante
uma hora.

Adicionamos 25 cc. de alcool a 90° e homogeneisdmos por mais
30 minutos. - Filtramos e lavidmos com alcool a 90°. Levamos o fil-
trado com o lavade (= 50 cc.) a ebuliclo e adiciondmos 6 cc. de uma
golucdo saturada de acetato de chumbo.

, Separamos o precipitado de Paulino-tanato de chumbo por uma
eentrifugacio, decantando o liquido atravez de um filtro tarado.

Repetimos o tratamento da centrifugacéo duas vezes com &alcool
a 90°, decantando cada vez, atravez do filtro. Transferimos o pre-
cipitado para o filtro e lavamos de modo a eliminar o excesso de sal
de chumbo. Lavamos com éter, secAmos a 100°C e pesamos.

O peso multiplicado pelo fator de transformacio do Paulino-
tanato de chumbo em 4cido Paulino tdnico que é 0,516 nos deu o teor
por cento do acido Paulino-tanico.

RESULTADO

Acido Paulino tANICO ...vovvrvrennennnn.. 8,72 grs.%’

ESTUDO CRISTALOGRAFICO DO ALCALGIDE DO GUARANA

Isolamos o alcaldide do Guarané por quatro processos diferentes,
processos esses que serdo posteriormente descritos. ’
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O estudo comparativo das cristalizacbes de varios compostos,
embora ndo apresente isoladamente uma condicdo “sine qua non”,
para a conclusdo definitiva, no estabelecimento da identidade qui-
mica de uma substéncia, possue entretanto grande valor, desde que
esleja associado a outros métodos especificos.

A cristalizacdo se efetua, quando as moléculas do corpo se
reunem em ordem regular, formando sélidos que afetam diferentes
formas geométricas.

A teoria matematica da cristalizacdo é uma das ciéncias fisicas
mais bem fundamentadas.

Partindo do principio que a estrutura cristalina reside no agru-
pamento molecular, foi possivel estabelecer uma perfeita classifica-
cdo cristalografica, bem como tambem, as propriedades comuns a
cada grupo de cristais.

As direcbes das faces dependem da disposicdo molecular.

E por esse fato que apenas os corpos simples ou compostos per-
feitamente definidos formam cristais. ,

A estrutura externa que condicionam as formas cristalinas nio
se supde ser a da molécula quimica, mas sim a de um grupamento
molecular, abrangendo um certo nimero de moléculas quimicas.

AplicAmos em nosso trabalho o estudo comparativo das cristali-
zacOes do alcaléide do Guaranid com Cafeina.

Para isto, empregamos técnicas diferentes, para a obtencido de
um mesmo composto.

E justamente debaixo desse prisma que encarimos nossos tra-
balhos. : . .

Si, por:caminhos diferentes, chegdmos a um mesmo ponto, é
portanto evidente que esse ponto é comum a todas as trajetérias.

Isto é a corroboracdo do nosso trabalho.

Usamos para a preparacdo das ldminas dois processos:

1.°)  Por sublimacéo.

2.%)  Por solubilizagdo e evaporacdo lenta do solvente.

Os dois processos ofereceram bons resultados e tivemos oportu-
nidade de bater micro-fotografias por ambos os métodos.

Usamos um microscépio Reichert modelo grande com ilumina-
cao elétrica.e, em todas as operacgles usdmos filtros verdes e amare-
los, visto oferecerem estes maior relevo.

Primeiramente sublimédmos diretamente numa ldmina uma ca-
feina quimicamente pura.
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A operacdo foi conduzida o mais lentamente possivel, afim de

fornecer cristais maiores.

Ficura 7

Obtivemos assim um belo aglomerado de cristais.
didmetros obtivemos os cristais que mos-

Com aumento de 10
(Fig. 7).

tram a forma seguinte:

Ficura 8
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Do aglomerado de cristais de cafeina, obtido por sublimacéo,
separamos cuidadosamente dois cristais, colocamos no Balsamo de
Canada e, com um aumento de 75 vezes, obtivemos o seguinte
aspéeto: (Fig. 8).

Posteriormente, sublimamos numa ldmina uma pequena quanti-
dade do alcaldide do Guarana. Examinamos cuidadosamente, usan-
do luz amarela e, com 75 aumentos, obtivemos o que se vé no cliché
seguinte: (Fig. 9). '

Ficura 9

Procedemos em seguida & preparacdo de uma nova série de la-
minas, obtendo entretanto a cristalizacio por meio de solventes e
consequente evaporacido lenta.

Usamos como solvente o cloroférmio.

Afim de que a evaporacio fosse bastante lenta, colocimos as 14-
minas com ag solugdes saturadas de alcaldide, numa atmosfera sa-
turada de vapores de cloroférmio.

Tivemos assim uma cristalizacio bastante satisfatéria.

Examinamos ao microscdpio com Iuz amarela, com 75 aumentos,
para o alcaléide do Guarand, a 50 aumentos para a cafeina, como se
vé abaixo:
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Ficura 10

Alcaléide do guarand.

e

Figvra 11

Cafeina,
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Examindmos cuidadosamente ao microscépio os cristais de am-
bos os alcaldides, variando as condicOes, tais como: com e sem luz
polarizada, variacdo de filtros, ete..

O exame cristalografico comparativo, entre a cafema e o alcaldi-
de extraido do Guarani, nio revela como vimos diferenca entre os

-

cristais.

Pelo exame cristalogrifico, verlflcou -se quer tratando-se do
alcaléide-cafeina, ou daquele extraido do Guarand, ser a mesma
substdncia ou, na hipétese de se estar em presenca de substincias
diferentes, elas se comportam de maneira absolutamente idéntica.

Mais adiante, mostraremos que outras propriedades coincidem
tambem, e de tal modo, que estamos inclinados a supor tratar-se de
substancias idénticas. :

CONFRONTO ESPECTRO-ABSORCAQO ENTRE O ALCALGIDE PORvNGS
EXTRAIDO DO GUARANA E CAFEINA QUIMICAMENTE PURA

Operamos em soluc@o aquosa a 0.010 grs. por cento. Verifica-
mos que solucbes mais concentradas ndo se prestavam a determina-
¢oes espectrograficas, trabalhando com egpéetros de absorcdo na zona
ultra-violeta, compreendida entre 2.200 a 4.000 §_

Usamos como fonte excitadora, luz de tungsteno.

‘ Os espectros foram imprimidos em chapa 13x18, Anti-Halo,
ortocromética Kokak. Imprimimos o espectro de Tungsteno durante
6 segs.. :

Operdmos em ambos os casos, nas mesmas condicdes, isto é:
em uma mesma chapa imprimimos 23 espéetros, sendo o 1° e o
tltimo tdo somente de tungsteno.

Os outros 21 espécetros foram obtidos com a mesma fonte de
excitacdio, porem intercalados de cubetas de 0,2 até 10 cms. usando
as respectivas cubetas de compensacio.

Em todos os casos os elementos usados foram os segu1ntes°

Voltagem ......... 12.000 kv
Capacidade ........ 6.000 cms.
Fenda ............ 0,02 mms.
o Para as solugles ........ 60 segs.
Tempo de exposigio Para o Tu ........... s... 6 segs.
Setor rotativo — 120 revolugdes por minuto, com 10% de absorcéo.

Tempo de revelagio — 5 minutos.

Os espectrogramas obtidos foram os que se seguem:
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, A gimples observacio das fotografias acima nos mostra clara-
mente que ha absoluta semelhanca entre o espéetro obtido com a ca-
feina pura e o extraido do Guarané, senfio vejamos:

Em ambos os casos e conformacfo das curvas é idéntica e, o que
é mais importante, em ambos os casos o méximo das eurvas estdo
colocadas sobre a ordenada de 2.450 3, e o minimo na ordenada de
2.730 3. Esses valores correspondem a um méximo e um minimo
de absorcédo, segundo os elementos fornecidos pelas chapas.

E sabido que pequenas modificacBes na constituicdo de um corpo
acarretam grandes modificacdes na curva espectrografica, quando
examinado sob o aspécto da absorcéo.

Ora, no caso presente, deparamos com dois espectrogramas abso- -
lutamente semelhantes. '

SOBRE UM ALCALOIDE ASSINALADO POR NIERESTEIN

Nierestein, procedendo algumas experiéncias, sobre o Guarand,
assinalou a presenca de um alcalbéide que, pelas suas prupriedades
gerais, diferia da cafeina.

Este fato o levou a supor que se tratava de um outro tipo de
alcaléide, que se formava concomitantemente com a cafeina.

Posteriomente, Berredo Carneiro procedeu, na TFaculdade de
Ciéncias de Paris, experiéncia referentes ao citado alcaldide. Ope-
rando sobre o mesmo método, chegou a um produto final cujo ponto
de fusdo acusou 222° - — 223¢° (., ~ .

Nierestein obteve este composto cristalizavel em agulhas e com
um ponto de fusfo igual a 217° — 219° C..

Entretanto, observando e procedendo o método por ele empre-
gado, deduzimos que o mesmo hido se preocupou em levar a cabo
uma purificacdo mais cuidadosa e um maior ntmero de determina-

" cOes das constantes fisicas. A

Essa alcaléide foi descrito por Nierestein com o nome de
p - Guaranina.

Berredo levou a cabo a purificacdo do composto obtido pelo
método de Nierestein, determinou o ponto de fusfo, procedeu a rea-
cdo de murexida e comparou com a cafeina.

Ponto de fusdo | Reagdo de Murexidoe

Cafeina ..... 2350 — 236°C. positiva
B - Guaranina .. 2850 — 286°C. | positiva
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O referido autor concluiu muito bem, supondo que Nierestein
tivesse operado em presenca de impurezas.

Noés, igualmente, empregamos a técnica de Nierestein, que era
a, seguinte:

20 gramas de Guarand finamente pulverizados sfo digeridos
por trés vezes sucessivas ao banho-maria, com 50 cc. de 4lcool a
95°, contendo 1/2 ce. de 4dcido cloridrico concentrado.

Os extratos fortemente coloridos de um belo vermelho sfo
reunidos e neutralizados cuidadosamente, apés o resfriamento, por
amoniaco.

Finda essa neutralizacio, observa-se que um produto marron-
avermelhado se deposita. Separa-se por centrifugacfo e redissol-
ve-se em &lcool fervente. A essa solucdo colorida adiciona-se carvéo
animal. Deixa-se ferver durante 15 minutos, filtra-se e evapora-se
até um terco do volume inicial.

Nota-se a deposicio de cristais em forma de agulhas. Eles so
amarelados, com gosto amargo, solGveis em Aagua e precipitiaveis
pelos reativos gerais dos alcalbéides. Ao chegarmos a esse ponto,
separamos os cristais, secdmos cuidadosamente, determindmos o
seu ponto de fuséo.

Ponto de fusdo .............. ceee.. 2240 — 2250 C.,

Posteriormente, purificamo-lo sucessivamente com cloroférmio
e por.sublimacio e determinamos os ensaios para a comparacio
com uma cafeina quimicamente pura. .

Ensai Ponto @ . 7l .. Reagio de | Exame micro-
nsaios onto de fusdo worescénein | gp o itn eristalogrdfico
B - Guaraina] 2340 — 286°C. | Caracteristica Positiva Igual ao da
da cafeina cafeina
Cafeina 2350 — 236°C. | Caracteristica Positiva Caracteristico

‘ Como Berredo, concluimos que realmente a B - Guaranina de
Nierestein nada mais é que a Cafeina.

DOSAGEM DO ALCALOGIDE

 Técnica de Grandval Lajoux, modificade por Mdrio S. B. Pen-

teado.
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Pesam-se 5 grs.- de Guarana seco em pd, juntam-se 6 cec.
de uma mistura constituida de 5 cc. de éter sulftrico e 1 cec. de
amoniaco a 24° Bé. Impregna-se completamente o pé e passa-se
para o cartucho do aparelho de Soxhlet. Esgota-se com clorofér-
mio durante 6 horas em baixa temperatura. Terminada a opera-
cdo, evapora-se o cloroférmio até residuo seco, junta-se 1 ce. de
acido sulfirico a 10% e lava-se virias vezes com agua quente e fil-
tra-se.

A esse liquido aquoso o &cido, junta-se amoniaco em pequeno
excesso, € numa capsula de porcelana evapora-se no banho-maria a
60-70° C..

O residuo é lavado varias vezes com cloroférmio, evaporado e
pesado. ‘ '

NOTA. — No processo supra-citado, procedemos o ensaio por duas
maneiras: primeiramente, nos orientadmos seguindo o processo
4 risca; posteriormente, antes de levarmos o pé para o cartu-
cho do apareltho de Soxhlet, misturdmos com 1,5 vezes o seu
peso, com carvao animal.

Finda a operacdo, constatimos os seguinte resultados:

Sem carvdo: CAFEINA .................... 4.129%
Com corvao: CAFEINA ........cciiievin.n. 3.80%

As capsulas contendo alcaléide foram submetidas & prova de
fluorescéncia numa lampada de quartzo (Filtro Wood).

Observamos que quasi toda a superficie das cipsulas apresen-
tava a fluorescéncia caracteristica, porem nas ultimas camadas
periféricas notava-se a auséncia absoluta do fendémeno.

A capsula que continha o alcaléide separado com carvio apre-
sentava nos bordos, analogamentee, uma auséncia de fluorescéncia
porem em menor grau que a anterior.

Isto nos levou a concluir que estavamos operando com impure-
zas (substincias Resinosas, principalmente), junto da cafeina.

Tentamos a purificacio, baseando-nos no principio da solubi-
lidade da cafeina e dnsoluhilidade das substincias resinosas na
agua.

Obtivemos:

Sem carvdo: CAFEINA .....ouvviiiunei.n. 3.65%
Com carvio: CAFEINA .................... 3.55%
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O exame de fluorescéncia ainda acusou presenca de substincias
extranhas.
Procedemos ainda mais duas purificacfes.

Obtivemos:

Sem carvéo: CAFEINA .................... 3.50
Com corv@o: CAFEINA ... ............... 3.49%

Para noés, esse resultado constituiu o término das operacoes,
visto acharmos o alcaléide com suficiente grau de pureza.

Técnica de S. COBERT — “5 gramas de Guarand sdo pe-
sadas num tubo de centrifugacdo de vidro. Juntam-se 5 cc. de
hidréxido de amoénea a 22 Bé e deixam-se durante 15 minutos em
contacto remexendo sempre.

Procedendo a extragdes com éter acético, homogeneisando sem-
pre e empregando cada vez 25 cc. de liquido.

Apb6s a centrifugacdo e decantacdo do liquido, num pequeno
erlenmayer, distila-se o éter acético, tendo-se o cuidado de juntar
1/2 grama de parafina. Xste residuo é submetido trés vezes a ex-
tracdo com &agua fervente (50 cc.), deixando digerir alguns mi-
" nutos sobre o banho-maria. Remexem-se os liquidos de extracéo
num beckér de 400 cc. e aguece-se & ebulico com tela de amianto.

Apés o resfriamento, o filirado é tratado com 20 ce. de uma so-
luciio de permanganato a 1%. Deixa-se 20 minutos em contécto e
separa-se o manganés com ajuda de uma solucdo de dgua oxigenada
a 12 volumes, tendo 1% de 4cido acético glacial.

Aquece-se durante 15 minutos no banho-maria e filtra-se, ten-
do-se porem o cuidado de lavar o precipitado com Agua fervente.
Apbs a evaporacdo, o residuo é dessecado 15 minutos a 100°C..
Esgotar trés vezes com 75°ce. de cloroférmio, cobrindo o beckér e
colocando sobre a placa do banho-maria.

Filtra-se num recipiente tarado, lavando-se cada vez com 15 ce.
de cloroférmio. O cloroférmio é distilade com muito cuidado e o
residuc posto a secar durante 30 minutos numa estufa a 100°C..
Passa-se para um dessecador onde permanece durante 6 horas, sen-
do entdo pesado™.

Por esse processo ndo tivemos inicialmente um alcaldide puro.
Os cristais apresentavam-se algo amarelados, denotando presenca
de impureza. Procedemos a purificacio do residuo quatro vezes,
fizemos o exame de fluorescéncia para constatar as impurezas e
posteriormente pesdmos,
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REsuLTADO

| Cafeina ... . 3,98% |

Apbs esta operacio determinamos o seu ponto de fusio.

Téenica, de UGLOW — SCHAPIRO -— O principio deste
método é baseado no fendmeno da precipitacio das matérias albu-
minéides, pigmento, resinas e outras substincias, pelo hidréxido de
cobre ao estado nascente, seguido da agitacdo do liguido em clo-
- roférmio. ’

A marcha da operacdo é a seguinte:

“10 gramas de Guarana em pé fino sdo aquecidas a ebulicdo
durante 30 minutos, em 400 cc. de uma solucdo de carbonato de
sédio a 4%. ' 4

O volume é mantido constante na ebulicdo pela adicio de agua.

Apbs o resfriamento do liquido a 60-70°C., as matérias ténicas,
albumindides, etc., sdo precipitadas por uma solucio saturada de
sulfato de cobre.

O resfriamento a 60-70°C. tem por finalidade tornar mais
branda a reacfio de precipitacdo. A uma temperatura mais eleva-
.da o desenvolvimento de C02 é muito vivo e o liquido é projetado.

Continua-se a precipitacdo até o aparecimento de uma reac&o
fracamente Acida ao turnesol.

Apébs um ensaio & parte, pode-se verificar si a reacdo de preci-
pitacdo foi completa. Em seguida a massa total & transvasada.
para um baldo de boca esmerilhada. O vaso onde foi feita a pre-
cipitacio é lavado com Agua e introduzido num baldo até 500 ce..

Apés a agitacio de maneira a deixar a solucdo homogénea, dei-
xa-se 0 balfo em repouso durante 20 minutos.

Retiram-se 300 cc. do liquido e agitam-se com 80 cc. de clo-
roférmio numa bola de decantacfio. Realizam-se 4 operacdes. Reu-
nem-ge as solucdes cloroférmicas num baldo tarado e distilam-se a
uma temperatura que nfo passe de 60°C.. Secam-se & tempera-
tura de 80°.90°C. e pesam-se. O peso multiplicado por 16,6 d4i a
porcentagem de Cafeina.

Esse processo nos satisfaz bastante. Primeiro, devido & rapi-
dez e velocidade do trabalho. Segundo, por fornecer um -alcaléide
mais ou menos puro.

Como no processo anterior, procedemos o exame de fluorescén-
cia e observimos que o alcaldide ndo se apresentava totalmente
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puro. Procedemos a purificacdo por duas vezes consecutivas.
Apbs os ensaios de purificacfio, fizemos a verificacfo pela sua fluo-
rescéncela, sendo esta satisfatéria. Pesadmos e calculamos.

RESULTADO

Em seguida determindmos o seu ponto de fuséo.

PROCESSO DO BENZOATO DE SODIO

“5 gramas do Guarand foram misturadas a um décimo de seu
‘peso de cal recentemente extinta. Juntam-se aos poucos 250 ce.
de solucdo a 5% de benzoato de sédio, homogeneisando-se muito
bem. Filtra-se, e o .filtrado é alcalinizado com uma solucdo de
carbonato de sédio.

Passa-se a solucdo para uma bola de bromo e extrae-se o alca-
l6ide durante 4 vezes, com 50-60 cc. de cloroférmio. Passam-se
as solucdes cloroférmicas por uma capsula tarada, evapora-se o
cloroférmio, seca-se e pesa-se o alcaléide.

REsULTADO

I Cafeina  ........cciviiiiiivennnn, e 3,749, |

Determindmos o ponto de fusio e procedemos o exame de fluo-
rescéncia e o cristalografico.

Ponto de Polarizagdo Cafeina em
Processo fuséo rotatéria Grs. %

Grandval-Lajouse, modifi-
cado por M. S. B. Penteado | 235 — 236°C. Oticamente

inativo 3,50
Unglow-Schapiro ........ 234 — 236°C. Oticamente .

inativo 4,18
S. Gobert ........00ennn 232 — 2330C. Oticamente

inativo 3,98
Benzoato de sédic ........ 286 — 237°C. Oticamente

: inativo 3,74
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De todos os processos, o que mais nos satisfaz, quer pelo tempo
gasto na operacio, quer seja por oferecer inicialmente um alcalbide
mais puro e, ainda mais, por fornecer o alcaléide em teor mais ele-
vado, foi o processo de Uglow-Sehapiro.

- Pelo exame cristalografico, pelo ponto de fuséo, pelo compor-
tamento polarimétrico, pelo exame espectro-absorcdo e outras ve-
rificacdes j& podemos afirmar que o alcaléide encontrado no Gua-
ranéd é a Cafeina, ou seja Trimetil 1-3-7, dioxi 2-6 Purina.

— Os exames espectrograficos foram realizados no Instituto
de Pesquisas Tecnologicas e Instituto de Higiene de Sio Paulo.

Deixamos aqui os nossos agradecimentos pela acolhida cari-
nhosa que nos foi dispensada pelos Drs. Adriano Marchini e Oscar
Bergstron Lourenco, respectivamente, Diretor ¢ Quimico chefe do
Departamento de Espectrografia, e aos Drs Geraldo Paula Souza,
Borges Vieira e Alexandre Wancolle, Diretores e Quimico chefe do
Instituto de Higiene.

Em particular, consignamos os nossos agradecimentos aos Drs.
Oscar Bergstron Lourenco e Alexandre Wancolle, pela orientacdc
técnica que recebemos a propodsito.

CONCLUSOES
Do exposto, é licito concluir:

1.°)  Que o alcalbide existente no Guarand (Paullinia cupand)
é a propria Cafeina.

s

2.9) Que é notavel o teor em elementos contido ne Guarani,
notadamente o Titanio e Foésforo.

Comparado o Guaranid ao Café, Mate e Cha, constata-se que
¢ o Guarand muito mais rico de elementos minerais do que aqueles.

3.%) Dos métodos empregados, o mais recomendivel para a
extracido quantitativa da cafeina do Guarani é o de Uglow-Schapiro.

SUMARIO

O autor comeca por mostrar que a classificacdo botdnica mais
usada para a planta do guarané é.a Paullinia cupana.

Em seguida, faz um ligeiro histérico dos estudos realizados
em algumas das substincias quimicas encontradas no guarani,
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principalmente sobre o corante em confronto com outros vegetais,
e o alealéide.

 Mostra o autor a composicdo das cinzas, cuj’a andalise foi feita
pelo método espetrografico, salientando a riqueza em elementos mi-
nerais, principalmente em Titdnio e Fésforo. Estuda depois o gua-
rand com relacdo ao teor de Lipicos, Acido Paulino-tdnico, Nitro-
génio total, ete..

Passa depois a estudar o alcaléide extraido do guarand, sob- o
aspécto cristalografico, Mostra ainda o referido autor que os es-
péetros de absorcéio, obtidos com o alcaléide extraido do guarand e
com cafeina quimicamente pura, sdo idénticos.

Estuda o alcalbide extraide do guarani e cafeina quimica-
mente pura, sob o aspécto do ponto de fusdo e fluorescéncia, veri-
ficando a coincidéncia de ambos.

Passa em seguida a dosar o alcaldéide por varios métodos.

Conclue o Autor que o alecaléide do guarani é a cafeina, e que
o teor médio encontrado é 4,18 gr.%.

SUMMARY

The author begins by explaining that the botanic classification
most commonly used for the “guarani plant” is the Paullinia
cuUpand.

Then he gives a historic outline of the studies about that specie
and a few of the chemical substances found in it as well as the
coloring materials in comparison with the other plants, and its
alcaloides.

The analisis of the asher was made by the spectrographical
process wich showed great richness in mineral substances, espe-
cially Titanius and Fosforus. The following studies were made as
to the quantity of Lipides, Paulino tanic acid, the total quantity
of nitrogen, etc.. ' ‘

He then studied the alcaloid extracted from the guarand under
a spectrographical view.

He also shows that the absorption specturm, obtained with
the alcaloid extracted from the guarand and with chemicaly pure
cafein are indentical.
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He studies the alcaloid extracted from the guarand in com-
parison with chemicaly pure cafein noting the coincidence of fluo-
rescence and melting point. ' '

Next he doses the alcaloid by various methods.

The author concludes that the alcaloid from the guaranéd is
cafein and that the average quantity found is 4,18 gr.%.

ZUSAMMENFASSUNG

Der Verfasser beginnt, indem er zeigt dass in der Botanik die
guaranéd-Pfanze als “Paullinie cupana” bezeichnet wird.

Darauf folgend macht er eine kleine, Beschreibung der Studien
die germacht wurden, un die charactere der vers chiedenen che-
mischen Zysammensetzungen, die un guarana gefundem werder
zu bestimmen; haupsaechlich Studien des Farbstoffes und des Al-
caloiden.

Der Verfasser zeigt die Zusammensetzung der Asche, deren
analyse durch spectrografische methoden germacht wurde den Rei-
chtun in mineralien, hauptsaechlich Titan und Phosphor, hervo-
hebend.

Er beschreibt spaeter die guarana-Pflanze in verhaeltniss zu
den Fettstoffen, der Paulin-tanische ‘Soeure, und im verhaeltniss
Zum stickstoff. ‘

Weiter studiert er das.alcaloid das aus seiner christalografi-
schen form.

Nach diesem abgchnitt folgt eine Bechreibung des Absortions -
— Spectrums des guarani-Alealoiden, das dem Spectrum des Ka-
feins gleicht. -

Der Verfasser zeigt das Verhaeltniss wzichen den alcaloiden
des guarand un Kafein in ihren Fusionspunkten und ihrer fluo-
rescenz. ’

Dan folgt em Studium der verschiedenen Dosier-Methoden.

Er schliers indem er zeigt dass ‘das Alcaloid der guarana-
Pflanze ist und im durschmiitt 4,18 gr.% des Gewehtes der Pflanze
betraegt.
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INVESTIGACOES SOBRE PRODUTOS
DE TOMATE (*)

ARIOSTO BULLER SOUTO

Biologista do Instituto Adolfo Lutz

OLIVIA DE GODOY

Quimica do Instituto Adolfo Lutz

Com o intuito de realizar estudos sistemdticos da flora de determinados
alimentos, bem como de certas doengas, no Instituto Adolfo Lutz foi orgamizada
uma nova Secgdo englobando as antigas. sub-secges de microscopia, bacterio-
logie de alimentos e outras, com a demominuacdo de Seccdo de Controles Biolé-
gicos.

Afim de nos colocarmos ao par do que jd se fazia nos paises estrangeiros,

fomos comissionados pare estudar “in loco” a organizag¢io samitdrie de vdrios
deles. :

S

~

Como delegados oficiais & “Primera Reunion Argenting de Agronomic”

(1941), tivemos oportunidade de verificar a ewxtense série de pesquisas que se
realizam presentemente sobre os alimentos argentinos e indistrias agro-pecud-
rias correlacionadas.

Da série de estudos sistematizados realizados e, em curso de realizagdo,
no recem-organizada Seccio de Controles Bioldgicos, wvdrios resultados estdo
sendo . apresentados.

As investigacdes que vem sendo realizadas desde ha varios anos
sob a orientacdo de J. B. Howard, na Divisdo Microanalitica, trans-
ferida em 30 de Junho de 1940 para a Agéncia Federal de Segu-
ranca, trouxeram grande contribui¢io ao aperfeicoamento dos con-
tréles das substincias alimenticias.

(*) Recebido para publicacdo em 3 de Marco de 1942.
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Na Argentina o casal Soriano, apbs um estigio de varios anos
nos Estados Unidos da América do Norte, durante os quais foram
visitados centros dedicados a esses contrdles, com o auxilio de técni-
cos de grande capacidade como os Drs. M. Cataldi e L. Garassini,
vem realizando obra béasica e fundamental.

No. Brasil, procuramos igualmente conduzir agora estudos de
larga amplitude. Nesta nota estuda-se o estado sanitirio dos pro-
dutos derivados de tomate, existentes no mercadoe brasileiro e
procura-se, atravez desses estudos, fornecer ao Governo dados que
permitam estabelecer legislacio adequada. Escolhemos este assun-

to devido & crescente procura desses produtos no mercado interno
e de exportacédo.

O presente trabalho compreende os capitulos seguintes:

I — Introducéo

IT — Regulamentacédo oficial

IIT — Agentes causais de deterioracido do tomate e produtos
’ derivados

IV — Métodos de contrdle

V — Criticas aos métodos

VI — Adulterantes
VII — Resultados
VIII — Discussao

IX — Conclusoes.
Apéndice (em separado) :

Projeto de lei que fixa o limite de filamentos de cogumelos nos
produtos de tomate destinados ao mercado interno e & exportacio.

CAPITULO T

INTRODUCAO

O estudo microscépico sistematizado dos alimentos tende a
tomar cada vez maior importancia.

Dados decisivos podem ser obtidos pela verificacio da estrutura
histolégica das substéncias alimenticias. O exame microscdpico é
um complemento indispensavel no contrdle sanitario dos alimentos.
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O exame miecroscépico direto revela a presenca de bactérias.
sejam vivas ou mortas. A contagem do nimero das mesmag for-
nece clara nocio do estado higiénico dos alimentos. Em geral as
elevadas numeracdes microbianas correspondem aos alimentos ela-
-borados com matéria prima total ou parcialmenté alterada. Ali-
mentos enlatados em estado de completa deterioracio poderdo estar
absolutamente estéreis, no entanto a contagem bacteriana demons-
traré4 as precarias condigbes sanitarias do alimento em questio.
Essa comprovacfio vem evidenciar que, com o evoluir dos métodos
de controle, serd muito dificil ndo g6 a fabricacio de produtos alimen-
ticios adulterados e falsificados como, sobretudo, o emprego de
matéria prima de ma qualidade na sua elaboracio.

Esses métodos, cada vez mais aperfeicoados, irdo permitir uma
sistematica analise retrospectiva da matéria prima utilizada na
manufatura dag substincias alimenticias. Da possibilidade de cer-
tos industriais ndo estarem suficientemente informados sobre o
estado de decomposicdo da matéria prima empregada, ou da evidente
deshonestidade de outros que as empregam mesmo nas mais pre-
carias condicBes, surge a necessidade de o Estado intervir para
salvaguardar, tanto os interesses do ptblico consumidor, como os
da indGstria honesta. E’ dificil, sinfo impossivel, em certos €asos,
20 consumidor, distinguir por simples degustacdo os produtos bem
elaborados daqueles em que se empregou matéria prima alterada,
o que é certo é que tais alimentos seriam prontamente rejeitados
si isto fosse conhecido. Assim, industriais que trabalham honesta-
mente, sofrem a concorréncia desleal dos que, empregando matéria
prima alterada, estdo por esta mesma circunstincia em condicles
de produzir por menor custo. '

A contagem microbiana direta é o meio mais simplés\e mais
pratico para se determinar o estado sanitario dos molhos, dos ex-
tratos, da gelatina, das carnes defumadas, das linguicas, dos leites
em pé e das massas de tomate. Um elevado nlimero de filamentos
de cogumelos, espéros, leveduras e bactérias, corresponde geral-
mente a demoras da matéria prima na fabricacdo, durante as quais
se originam fermentacdes que tornam o produto de qualidade in-
ferior. Em regra é possivel afirmar que cada 20.000.000 de
germes por cc. corresponde a cerca de 1% em peso de material
alterado. Esta relacio se mantem proporcional até aocs 20%.
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Embora as numeracfes baixas, nem sempre correspondem 208
alimentos elaborados com matéria prima sa, ao contrario, as altas
contagens bacterianas indicam invariavelmente que foram utiliza-
das matérias primas decompostas ou alteradas.

A contagem dos cogumelos e das leveduras fornece tambem
indice e, dos mais seguros, sobre o estado da matéria prima
utilizada. '

Ags contagens de cogumelos, bactérias e leveduras, nas conser-
vas de tomate, so de inapreciavel valor no contréle sanitario. Per-
mitem ter nocio muite exata da qualidade da matéria prima empre-
gada. Permitem comprovar o emprego de tomates alterados, mal
lavados ou submetidos a cutras deficiéncias de elaboracéio, tais
como a falta de higiene, as demoras na concentracio da polpa e
a mé esterilizacdo. Fornecem dados para um controle pregresso
muito eficiente. As contagens altas correspondem, geralmente, a
extratos elaborados com elevada proporcido de tomates, total ou
parcialmente alterados. Evidenciando que, para se obterem pro-
dutos de boa qualidade, com contagens baixas, devem ser em-
pregados tomates s8os, isentos de toda decomposicio e fabri-
cados sob orientacdo técnica adequada. “Muitos industriais apesar
da sua boa vontade nfo conseguiram introduzir nas fabricas pro-
cessos modernos de classificacfo, limpesa e transporte do tomate,
ndo tanto pelas dificuldades econdmicas ou auséncia de iniciativas
progressistas, como por desconhecerem a influéncia prejudicial que
a falta de uma adequada selecdo e lavagem exercem sobre a quali-
dade sanitaria e higiénica do extrato elaborado. Nas condicSes
atuais, a falta de uma conveniente fiscalizacido bacteriolégica do
produto entregue ao consumo, retarda a introduciio desses melho-
ramentos que logicamente aumentam o custo da elaboracio, o que
colocaria aos industriais que as praticassem em inferioridade de
condi¢des com relacdo aos que nfo as adotassem”. Estas considera-
cdes do engenheiro agronomo Rivas (1937), antes da regulamenta-
cio argentina, sdo perfeitamente apliciveis as nossas condigdes
atuais.

Carituro 11

2

REGULAMENTACAO OFICIAL
O Congresso dos Estados Unidos da América do Norte, em 7
de Julho de 1932, converteu em lei a classificacdo de alimentos

enlatados, organizada pelo Departamento de Agricultura, Divisao
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de Economia Agricola, a ser oficialmente usada no servico de clas-
sificacdo de frutos e vegetais enlatados. A 16 de Janeiro de 1933,
aprovou o padrio de classificacdo para tomates enlatados. Em 25
de Junho de 1934, dispds sobre o padrio provisério para a classi-
ficacAo da polpa de tomate enlatado e o produto denominado
“Catsup”. A 29 de Agosto de 1939 tornou extensivas tais dispo-
sic0es ao suco de tomate.
» O padrdo provisorio de 25 de Junho de 1934 estabeleceu ¢
exame microsc6pico, usando o método de Howard para conhecer a
quantidade de filamentos de cogumelos, leveduras e de bactérias.
- As amostras s6 poderdo ser consideradas como boas quande

preencherem, como tolerancia méxima, os requisitos seguintes:

50% de campos positivos, com filamentos de cogumelos

100 milhoes de bactérias por cec.

125 leveduras ou espéros por 1/60 de mm.?

O Cédigo de Agricultura dos Estados Unidos (artigo 752, anc
1935) estabeleceu as condicbes que requerem os tomates para serem
utilizados nos estabelecimentos de enlatamento. Ficou alem disto
estabelecido que no -enlatamento dos tomates se deverd ter em conta
- uma série de exigéncias relacionadas com o peso do tomate, colo-
racdo, grau de maturacio, caracteristicas do recipiente, rotula-
gem, ete..

Nao poderido ser considerados aptos si contiverem residuos de
raminhos e outros, nfio retirados pela lavagem simples com &gua,
de maneira a estar de acordo com as tolerdncias permitidas pelo
estabelecido, de modo geral, na lei americana de alimentos, drogas
e inseticidas.

Na Reptblica Argentina o decreto n.° 70.150, de 2 de Novem-
bro de 1936, que modificou o decreto n.° 51.226, de 7 de Novembro
de 1934, sobre conservas de tomate, estabeleceu a andlise micros--
copica para a determinacdo de filamentos de cogumelo, linditando
sua quantidade ao méaximo de 50% de acordo com a escala de
Howard. '

A lei n.° 113.497, de 4 de Setembro de 1936, regulamentou a
matéria da maneira seguinte:

ART, 1.° — Os extratos de tomates destinados ao consumo in-
terno a partir da préxima colheita 1937-1938 serfo submetidos,
alem da anélise quimica, & andlise microscépica para determina-
cdo dos filamentos de cogumelos, limitando sua quantidade méxi-
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ma, de acordo com a escala de Howard ao seguinte: 75% neo 1.°
ano; 65% no segundo ano; 50% no terceiro ano e seguintes, para
exportacdo. A tolerdncia serd de 50% como limite maximo.

ART. 2.° — Os que infringirem as determinacdes do presente
decreto sem prejuizo da multa que disponha a autoridade muni-
cipal do lugar em que se encontre a mercadoria com excesso de
cogunielo, serdo passiveis das penalidades que estabelece o artigo
8., da lei 11.275.

ART. 3.° — Solicita-se dos Governos provinciais a cooperacio
necessaria, afim de que o presente decreto tenha aplicagdo nas zonas
cuja vigilancia estd sob a sua jurisdicéo.

Posteriormente, tendo em vista que os fabricantes de extrato
" de tomate solicitavam elevar a 60% o limite de filamentos de cogu-
melos até o ano de 1942 e descer posteriormente a 55%, e no ano
de 1945 a 50%, o Governo argentino convocou uma reunifo especial
do Departamento de Agricultura. Tendo em conta as conclusdes
chegadas foi promulgado o decreto n.° 79.832, de 18 de Dezembro
de 1940 que, considerando: ‘

que o decreto n.° 70.150, de 2 de Novembro de 1935, que esta-
beleceu o limite maximo de 50% (segundo a escala de Howard)
de filamentos de cogumelo para os extratos de tomate foi modi-
ficado anualmente neste ponto a pedido dos industriais demoran-
do-se assim o estabelecimento definitivo da porcentagem de fila-
mentos de cogumelos a espera de que a indlstria pudesse, sem
inconvenientes, adaptar seus produtos as normas estabelecidas;

que atualmente os industriais melhoraram sensivelmente seus
processos de selecdo e limpesa do tomate, pelo que chegou o mo-
mento de impor uma medida limite definitiva para os cogumelos
do extrato, que evite os inconvenientes das constantes prorrogacdes.
e modificacbes, que 86 trazem prejuizos ao prestigio do industrial
do ramo, e que seja ao mesmo tempo uma garantia da qualidade
do fruto empregado: sdo, maduro e limpo;

que nao obstante o progresso da indastria mencionada, é evi-
dente que existem zonas do paiz que devem esperar ainda um pro-
gresso maior nestas culturas, o qual estd dependente do Poder
Executivo por meio de suas reparticdes técnicas de colonizacio e
‘ensino;

que, com o fim de evitar novos pedidos de modificacdo a escala
descendente solicitada, de 60% a 50%, ¢ com a idéia de que ao
melhorar as condigbes expressas na representacio dos fabricantes
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de extratos, deve-se esperar o maximo empenho da indGstria para
a obtencio de um produto que aumente o prestigio da producéo :
argentina de extrato de tomate, convem fixar o limite definiitivo e
terminante em 60% de cogumelos (segundo a escala de Howard).

Em vista dessas consideracdes foi decretado:

ArT. 1.° — A partir da colheita de 1940-41, e nos anos se-
guintes, os extratos de tomate destinados ao consumo interno, néo
poderdo conter mais de 60% de filamentos de cogumelos, calculados

pelo sistema de Howard.

ART. 2.° — Para a exportacao, mantem se 50% de filamen-
tos de cogumelos.
ART. 3.° — O Departamento do Interior requererd das auto-

ridades provinciais que adotem suas disposicdes em  relacio aos
termos do presente decreto, para seu melhor cumprlmento no inte-
rlor do paiz.

, O “Regulamento Bromatologlco da Provincia de Buenos Aires,
na 2.2 edicdo de 1937, estabeleceu:

ART.. 410 — As conservas de tomates, alem de corresponde-
rem As exigénecias do presente Regulamento Bromatolégico, exami-
nadas ao microscépio pelo método de Howard e Stephenson, néo
- acusarfo um nUmero de filamentos de cogumelos major do que 50%
de campos observados.

Antes da expedicio do decreto dispondo sobre a tolerdncia
méaxima de cogumelos os exames realizados em 7 fabricas por A.
Soriano, na Reptablica Argentina, demonstrou um minimo de 58%
e um maximo de 96% de campos positivos. Apés o decreto os
por cento de campos com filamentos de cogumelos estd oscilando
entre um minimo de 4% e um méaximo de 60%. Entre 12 fibricas
controladas, somente 6% das amostras estavam fora do limite de
tolerdncia e 2% no limite. Isto é uma excelente contribuico de-
monstrativa da necessidade de ser expedida no Brasil a regula-
mentacdo adequada. Foi a 1.2 Conferéncia Bromatolégica Nacio-
nal, reunida em Santa Fé, de 3 a 6 de Julho de 1935, que forneceu
os dados-seguros para elaboracio das leis adequadas. Aquela con-
feréncia estabeleceu como tema oficial a necessidade de comple-
mentar as especificacdes para elaboracfio dos produtos de tomate,
com o estabelecimento de cifras limites para bactérias, leveduras,
espéros e cogumelos, baseadas nos métodos de Howard. Recomen-
dou, alem disto, que nfo fosse permitida a presenca de amido dosi-
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ficavel nas conservas de tomate. Tornou recomendavel fazer a
dosificacido do fon potédssio, a relacdo do extrato seco, da matéria
orgénica e as observacdes relativas ao escurecimento das massas
e extratos.

cariTuLo IIT

AGENTES CAUSAIS DA DETERIORACA0 DO TOMATE
E PRODUTOS DERIVADOS

Os principais agentes causais da deterioracdo dos tomates sac
- o8 cogumelos ,as leveduras e as bactérias, parasitos ou saprofitos.
Esses micro-organismos podem atacar o fruto antes da colheita,
durante o crescimento e a maturacdo; ou entdo apds a colheita,
durante as demoras de elaboracfio, quando os frutos expostos ao
sol e as poeiras sofrem acbes fermentativas, na falta de armazens
de conservacdo, refrigerados, adequados. Howard no trabalho:
“Qutlines for instruction in tomato microscopical methods” fornece
excelente contribuicdo sobre esses vérios agentes causais da dete-
rioracdo. '

1.°) BACTERIAS

As bactérias esporuladas aerdbias ou anaerdbias, estritas ou
facultativas, gosam papel essencial como agentes causais da dete-
rioracdo dos produtos enlatados de tomate. A fraca tensfo de
oxigénio oferece condicdo ideal para a proliferacfo de certos anaerd-
bios gosogénicos como o Clostridium sporogenes e o Clostridium
welchii ocasionando o estufamento das latas. KEsses anaerdbios
podem - produzir cheiro puatrido desagradavel. Entre os esporula-
dos aerbbios o B.subtilis, B.ramosus, B.ruber, B.prodigiosus e 0
B.viscosus desempenham importante papel no estufamento das latas.
Alguns resistem ao aquecimento a 120° C. e mais. Certos termé-
filos estritos produzem CO. e H, nos produtos de tomate enlata-
dos, sdo0 em geral anaerbébios muito resistentes ao aquecimento.

Outros agentes bacterianos de deterioracdo do tomate e de
seus produtos sfo: o Clostridium butyricum que “rancifica” os
concentrados, dando cheiro e gosto desagradaveis muito caracte-
risticos; o Cl. amylobacter, os lactobacilos que “azedam” os concen-
trados, assim como os germes do grupo coliforme. A presenca da
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E. coli e dos coliformes “citrato-negative” podera ser indicativa da
contaminacio fecal dos concentrados.

Nos tomates podres algumas das principais formas de deter-
rioracdo sao produzidas por bactérias. Produzem amolecimento
dos tecidos do tomate. Ao microscépio esses microorganismos apa-
recem sob a forma de bastdes curtos ou longos, finos ou grossos,
isolados ou em cadeias, e de cbcos isolados ou agrupados. As bac-
térias aumentam muito nos produtos colocados em barricas de ma-
deira ou expdstos ao ar e as poeiras. Os produtos de tomate nao sdo
suscetiveis de sofrer esterilizacfio alta, assim é conveniente prote-
ge-los o mais possivel de todas as possiveis fontes de contaminacéo
durante as fases de elaboraciio. E’ indispensavel proibir a venda
dos produtos de tomate em embalagem acima de b quilos em pacotes,
em barricas de madeira ou em latas. Geralmente a esterilizacdo é
feita mergulhando as latas ja fechadas em agua em ebulicdo, du-
rante 40 a 60 minutos, a temperatura no interior das latas alcanca
entre 65-70°C..

E evidente que a esta temperatura numerosos germes podem
resistir, principalmente os esporulados. Dentre estes merecem
a atencfio é o “Clostridium botulinum”. O “Cl. botulinum” é um
anaer6bio esporulado, grande, Gram positivo com espbros ovais
sub-terminais. Cresce'bem ao meio de Van Ermengem a 28°C.
Produz nas conservas alteradas um cheiro butirico penetrante e
abundante gas. As provas de toxicidez dos alimentos suspeitos
séo - feitas em cobaias ou camondongos brancos. Os sintomas
tipicos aparecem dentro de 24 horas e a morte sobrevem si existe-
muita toxina. Nos produtos de tomate, em virtude do valor do pH,
a tendéncia é formar quantidade muito moderada de toxina botuli-
nica e, isto mesmo, s6 apéds incubacdo muito prolongada e contami-
nacfo massica do produto. Crues (1938) referindo-se a casos de
betulinismo escreve que “Tomato sauce of pH 4,4 caused one out-
break, as did also, in one case, home brew made of home-canned
fruits, sugar, water, home-canned tomatoes, ete.”.

2.%) LEVEDURAS

Sdo de grande importédncia como produtores de deterioracic
de produtos horticolas. Variam muito as leveduras encontradas
nos produtos de tomate, no tamanho e na forma; em geral sfo eli-
ticas, quasi esféricas, lembrando os espéros de certos cogumelos.
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As cadeias sdo raras em virtude da agitacdo que sofrem durante a
elaboracdo. As leveduras produzem amolecimento dos tecidos do
tomate, formando uma camada branca sobre a mesma. Fabricas
- em condices higiénicas dificientes apresentam nos produtos de to-
mate grande quantidade de leveduras associadas a cogumelos (prin-
cipalmente do género Oidium) e a bactérias. S&o de dificil identi-
ficacdo. Na Seccio de Contrdles Biolégicos, em colaboracio com
o5 Drs. F. Almeida e C. S. Lacaz, O. Barros (1941) publicou recen-
temente uma chave que facilita em muito a classificacdo das le-
veduras.

3.0) COGUMELOS

Os cogumelos séo altamente responséveis pela deterioracio de
muitas substincias alimenticias. Atacam a matéria orgénica, onde
se desenvolvem muito bem. S&o constituidos por filamentos delga-
dos, os micélios, que substituem as raizes e os tales dos vegetais su-
periores. Sobre o micélio se desenvolvem espdros de diferentes
cores, brancos, cinzentos, pardos, negros, amarelos ou verdes. Os
cogumelos diferem uns dos outros principalmente nos métodos de
producéio de esporos e conidios. Os cogumelos que mais frequente-
mente produzem a deterioracio dos tomates s@o: (a) Alternaria,
(b) - Colletotrichum, (c) Fusarium, (d) Mucor e Rhizopus, (e)
Oidium, (£) Penicillium, (g) Aspergillus e (h) Botrytis. Destes
0s 3 primeiros sfo distintamente espécies do campo, parasitando ¢
fruto ainda na planta; enquanto que os demais o contaminam depois
da colheita.

a) Alternaria — (Familia Dematiaceae).

E’ uma das espécies que produzem a deterioracio do tomate ne
campo.. Causa o enegrecimento dos tecidos produzindo a “podridaoc
negra” (black rot ou podredumbre negra). O micélio é septado e de
espessura média. Os conidiéforos sfo bastante escuros, curtos as
vezes alongados.  Os conidios sdo septados transversalmente, sen-
do os segmentos em muitos casos divididos por septos longitudinais.
Os conidios sfo dispostos em cadeias, sendo ¢ mais velho e o mais
desenvolvido o elemento basal; o elemeno apical é pequeno e nédo com-
pletamente septado. Como as cadeias de conidios sdo fracas, podem
se fragmentar facilmente. Esta é mais uma das dificuldades en-
contradas na diagnose dos elementos deste género, principalmente
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porque este é um carater genérico que separa os 2 géneros: Alter-
norie € Macrosporium. No género Macrosporium os conidios estdo
sempre isolados e jamais em cadeias. O género Alternaria é o gé-
nero mais importante em relacio & producgéo da deterioracio dos to-
mates na planta.. Principalmente dos tomates que no campo apre-
sentam-se fendidos ou crestados pelo sol. Fig. 1

F1a, 1

Altermdria — Cadeia de conidios (Saccardo)

b) Colletrotichum — (Familia Melanconiaceae).

Os cogumelos deste grupo produzem a “antracnose” (anthrac-
nose spots) do tomate, enfermidade comum que se inicia sobre o
fruto verde. Caracteriza-se pelas manchas circulares, amarelo-
avermelhadas, algo deprimidas e com os bordos elevados. Por bai-
x0 destas manchas a polpa fica mole e entra em decomposicio sob
a influéncia bacteriana. Esta forma de cogumelo é caracterizada
pelo crescimento de micélio e dos espéros, que se faz exclusivamente
debaixo da pele, ndo chegando a se aprofundar na polpa. O micélio
é fino e sem cor. Os filamentos micelianos t&m menor didmetro de
que qualquer outro cogumelo que infesta os tomates. Os espéros
sd0 pequenos e eliticos. Fig. 2 '

¢)  Fusarium — (Familia Tuberculoriaceae).

Produzem a “gangrena” ou “podridao apical do tomate”™. Esta
doenca exclusiva dos frutos, se inicia com uma mancha deprimida
pardo verdosa, palida, que se localiza no apice ou nas suas proxi-
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midades, sempre na metade oposta e da insercio do pediunculo, e,
se extende paulatinamente em zonas concéntricas, que podem che-
gar a ocupar um terco da superficie do tomate verde ou maduro.

o

Fic 2
Colletotrichum (Southworth).

A porcio aérea do micélio é formada por hifas delgadas hialinas,
tabicadas, ramificadas, entrelacadas, que apresentam engrossamen-
tos laterais ou clamidospéros, piriformes, ovais, continuos ou tabi-
' cados. Os espéros sdo de forma lu-
nar divididos transversalmente por
septos em 2 ou mais segmentos.
Fig. &

d) ’Mucm" e Rhizopus — {(Fa-
milia Mucoraceae).

Produzem as “fendas” do toma-
te (bakers ou goteras), porque
quando invadem a polpa provocam a
saida de suco, com cheiro mais ou
menos desagradavel. KEsses 2 géne-
< ros sao agrupados, pois pela sua

Fre 3 aparéncia, modo de crescimento ¢

i;”;‘z:i’:”éﬁc;)i diizalf; ‘ig;of;’g;: efeito sobre os tomates sfo muite
quio (Saccardo). similares. O micélio ndo & septa-

. do, contendo grinulos grossseiros.

A porcio aérea é frouxa com aparéncia de algoddo. Os espéros
sdo  produzidos em pequenos espordngios em forma de bola,
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que a olho desarmado se apresentam como pintas negras dissemi-
nadas sobre micélios de algoddo. Os espéros contidos no esporin-
gio sfo pequenos corpos, esféricos, parduscos. (Fig. 4 e 5). Este
cogumelo invade prontamente o tamate apds a colheita, sendo ne-
cessarias a lavagem e a selecfio rigorosa.

Fic, 4
Mucor — a) Esporangio com columela e es- Fie. 5
porangiéforo; b) espbros; c¢. d) esporangi6- Rhizopus — a) esporangidforos, esporangia; b)
foros ramificados; e) esporangiéforo simples; rizoides; ¢) estolone; d) esporos; e) columels
f) clamidosporos; g) zigosporo. (Buch). e apOfise (Buchanan),
e) Oidium — (Familia Moniliaceae),

Certas espécies deste género produzem o “polvilho” do toma-
te. Existe principalmente nas fébricas e usinas de producéo dos
concentrados de tomate, sendo das espécies mais resistentes &4 des-
truicdo. Sua presenca em grande quantidade indica deficiénciias
no trabalho, mas instalagdes e falta de higiene. No tomate produz
micélio compacto, muito branco e algo alaranjado. A porcio aérea,
na qual crescem os esporos, tem aparéncia aveludada e nio cresce na
superficie em extensfo grande. Sobre os utensilios da fabrica for-
ma capa viscosa delgada e cheiro caracteristico. O micélio super-
ficial de hifas delgadas e curtas algo tabicadas, de conteudo vio-
laceo ou verde amarelento. N&o tem corpo frutifero especial; os
espéros se formam sobre prolongamentos das hifas vegetativas, que
se segmentam ou desarticulam, produzindo células cilindricas, ovéi-
des ou fusiformes, isoladas, denominadas oidios, sendo relativamen-
te facil de identificar por sua forma e tamanho quando os extratos
880 observados no microscépio. Fig. 6.

O vasilhame poluido por este cogumelo apresenta cheiro ca-
racteristico fétide, particular, facilmente amsinalado por aqueles
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que estdo familiarizados com ele. Esse cheiro se transmite ao
produto contaminado.

Fic. 6
Oidium — Formacio de oidios, (Buchanan).
f) Penicillium — (Familia Aspergillaceae).

Sao muito frequentes e produzem grandes danos. No Depar-
tamento de Agricultura dos Estados Unidos, Thom fez um compie-
to estudo do g.Penicillium. Os cogumelos deste grupo sdo encon-
trados em substéncias contendo acucar, tais como frutos, sucos, ge-
1éias. Crescem bem entre 15 a 25.,C.. Sobre tomates ou extratos
guardados um certo tempo produzem uma camada verde, azul gri-
sacea e cheiro e gosto de bolor muito desagradaveis. Micélios pouce
extensos, brancos, que quando aparecem os espéros adquirem colo-
racdo verde opaca ou azul grisicea,
donde o nome de Penicillium glou-
cum ou P. expansum. Os espédros
ovéides ou eliticos no interior de
conidi6foros formados em uma
hifa fertil erecta, que d4 verti-
cilios de esterigmata, as vezes em
camada Unica, outras vezes em
camadas superpostas. Hsses coni-
dioforos ramificados na extremi-

dade com 4 a 10 ramificacbes, dio

Fie 7 ao conjunto aspéceto tipico de pincel
Penicillium — Conididforo e conidios F@g 4
(Brefeld)
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g) Aspergillus — (Familia Aspergilaceqe).

Niao é comum no tomate, apesar de ser dos que mais contribuem
para alteracGes das substincias alimenticias. N&o produz gosto e
cheiro de bolor. O micélio é de consisténcia mais debil que do Peni-
cillium, os espoéros esto agrupados em cachos esféricos, em coni-
diéforos de coloragdc negra, como no A. niger, ou marron, A.
glaucus, e, a8 vezes, amavrelo alaranjada. A reproducfio assexuada
dos Aspergillus é sempre por meio de conidiéforos, com aspécte
constante para cada espécie. Isses conidiéforos sao formados por
hifa eretil que se inicia ao longo do filamento miceliano, em célula -
especial de paredes mais espessas e que se denomina célula podal
A célula podal tem forma de T e Y,
Dela sde a estipe, ora continua, ora
septada, que se dilata na porcao ter-
minal para formar a vesicula, esse
vesicula di origem .em toda sua su-
perficie, ou s6 na regido apical, a uma
série de células que, dispostas ra-
dialmente, se denominam esterigma-
ta. De cada uma dessas esterigma-
ta, nascem os novos esterigmata, cha-
mados secundirios ou diretamente

. cadeias simples de conidios. O con-

Fic. 8 junto da vesicula com os esterigmata
dsergillus — a) conidiéforo o cabeca e o conido denomina-se cabeca d¢
de Asergillus; b) conidio; ¢} deta- AS]}E?"Q@ZZ%S. F’Lg 3.

the da cabega. (Buchananj.
h) Botrytis —

Sao raramente encontrados como
causa da terioracdo dos tomates, em-
bora sejam comuns em alguns outros
tipos de deterioracdiec de frutas. O
micélio forma uma massa branco acin-
zentada. Os espdéros nascem das ra-
mificagbes do micélic como cachos de
uva. Istes espbéros sio eliticos e in-
dividualmente se assemelham a célu-
lag de levedura no tamanho e na for- Fre. 9

7 0 Botrytis — Conidiéforos, ¢
ma. g. 9. conidios. (Frank),
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CariTULO IV
METODOS

A lei americana sobre o controle de alimentos baseia o contréle
dos produtos de tomate no método de anélise microscépica de Burton
J. Howard e Charles H. Stephenson, da Divisdo Microanalitica, da
Federal Security Agency. Este processo que permite nic s6 o
contrdle sanitario, como verificar as condigcbes da matéria prima
utilizada, se baseia na contagem dos cogumelos, bactérias e leve-
duras considerados como os agentes principais da deterioracao.

Certas técnicas t€m sido sugeridas com o fim de melhorar o
método original de Howard e Stephenson; assim Ch. Vincent propds
a contagem das bactérias em laminas coradas pelo azul de Loeffler,
Bertarelll prop6s a filtracdo prévia da emulsdo destinada & pre-
paracdo. S&o pequenas modificacdes que ndo lograram entrar na
pratica corrente. Assim é sobre o processo original dos autores
americanos que se tém baseado todas as legislacdes referentes ao
assunto. '

Além do método de Howard para contagem de cogumelos, le-
veduras ¢ bactérias sfo aqui descritos os métodos de Ch. Vincent,
para contagem de bactérias, o método de Smith para verificacio
de cogumelos em suco de tomate e em produtos enlatados conten-
do produto de tomate e o processo de Howard para deferminacéo
de fragmentos de insetos nos produtos de fomate.

Contagem de cogumelos

Material necessario:

1) Microsebépio equipado com platina & charriot, aumento
compreendido entre 80 e 120 didmetros. e tubo extensivel para poder
focalizar um campeo circular de 1,5 milimetros quadrados.

2)  Objetivo micrométrico de 2 mm. dividido em 200 partes
para medir o didmetro do campo de observacio que deverd ter
1,382 mm..

3) Céamara de Howard para a contagem de filamentos mi-
celianos. Formada por uma ldmina grossa, em cujo centro, um pou-
co deprimido, encontra-se um disco polido de didmetro de 19 mm.,
tendo dois cavaletes que servem de assento & laminula, dispostos de
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tal maneira que, entre o disco e a laminula, permaneca um espaco de
0,1 mm., no qual se colocard uma camada de extrato a examinar.

4). Proveta graduada de 10 cec..
5) Kspatula ou bisturi de tamanho médio.
6) CORANTES:

Solucdo de azul de algodio, preparada do seguinte modo:

Lactofenol (partes iguais de fenol, dcido léctico,
glicerina e Agua) .......... ... .. . ... 100 cc.
Azul de algoddo (Baumwolblaw)

Modo operatério: -~ 1) Diluir a amostra na proporcio de 1/3,
homiogeneizando bem. Howard indica a diluicdo com agua; nds em-
pregamos a técnica de Rivas, com o fim de facilitar o reconheci-
mento de cogumelos, fazendo a diluicio com solucio de azul de al-
godfo, que, ao corar o profoplasma do cogumelo, torna maiy visi-
veis as paredes e tabiques do micélio.

O azul de algoddo nfo cora os protoplasmas velhos, pelo que,
antes de anotar um cam‘pb regativo, é necessirio aprofundar a
observacio do mesmo, para constatar si ndo ficou algum cogumelo
por corar. E preciso notar que o azul de algodao cora tambem al-

—.

Mrerovoro 12

Bloco de filamentes micelianos encontrado em conservas le tomate {(orig.)
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guns elementos anatémicos do tomate, como as células piliferas des-
prendidas ou isoladas que, por sua forma, sio faceis de diferencar
dos cogumelos. Fig. 10, 11 e 12.

2)  Extender, co ma espatula, uma gota da diluicdo sobre a
cimara de Howard e colocar a laminula, de modo a obter uma ca-
mada uniforme do material e examinar. E muito importante para
a exatidao dos resultados que a mistura seja bem homogénea e, que,
sobre a cdmara, seja colocada a quantidade justamente necesséaria
de amostra para ocupar todo o disco sem extravassamento laterial;
os aneis de Newton deverdo ser visiveis. (Formam-se, quando se
ajustam os cristais de superficies polidas e sdo devidos & decompo-
sicdo da luz).

8) Levar a preparaciio ao microscépio e observar com aumen-
to aproximado de 100 didmetros, 25 campos diferentes de 114 mm.
quadrados, contando os positivos ou negativos pela presenca ou
auséneia de cogumelos. Para que um campo se considere positivo
é necessario que o comprimento do cogumelo, ou as pontas dos co-
gumelos visivels, si houver varios, excedam a 1/6 parte do difmetro
do campo. O disco micrométrico deverd ser usado para essas ve-
rificagdes. ’

4) Carregar novamente a cAmara e repetir a contagem.

5) Somar os campos positivos das duas observactes multi-
plicando por 2, para referir os resultados a 100% de campos po-
sitivos.

A Fig. 15 mostra tambem uma vista lateral, em detalhe, de c¢a-
mara de Howard. A 4area chata circular A, as areas de contacto B
e a laminula de 33X33mm. ai estdo bem visiveis. KEstas areas de-
verfio ser rigorosamente limpas antes do uso da cdmara. Deve ser
usado o acido cloridico forte para esta limpesa. Lavar depois per-
feitamente com Aagua distilada, com é&lecool e, finalmente com ace-
tona afim de retirar todas as particulas de poeira.

A cimara foi construida de modo a ter uma camada de liguide .
com a altura de 0,1 mm., quando a laminula estiver em contacto
suficiente para produzir os discos de Newton. Os discos aparecem
entre as superficies em contacto. HEstes discos ou aneis coloridos,
como ja referimos acima, sfo um bom critério da exatidio do con-
tacto. A dificuldade em obter esses discos é indicacfo da insuficien-
te limpesa das superficies. em contacto. O didmetro do campo de
1.382 mm. é mais facilmente obtido com objetiva de 16 mm. e a v

(*) As figs. coloridas acham-se no final do artigo.
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ocular 10X, devendo o tubo do microscépio ser estandardizado de
modo a ser obtido o campo desejado. Como s6 sdo considerados na
contagem os filamentos que t&8m aproximadamente 1/6 do didmetro
"do campo, usamos com muito proveito o “Disco micrométrico de
‘Howard” que deve ser ajustado no interior da ocular.
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Camara de Howard para contagem de micélios de cogumelos e, vista
lateral, em detalhe. ’

O “Disco micrométrico de Howard™ é um disco de vidro grava-

do com um quadrado grande e de tamanho tal, que se adapta exata-
mente ac didmetro do campo. Estd dividido em 6 partes, em am-
bas direcSes, formando 36 pequenos guadrados iguais. Os filamen-
tos para serem incluidos na contagem deverfio exceder o tamanhe
de um pequeno quadrado. Fig. 13a.

Contagem de leveduras e espiros

"Material necessario:

1) Mierosgeépio, como indica-
cado anteriormente, equipado com
os elementos necessarios para ob-
ter aumento de 200 didmetros em
observacdo direta.

2y Lamina de Thoma para
contagem de sangue. Seu reticulo
Fle. 13a '~ ocupa uma superficie de 1 mm.

Disco micrométrico de Howard. quadrado, dividido por linhas tri-
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- plas, em 16 quadrados medianos de 0,0625 de mm. quadrados, que
por sua vez estdo subdivididos por linhas simples em 25 quadrados
pequenos, de. 0,0025 mm. quadrados, ou seja 1/400 mim. quadrados.
Uma vez colocada a laminula fica entre esta e a l&mina um espaco
de 0,1 mm. de altura, formando uma camara de 0,1 mm. ctbico.

3) * Uma proveta de 30 c.c., uma de 100 c.c. e outra de 200 c.c..
4) Um Erlenmeyer de 100 c.c. e outro de 250 c.c..

5)  Uma espatula pequena. -

6) Um bastdo de vidro com ponta redonda e grossa.

7) CORANTES:

a) Solucdo de azul de metileno alcalino de Loeffler:

Solucdo alcodlica saturada de azul de metileno ...... 1 vol.
Solucdo aquosa de hidrato de sédio a 1:10.000 ... .. 2 vol.

b) . Fucsina fenicada de Ziehl:

Fucsina ............. ... e e e 1,0
Acido fénico cristalizado ........ .. ..o il 5,0
Alcool absoluto ... i L10 ce.
Agua distilada ... ... 90 ce.

Em gral de vidro dissolver a fucsina e ¢ acido fénico, jﬁntan—
do-se 4lecol, gota a gota; juntar 60 c.c. de dgua, passar para vidro
escuro e lavar o gral com o restante de dgua. Filtrar depois de 48
horas.

¢} Solucdo de formalina a 40%.

d) Agua distilada.

Modo operatério: 1) Na proveta graduada colocam-se
10 c.c. de Agua distilada e a amostra a examinar até que o liquido
chegue a marcar 15 c.c..

Mistura-se bem e passa-se para um Erlenmeyer, lavando-se a
proveta com pequenas porcdes de dgua distilada. _

2) Juntar 60 gotas de solucfo de azul de metileno e ferver
durante 3 minutos, suavemente.

3) Juntar 60 gotas de fuecsina de Ziehl e ferver durante 3
minutos,.

4) Deixar esfriar lentamente. -

5) Juntar 8 a 10 gotas de formol para precipitar o excesso
de corante e facilitar a conservacio do preparado.
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6) Levar o volume a um multiplo de 15, com 4gua distilada,

diluindo a maior volume, & medida que aumente o conteudo mi-
crobiano.
' 7) Agitar bem, deixar repousar 3 a 5 segundos e retirar uma
gota grossa com bastfio de vidro. a qual é colocada sobre o reticulo
da cidmara de Thoma, cobrindo-se com laminula. A preparacio
serd correta quando aparecerem os aneis de Newton e nfo houver
derrame lateral de liquido, apesar de ocupar todo espaco existente
entre a cAmara e a l4mina.

8) Levar a lamina ao microscépio, deixar repousar 15 minu-
tos, para que o8 germes permanecam em um mesmo plano e contar
as leveduras e espéros em 8 quadros grandes, que correspondem &
metade da cAmara. Contam-se somente os espéros e leveduras que
por sua forma e tamanho sejam facilmente identificaveis. Fig. 14.

Fi1e. 14 .
Reticulo da camara de Thoma, estando marcados com linhas mais grossas os quadradinhos
onde deverdao ser contadas as leveduras e espdros. (Secg. Rivas).

Contagem: - O volume total da cimara é de 1/10 mm. ctbicos
(1x1x01 mm.) écomo 86 sdo contados og germes da metade,
o nlmero obtido correspondente a 1/20 de cibido. Para ter o vo-
lume de amostra a que corresponde o ntimerc de leveduras e espbros
encontrados, sobre a diluicdo com que se carregou a cimara, ter-se-a
que dividir 1/20 pela diluicio empregada.
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Supomos haver encontrado 56 leveduras e esp6ros em uma
amostra diluida 9 vezes (b de extrato 4,0 c.c. de agua), temos que
esse nlimero estd contido em 1/20 dividido por 9,0 que é igual 3
1/180 mm. ciibicos da amostra, donde deduzimos que 1 mm. clbico
contera: »

56 X 180 = 10.080 leveduras e espéros; em 1 c.c. terd:

10.080 X 1,000 = 10,080.000 leveduras e espbros.

Howard refere suas numeracdes a 1/60 mm. clibicos da amos-
tra porque esse € o volume da amostra a que corresponde a nume-
racdo, quando se carrega a cAmara com uma diluicdo ao tergo
(5 c.c. de extrato em 10 c.c. de dgua). para referir as quantidades
obtidas de numeragio com outras dilui¢cdes multiplas de 15, a 1/60
mm. cibicos da amostra, é suficiente multiplicar a quantidade de
leveduras e espéros encontrada pelo quociente resultante da di-
visdo da diluicdo por 3.

No exemplo citado: % = 3; b6 X 38 = 168, que é o niimero de

leveduras e esporos correspondente a 1/60 mm. ctbicos da amostra
examinado.

FATORES PARA DETERMINAR O NUMERO DE LEVEDURAS E
ESPORGS ENCONTRADOS EM 1/2 CAMARA A 1/60 MM. CUBICO
E A 1CM3 DA AMOSTRA DE TOMATE ANALISADA:

Diluicdes N.© de espbros ¢ leveduras em:
1/60 mm.3 1 em3
1/8 (5 c.c. amost. e 10 c.c. dgua) nx?2 60.000
1/6 7 ” 25 ” nx?2 120.000
/9 » - » 40 ? nx3 180.000
i/12 ” ” 55 ” nxi4 240.000
1/15 7 » 70 ” nx5 300.000
1/18 ” 7 8b " nx 6 360.000
1/21 7 ” 100 ? nx7 420.000
1/24 7 ” 115 ” nx38 480.000

n: significa nimero de leveduras e espéros em leitura direta.
amost.: significa amostra.

Observacbes: 1) No método classico de Howard a contagem
de leveduras e espéros se faz diretamente, sobre a amostra diluida
com agua sem empregar corantes. Desgta forma, em extratos ricos
de germes, como 0S que examinamos, o método nos resultou emba-
racoso pelag dificuldades encontradas em individualizar os germes.
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Por esta razdo é vantajosa a modificagéo sugerida por H. Miller,
que consiste em corar as leveduras, espéros e bactérias com azul de
metilenc e fucsina, conforme foi anteriormente indicado. -

2) Ao fazer a contagem o analista deve evitar de contar duas
vezes os germes que estiverem sobre as linhas divisérias dos qua-
drinhos da lamipa, para o que é conveniente acostumar-se a re-

gistrar os localizados unicamente sobre dois lados, sempre o8 mes-
mos em cada quadrado; por exemplo: o superior e direito de cada
quadrinho.

~ Contagem de bactérias

Material necessario:

1) Microscépio, indicade anteriormente, equipado com ele-
mentos necessarios para conseguir um aumento de 500 didmetros
em observacéo direta.

' 2) Carrega-se a cdmara de Thoma com o mesmo material ¢
em idéntica forma que para a contagem de leveduras e espéros €
deixa-se repousar 15 minutos. , ' ,

3) Contam-se as bactérias em forma de bastdesinhos conti-
dos em 5 retangulos de 5 quadrinhos cada um, distribuindo-os de
modo que estejam em posicdo equidistantes — um em cada canto
da lamina e cutro pré}iimo do centro. Fig. 15

rei- E A~ /}'um( 4 - Jl - 4—*%
E
1
— L L R I T
: 1 e
N |
1 O I I
] | j
T | ,
S | [ | :
» 1IN B
) . £
l o e
. AN
[
I \‘ '
i
.l A ]
: 7 r—**r*l—‘*ﬁ‘vr - y
3
¥Fie. 15

- . . . . \\ . .
Reticulo da camara de Thoma, indicando com linhas™ mais grossas os quadradinhes onde
deverdo ser contadas as hacterias. (Seg. Rivas).
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Contagem: O ntmero n de bacilos encontrados, corresponde a
1/160 mm.® de diluicdo. Com efeito, a cAmara completa, composta
de 400 quadrinhos contem 1/10 mm.?; um quadrinho terd: 1/10 di-
vidido por 400, ¢ que equivale a 1/4.000 mm.?, 25 quadrinhos:
1/4000 X 25 25/4.000 = 1/160 mm.=.

O nfimero n de bacilos determinado em 1,160 mm.?, multipli-
tado por 160, pela diluicdo empregada e por 1.000, darid as bacté
rias em forma de bastonete em 1 em.? de extrato.

FATORES PARA DETERMINAR OV NUMERO N DE BACTERIAS
DE 1/160 MM.? DE DILUICA0 EM 1 CM.? DA AMOSTRA

Diluicdo \ N.O de bactérias em 1 cm.3 da amostra
1/3 nx 480.000 (160 x 3 x 1.000)

1/6 n x 960.000 ” 6 "

1/9 nx  1.440.000 ” 9 ”

1/12 n x 1.920.000 Too12 -7

1/15 nx 2.400.000 ? 15 ”

S 1/18 n x 2.880.000 T8 »

1/21 n x 3.360.000 Too21 »

1/24 nx 3.840.000 24 "

- Observacdes: 1) S6 se computam as bactérias bem caracte-
rizaveis com forma de bastido, que tenham um cumprimento minime
de 114 vezes sua espessure,; nido sio contados os cécos e og diplo-
cdeos.

2) Os bacilos se movem na camada liquida e por isse.
As vezes aparecem momentaneamente come céeos, sendo necessa-
rio fazer detida observagio para estabelecer o verdadeiro caracter
dos cbeos suspeitos.

3) A observacfo deve ser feita com luz artificial.

Método de Ch. Vicent pare contagem de boctérias: A con-
tagem microbiana em cAmara de Thoma Zeis é substituida pels
~contagem em ldmina fixada e corada. Diluir o concentrade com
duas partes de dgua esteril, tomar 1 centésimo de ctbico do mate-
rial, dispor sobre um quadrado previamente marcado de 1 ce.. Dei-
xar secar, fixar em &alcool, corar com azul de metiléno de Loeffler,
examinar com imersio contando os germes em campos com o dié-
metro 0,205 mm.. Multiplicar por 300.000 e obtem-se o resultado
do nimero de germes por cc..

Bertarelli e Micheli (1 920) propuzeram tambem pequena
modificacdo. Colocar 2 ce. do concentrado em dgua e homogenei-
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sar bem com espatula. Juntar dgua distilada até completar 50 ce.
Agitar bem com pérolas de vidro afim de destacar as bactérias
dos fragmentos. Passar por filtro quadruplo de gaze, lavando esta
com mais 50 cc. de dgua distilada, que serd adicionada aos outros
50 cc. Com este processo somente de 15 a 20% dos germes sio re-
tidos na gaze.

Método para werificacio de cogumelos em suco de tomate e em
produtos enlatados contendo produtos derivados de tomate (Método
de F. Smith).

Material necessario:

1) Solucéo saturada de KOH
" 2) Tubos centrifugadores de 50 cc.
3) Centrifugador
4) Solucédo aquosa saturada de violeta de genciana
5) Bastoes agitadores de vidro
') Bechers pequenos ’
7) Cémara de Howard para contagem de cogumelos
8) Microscépio binocular
9) Acido fosforico a 50%
10) Metil-etil-acetona.

Em virtude das diferencas nas técnicas aconselhdveis para os
diversos produtos, elas foram divididas em 3 grupos. Contudo,
mesmo assim, as amostras de cada grupo variam na consisténcia,
em tal extensfio, que esses agrupamentos sdo somente aproximados,
devendo o analista fazer uso de sua habilidade prépria na solucio
de cada caso, aplicando métodos especificamente adaptiveis a eles.

E’xmﬁe do suco de tomote

Este controle apresenta atualmente, no Brasil, certo interesse,
dada a intensa campanha que a Secretaria da Agricultura do Estado
de Sdo Paulo (1937), vem desenvolvendo no sentido de incremen-
tar a inddstria e o consumo dos sucos de tomate. O rapido ama-
durecimento de toda safra, a ligeira superproduciio durante o verao
e, sobretudo, a facil deterioracdo do tomate depois de amadurecido,
sdo fatores que deveriam estimular a fabricacdo deste produto.
Nos Estados Unidos esta inddstria do suco de tomate, relativa-
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mente nova, sofreu grande inéreménbo; passou de 154.000 caixas
de garrafas em 1929, para 1.386.000 em 1930, 3.441.000 em 1931
e a 4.450.000 em 1932; ocupando as respectivas plantacdes .....
15.000 hectares de terras e dando trabalho a milhares de trabalha-
dores que, antes ndo contavam com mais esse ramo novo de ati-
vidade. _

A principal dificuldade no exame de certos produtos deste tipo
é a presenca de grande quantidade de material amidado como fa-
rinha de rosca e farinha de trigo. ,

No caso de sucos espessos, € melhor colocar a lata em &agua
guente por alguns minutos, até ficar homogeneamente aquecida.
Facilita-se isto, agitando-se a lata. Em produtos mais fluidos é
dispensavel ¢ aquecimento prévio.

Colocar 10 ce. do suco perfeitamente misturado, em um tubo
centrifugador largo, de 50 cc., ou maior, e adicionar 3 cc. de uma
solucéo de KOH; um pouco mais nfo prejudicard. (Si for neces-
sario adicional 10 a 15 cc. de metil-etil acetona para retirar a gor-
dura. Apébs agitar bem, a acetona que se eleva & superficie fica
colorida de vermelho, devendo ser rejeitada. Si, porem, bastar a
KOH para saponificar a gordura, é desnecessaria a adico da ace-
tona).

Agitar por alguns minutos até dissolver o amido do suco e cla-
rear os tecidos. Adicionar 4gua suficiente para encher o tubo e
centrifugar.

Nos sucos concentrados, o amido muitas vezes interfere com a
sedimentacdo dos sélidos, durante a centrifugacfo.

Si o liguido permanece opaco, é necessario rejeitar a amostra
e iniciar outra vez com 5 cc. de suco, em vez de 10 ce., procedendo
como habitualmente ,com os 3 ce. de KOH,

Quando o liquido sobrenadante ficar perfeitamente claro e as
particulas sélidas depositarem-se, o liquido deve ser transvasado,
verificando si contem fragmentos de cogumelos.

Si nenhum filamento de cogumelo f6r encontrado nesse liqui-
do sobrenadante, adicionar dgua suficiente ao residuo do tubo cen-
trifugador para restabelecer o volume primitivo de stico, misturar
e fazer a contagem pelo método usual de Howard.

Para facilitar o exame, algumas gotas de violeta de genciana
podem ser adicionadas. A violeta de genciana, colorindo os fila-

Sera conveniente neutarlizar o KOH com algumas gotas de
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Sersd conveniente neutralizar o KOH com algumas gotas de
acido fosférico a 50%.

Isto devera ser feito apds o liguido scbrenadante ter sido re-
jeitado, e antes de ter sido adicionada a Agua para restabelecer o
volume original de 10 ce.

+
.

Exame do carne enlatada e de outros produtos enlutados
contendo produtos de tomate

Estes produtos sfo tratados de modo idéntico.

A conserva enlatada ainda fechada é colocada em agua quente
e aquecida até o conteudo ficar homogeneamente amornado. Este
aquecimento preliminar nfo condensa o molho de tomate, permi-
tindo separar mais prontamente as porcdes sélidas do produto. A
conserva é entZo aberta e o conteudc esvasiado em uma peneira
medianamente grossa, de 6 malhas.

- Em alguns produtos, 0 molho atravessa a peneira prontamente,
mas, no caso de alguns feijdes e spaghetti, pode demorar 10 ou mais
minutos.

Deve-se esgoté-lo ao menos até que a maior parte do liquido
tenha passado.

Misturar bem o molho, colocar 10 cc. em um tubo centrifuga-
dor e proceder como para o suco de tomate.

Na contagem de produtos contendo carne, deve-se fer cuidado
para nao cc_)nfundir filamentos de cogumelos ¢ filamentos dos mus-
culos que apresentam semelhanga superficial, embora os filamen-
tos dos musculos sejam mais espessos e as estriacbes frequente-
mente perceptiveis.

Exame de sardinhas ou outros peizes em produios de tomuote

O exame destes produtos apresenta dificuldade devido & grande
quantidade de gordura e 6lio. O molho contem em geral pouco 6lio
adicionado, o 6lio- ai presente provem do préprio peixe.

Por esta razfio, é possivel rejeitar o 6lic sem afetar partes es-
senciais do molho original. A conserva é aquecida em Agua fer-
vente e o molho é escoado como em outros produtos.

O molho é entdo bem misturado e uma parte € colocada em um
tubo centrifugador, sendo centrifugado até o 6lio ascender & su-
perficie. Sendo o 6lic rejeitado, tratar 10 cc. do molho com 3 ce.
de KOH, como em outros produtos.
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Em arenques ou outros produtos em que ha pouco dlio, nio
hé necessidade de remové-lo. ' ‘

Deve-se tomar a maior cautela no exame, afim de distinguir
os filamentos de cogumelos, dos filamentos de tecidos do peixe.

Determinagio de fragmentos de insetos nos produtos de tomate

Este método foi imaginado por Howard e baseado no processo
de Wildmann para exame de peguenos insetos em vegetais enlatados.

Material necessario:

1) TFrasco de Erlenmeyer de 2 litros

2) Rolha de borracha de tamanho tal que possa ser introdu-
duzida com dificuldade no interior do frasco. A rolha de-
verd ser mantida no interior do fraseco por meio. de uma
haste firme que passe alem da altura do frasco. Flig. 16

3) Funil de Buchner de 7 ce., munido de papel de filtro ra-
pido de 7 cc..

4) Um disco de 6 cm. munido com tela de arame com 60 ma-
Thas.

5) = Microscépio binocular capaz de dar um aumento de 10 a
30 didmetros.

Accessérios:

— 1 lapis indelevel, de ponta fina, para indicar sobre o papel

de filtro a colocacio de cada inseto. B
1 anel de metal (8% cm. de didmetro), contendo fios de
arame muito finos ou cabelo humano, eom intervalos de 7
mm.. Hste é fixado sobre o papel de filtro, colocado den-
tro de uma placa de Petri, para conveniéncia de exame.
Os arames servem de guia para pesquisa metédica dos frag-
mentos de insetos.

1 agulha fina de sepéragéo, feita pela insercdo do fundo
de uma agulha de costura n.° 12, em um cabo de madeira
branda. Esta é usada para manipulacio dos fragmentos
de insetos sobre o papel de filtro.

1 aro de borracha de mais ou menos 3/16 de polegada ¢
cortado com didmetro proporcional ao funil de Buchner. E’
colocado no fundo do funil e sobre uma faixa marginal do
papel de filtro, da largura de 1/4 de polegada. Esta bor-
racha é mantida firmemente no logar em contacto com o
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papel de filtro, por um cilindro de vidro apropriado, ligei-
ramente mais comprido do que a altura do funil, e conser-
vada’ no lugar por uma fina mola de latdo com grampos
que tém uma abertura de 1 polegada, no centro, atravez o
qual passa o pé do funil. Os dois bracos sfo dobrados de
tal maneira, que as extremidades adaptam-ge sobre dngulo
superior do cilindro de vidro. Afim de remové-lo é neces-
siario somente soltar as extremidades para desprender o
circulo de vidro. A tens@o das partes formando os tracos
deve ser tal que forneca uma pressdo moderada, sem ser
tao forte que chegue até a arrebentar o vidro.  Fig. 17

-L* Bastde de Sopor te

«Gancho de lalio

2—:: =4 Camada Cilimdro de vidro
—r de qasolina
i Camada dagua Papel de fillyo
\ Rolha
Fic. 16 . Fra, 17
Diagrama do frasco de Wildmann . .
usado para retirar fragmentos de F‘uml~ de Buchner se%;undo as in-
insetos em produtos de tomate. dicacBes do texto (vista laterzl),
(seg. Howard). (seg. Howard).
Técnica do Método: — A rolha, sustentada pelo bast8o, é im-

prensada para dentro do frasco de Erlenmeyer.

No caso de massa, de “catsup”, ete., 200 cc. do produto a ser
examinado sfo colocados no frasco e adicionando-se 20 cc. de gazo-
lina. Amostra em exame e a gazolina sfo perfeitamente agitados.

A Agua da torneira, mais ou menos & temperatura ambiente,
é lancada no frasco de modo a ocasionar vigorosa agitacfio; o con-
teudo devera ascender até o gargalo do frasco até o ponto em que
a rolha possa ser levantada.

Deixar repousar 5 ou 10 minutos, efetuando um brando movi-
mento giratério por meio da rolha e bastfo, para facilitar que as
particulas mais leves cheguem ao gargalo.
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Finalmente, levantar vagarosamente a rolha, até ajustar-se
firmemente ao gargalo do frasco, de maneira a apanhar a camada
de gazolina e pequena porcio da sub-camada aquosa, nio devendo
apanhar alem de 3/16 de polegada. Fig. 16

O analista nfo deve apanhar da camada aquosa mais do que 2
necessirio afim de nfo reter material celular do tomate ai em
suspensdo, o que viria interferir com a filtragem e tornar mais
dificil a subsequente pesquisa das partes de inseto.

Cemo guia a este respeito, € bom determinar por tentativas o
ponto. no gargalo do frasco, em que a camada aquosa deve ser in-
terrompida, para atingir os melhores resultados. Apébs a rolha ter
sido levantada até o ponto conveniente adicionam-se 10 ou 15 ce.
de a4gua pura a porcio ai aprisionada, para aumentar ligeiramente
o seu volume.

Derramar depois cuidadosamente a porcéo de liquido apreen-
dido sobre o filtro de Buchner, munido de papel de filtro e sobre o
qual foi colocado o disco de arame,

Enxaguar o gargalo do fraseo para remover alguns fragmen-
tos de insetos ai remanescentes, e adicionar ao material que esta
sobre o papel de filtro.

Retirar o papel de filtro e pesquisar os fragmentos. de insetos,
com auxilio do microscépio, anotando o nlmero de fragmentos de
cada espécie encontrada e marcando as suas localiza¢des com lapis
indelevel. E de grande auxilio o uso de um foco de luz forte.

‘Enguanto a pesquisa de fragmentos estiver sendo feita, é con-
veniente conservar o papel de filtro levemente humidecido.

No caso de pasta, sdo usados 50 ou 100 cc. do produto, conforme
a sua concentracdo.

Antes de ser adicionada a gazolina, a pasta deverd ser mistu-
rada com 200-300 cc. de 4gua. Apds a prova ter sido completada,
os resultados superiores a 200 cc. sdo calculados de acordo com a
quantidade usada na prova. '

Na possibilidade de apanhar muito material celular, assim como
da dificuldade na filtracdo, algumas provas preliminares podem ser
feitas, apanhando uma quantidade de liquido retide no gargalo um
tanto maior, e colocando-a dentro do frasco de Erlenmeyer de 500 cc.,
provido com rolha e bastio semelhante ao frasco grande.
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No pequenc frasco de Erlenmeyer € feito idéntico tratamento
desta 1.2 porcio antes de ser lancado sobre papel de filtro. Este
processo  permitira
reduzir o material ce-
lular retido.

A tolerancia ad-
mitida pela “Federal
Food and Drug Ad-
ministration” -é de
um maximo de 20
fragmentos, por 200
cc. da amostra de
preduto examinada.

Encontramos al-
gumas massas com
grande proporcio de
insetos adultos intei-
ros, fragmentos de
insetes, larvas e ou-

tras sujidades. Figs.
Inseto adulto encontrado em concentrado de tomate de fabricagio
clandestina (orig.)’ 18’ 19 e 20.

Fie. 20

CAPITULO |V

CRITICAS AOS METODOS

Cabe & Divisdo Microanalitica, da “Food and Drug Adminis-
tration”, pertencente & “Federal Security Agency” e sob orienta-
cdo de J. B. Howard, todo o mérito de haver estabelecido as técni-
cas microscopicas para o controle sanitarios dos produtos de to-
mate. , g
Sdo facilmente calculadas as dificuldades encontradas para es-
tabelecer sistemas exatos de controle, em substincias onde jamais
se haviam praticado controles realmente eficientes e, nas quais, pa-
recia totalmente impossivel que pudessem vir a ser praticados.

As dificuldades iniciais foram julgadas quasi que intransponi-
veis, pois os analistas americanos deveriam estabelecer um sistema
de controles que estivesse dentro das possibilidades préaticas e acima
de numerosas criticas. Com efeito, uma vez publicado e adotado
pelo Governo Norte-americano, sobre esse método foram feitas
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muitas criticas, ndo s6 dentro do paiz como principalmente nos pai-
zes interessados na exportacio dos concentrados de tomate para os
Estados Unidos da América do Norte,

Apesar da guerra de que foi alvo por mais de 20 anos, por
deficiéncias facilmente compreensiveis em se tratando de assunto
tdo complexo, nada existe até o presente, de melhor.

Dentre as dificuldades com que o método se defronta na préa-
tica corrente, algumas merecem realmente consideracio. Tais re-
paros porem nfo diminuem, em absoluto, o valor do mesmo. Den-
tre os inconvenientes apontados, destacam-se os'referentes & con-
tagem e observacio dos cogumelos, & contagem das bactérias vivas
ou mortas e & dificuldade de controle das levaduras e espoéros.
Analisemos rapidamente essag criticas:

A — Quanto a contagem de filamentos micelianos:

1.°) Concentracdo do produto em exame. A critica mais
forte é de ser aplicado o mesmo critério na contagem dos. filamen-
tos de cogumelos, a produtos muito diversos, tanto em conteudo
como em apresentacfo. A critica procede, em parte, porem as
solucbes propostas nido lograram aceitacdo. Como o erro & siste-
mético, os resultados sdo compariveis e os limites de toleréncia ja
estabelecidos podem ser mantidos sem inconveniente.

2.°)  Obstdculos na contagem. A observacdo dos filamentos
micelianos podera ser prejudicada. Os preparados, ainda que fei-
tos com o maximo cuidado e esforcando para obter densidade cons-
tante, poderéo apresentar em certos pontos do campo microscépico
uma visdo pouco clara. E assim impossivel obter uma distincio
rigorosa - entre as substfncias observadas, como seria o desejavel.
Isto ocorre tanto em materiais pobres como nos mais ricos.

3.9) Critério wuniforme. O critério uniforme adotado, nas
contagens, pode ser causa de conclusdes dispares. Para efeito das
contagens, considera-se positivo todo o campo que apresente fila-
mentos de cogumelo maiores do que 1/6 do campo padronizado do
microscopio. Tanto vale, para os efeitos de contagem, observar no
campo microscépico um s6 e pequeno fragmento de micélio que mal
atinge 1/6 do campo, como grande entrelacamento de numerosos
filamentos micelianos, constituindo verdadeira massa. Este crité-
rio acarreta duvidas sobre indice de contaminacio. Nada existindo
de melhor e como nenhuma sugestdo razoavel foi lembrada para
afastar esse inconveniente, deverd prevalecer o critério. O seu em-
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prego sistematico permitird a avaliacfo comparativa dos limites de
tolerancia.

B —— Quanto ¢ contagem das bactérias:

1.9)  Contagem de bactérias vivas ou mortas. Um dos incon-
venientes apontados ac método é de nao poder ser feita a distingéo
entre bactérias vivas ou mortas, sendo contadas indiferentemente
umas e outras. '

2.9)  Obstdcules na  contagem. Os mesmos inconvenientes
apontados na contagem dog cogumelos sdo tambem aqui dapontados.
Alem disto, os fragmentos do concentrado de tomate poderdo ocu-
par uma certa extensio do campo microscépico, ocultando parte dos
germes que deveriam ser computados. Bertarelli (1920) procurou
resolver esse inconveniente aconselhando a que se fizesse a filtra-
cdo prévia do concentrado, diluido a 100 cc. de agua.

3.2) Morfologic dos germes. O processo s6 é aplicavel aos
microorganismos com a forma de bastonete. Os germes em for-
ma de cOcos escapam & contagem, assim como os bastonetes quando
observados pelos seus pélos. E’ sem duvida um obstiaculo a exata
apreciacdo do indice de contaminacdo, subtrainde & contagem nu-.
merosos germes. A téenica de Ch. Vincent procura remover esta
deficiéncia afastando alguns inconvenientes apontados.

C — Quanto 4 contagem de leveduras e esporos:

-

A tendéncia é abandonar estas contagens, devendo o controdie
se restringir as duas outras contagens. Isto, em virtude da difi-
culdade de serem obtidos resultados comparadveis. E’ raramente
conseguida correspondéncia entre duas’contagens de leveduras e
espéros. Por outro lado a contagem dos espéros dos ifomicetos nao
apresenta um interesse maior desde que ja sdo contados os filamen-
tos. Assim serd de melhor alvitre suprimir esta contagem que
pode acarretar certas causas de erro dificilmente removiveis.

Nas criticas de ordem geral os microscopistas estdo de acordo
que se deveria dispensar uma maior atencfo & concentracdo do pro-
duto em exame. Og limites estabelecidos deveriam estar relaciona-
dos com os concentrados simples, para os concentrados duplos e
triplos deveriam ser estabelecidos outros limites de tolerdncia.
Assim, por exemplo, os limites deveriam se relacionar com concen-
trados de nfo mais de 20 a 22% de residuo, para os concentrados
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duplos ou triplos as cifras poderiam ser aumentadas para 1/5 e 1/4,.
respectivamente. f

Os limites de tolerincia podem ser estabelecidos para os pro-
dutos de exportacfio; os trabalhos realizados provam que o aumento-
das bactérias, quando vivas nas latas, raramente vai alem de 1 a.
1,5%, mesmo apds a incubacio das mesmas na estufa a 37°C. por
tempo mais ou menos longo. K’ necessario admitir certa prolifera--
cao, porque a esterilizaco radical nfo é exequivel. Os industriais,.
seguindo orientacdo técnica adequada, poderdo perfeitamente conse-
guir concentrados dentro dos padrdes oficiais. Deverdo ser obser-
vadas as condicbes essenciais na industria de concentrados, isto é,.
trabalhar com material bem fresco, perfeitamente limpo e colhido o
mais recentemente possivel, afim de evitar a fermentacio. As fa-
bricas deveriam, sempre que possivel, ser construidas no préprio
local dos campos de cultura. '

CAPITULG VI

ADULTERANTES

'Os principais adulterantes encontrados durante as nossas inves-
tigacdes nos produtos derivados do tomate (massas e extratos)
foram: a abébora (Curcubita pepo), o pimentido (Capsicum
annuum), a batata doce (Ipomoea batatas), a banana (género
Musa). Outros adulterantes foram encontrados em pequena quan-
tidade, relativamente aos ja mencionados: o xUx0 (Sechium edule),
a beringela (Solanum melongena), a cenoura (Daucus carotta) e
a pera ¢(Pyrus communis). Afim de tornar mais clara esta expo-
sicdo, incluimos neste capitulo um estudo da histologia microscépica
do tomate. Analisemos, pois, rapidamente a estrutura microscépica
diferencial entre o tomate e os diferentes adulterantes.

TOMATE (Lycopersicum, gen.)

No Brasil as conservas de tomate sfdo preparadas com dife-
rentes variedades do género Lycopersicum. Os tomates usados
na inddstria sfdo em geral moderadamente grandes, lisos, de ma-
neira que a lavagem pode ser perfeitamente realizada e as caseas
facilmente removidas. Nas variedades comerciais s80 exigidas no
tomate grande proporcio de polpa, sabor agradavel e coloracio
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vermelho carregadaf As variedades muito hiimidas, de casca enru-
gada ou de coloracio amarelada nfo sfo cultivada para industria-
lizacao. '

No Estado de S&o Paulo, segundo‘ Lorena (1937) as variedades
malis cultivadas e conhecidas sdo: -“Pera”, “Rei Humberto”, “Pu-
rungo”, “Redondo grande”. Em 1929 foram importadas da Ho-
landa, Dinamarca e Inglaterra 14 variedades. Destas, porem, s6
5 se aclimataram convenientemente: “Ailsa Graig”, da Holanda,
conhecida por esta razdo com o nome de “Holandés”; “Triumph?”,
da Holanda e Dinamarca; “Kampehon” e “Radio”, da Holanda, e
“Canarias” da Inglaterra. Lorena (1937) acredita que esta varie--
dade seja a mesma difundida como “Redonde grande”. Nos Esta-
dos Unidos sdo cultivadas numerosas e excelentes variedades, alta-
mente selecionadas: “Stone”, a malis difundida. “San Jose Can-
ner” popular na California. “Norton” do sul da  California, va-
riante da “Stone” e resistente ac “Fuzarium”. “Santa Clara Can-
ner” e “Diener” do norte da California. . “Matchless™ de Delaware
e Maryland. S&o ainda cultivadas as variedades: “Paragon”, “Lan-
dreth”, “Coreless”, “Perfection”, muito recente, “Great Baltimore”,
“Favorite”, “Red Rock” e “Sucess”.

Na Argentina o Ministro da Agricultura fez experiéncias com
" as variedades: “Marglobe”, “Market King”, “Hillside Comet”,
“Clarks” e “Livington Globe”, com resultados muito satisfatérios.
Por seu valor comercial, sdo ali mais cultivadas as variedades “Mar-
globe”, “Clark Eearly” e “Livington Globe”.

No preparo das conservas é empregada apenas a polpa espessa
do mesocarpo do tomate, cujos caracteres pouco definidos dificul-
tam o reconhecimento dos adulterantes, reconhecimento esse 86 pos-
sivel por microscopistas muito especializados.

A diferenciacio requer ndo sé6 um perfeito conhecimento geral
da histologia vegetal, mas particularmente da estrutura caracteris-
tica de cada elemento a definir, seja adulterante ou n&o. Para
maior clareza do assunto sfo resumidamente descritos os princi-
pais caracteristicos do tomate.

Estrutura microscopica do tomate — A casca é lisa, lustrosa,
cor amarelada ou vermelha, cicatriz genérica ou tipica e cicatriz
peduncular grande, em depressdo; sementes numerosas, revestidas
de densa camada de falsos pelos, unicelulares, longos e regulares,
quando desembaracadas da substincia gelatinosa que as envolve.
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Estrutura microscépica — As células do epicarpo e do hipo-
derma sfo poligonais, de membranas espessas e resistentes, conten-
- do granulacdes de matéria corante vermetha ou amarelo brilhante.
O mesocarpo é constituido por células grandes, arredondadas, de
membranas gelatinosas, contendo cromoblastos e, algumas delas,
granulos de amido. Formam um tecido basico, atravez do qual
passam feixes de vascs espiraléides de seiva, de espirais curtas e
delicadas. Fig. 21. As extremidades interna do pedtneculo possue
tambem alguns vasos ponteados e fibras esclerosadas. As células
do endocarpo sio igualmente arredondadas, porem de paredes finas.
Figs. 21, 22, 23 e 24.

A semente do tomate, devido a estrutura particular «do esper-
mederma ou epiderme, constituido de células iscdiamétricas, com
sinuosidades espessas, e, ao seu revestimento de falsos pelos, cons-
titue um dos elementos mais caracteristicos do tomate, nas suas
conservas. Fig. 25,

Nora — Nas con-
servas de tomate (mas-

sas, principalmente) &
comum a presenca de
elementos do caule e da
folha do tomateirc, ou
do pedinculo do préprio
tomate. Tais elementos,
que - denotam descuido
na elaboracfo higiénica
das conservas, poderado
acarretar confusdes aos
analistag ndo suficien-
temente especializados
neste dificil ramo dos
controles sanitarios, in-
Fro. 26 duzindo-os & econdena-

Tricomas do proprio tomateiro (caule e folha) cao de produtos puros.

£ relativamente facil

sua caracterizacéo pela identificacdo dos estomas e de grande nime-
ro de tricomas da epiderme, cujas células pequenas e pigmentadas
de clorofila, destacam-se em blocos escuros, dos demais elementos,
mesmo quando observadas com aumento de 80 didmetros. Fig. 26.
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ABGBORA (Curcubita pepo)

Encontramos esse adulterante em 299 .das amostras exami-
nadas. E’ a adulteracéo mais frequente, principalmente -nas massas
de procedéncia clandestina. E’ empregada por seu baixo preco e
por suas propriedades culinarias.

Estrutura microseopica — As células do mesocarpo, a parte
utilizada nas fraudes, sfo poliédricas e de contornos finos, menores
do que as do tomate, contendo, tambem, pigmentagdes, mas de cor
amarela,. granulos de amido que se apresentam separadamente ou
em conjunto de dois ou trés granulos. Fig. 27

O mesocarpe interno, parcialmente desorganizado, é composto
de um emaranhado de feixes de tubos lactiferos e tubos de seiva.
Para diferenciacio mieroscépica com o tomate devemos considerar
a estrutura dos tubos de seiva, que tambem sfo espiraldides, porem
de espirais largas e grossas, apresentando dilatacOes espacadas, em
um conjunto bastante interessante.

Fic. 28
Corte transversal da semente de ahobora. Células porosas da camada suh epidermica.

Semente — Espermoderme ou epiderme externa com hastes que
ramificam para a extremidade; sub-epiderme de pequenas células
porosas, muito tipica, eselarenquima de células grandes com lumem
grande; células cactiformes caracteristicas.
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Os elementos da abdbora verde destacam-se mais facilmente
pelos tricomas e estomas do epicarpo, e, pela presenca muito comum
de células porosas, em pequenos blecos, provenientes da camada
sub-epidérmica da semente, facilmente triturada quando verde.
Fligs. 28 e 24,

Fic, 29
Semente de abobore: Grupo de células poresas, ohservado em concentrado de tomate,

PIMENTAO (Capsicum annum)

Constatamos a presenca deste adulterante em 8% os produtos
examinados. Fruto grande, conico, superficie lustrosa de cor ver-
melho escuro, com 2 ou 3 cavidades. Sementes numerosas, acha-
tadas, com o embrifo aderente ao endosperma. E facil a identi-
ficacdo do pimentdo. A presenca das goticulas olecsas avermelha-
das que ddo a coloracfo de indigo com o Aacido sulfdrico concen-
trado constitue elemento de valor na diagnose. Figs. 30, 31 e 32.

Os gréos de amido s8o extremamente pequenos. Os fragmen-
tog de tecidos com paredes grossas e tortuosas, que ddo ao conjunto
um aspecto semelhante ao de pulméo, séo tipicos. A evidenciacfo
torna-se mais facil nas preparacdes feitas com agua amoniacal por
24 horas. '
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Epicarpo de células poligonais, em contas, sulcadas.

Hipoderma com paredes salientes, em contas: mesocarpo com
gotas de 6leo e cromoplastas vermelho-alaranjados; células gigan-
tes de 2 mm. ou mais; endocarpo com grupoes de células de paredes
espessas e delgadas.

Epiderme externa do espermoderma com parede interna es-
pessa, porosa, verrucosa e esclerenquimatizada. ['ig. 83,

—

BATATA DOCE (Ipomoeq

Foi encontrada como adulterante em 27 os produtos con-
trolados. E’ uma raiz tuberosa convolculécea. cultivada mais fre-
quentemente nas zonas tropicais.

As células da camada cortical apresentan:-ze dispostas em filas
transversais. O amido do parénquima constitie a maior parte do
tecido. Os grios de amido s@io piriformes. estrangulados, gibosos,
néo achatados, tendo em um ponto de sua parie superior um hilo
circundado por estrias irregularmente concér-ricas. As células de
amido alongadas Iongitudinalmente sfo dis em filas radiais.

As células lactiferas se
tinguem das células
2 parénquima pela cor
maiz escura e pelo con-
_teudn  granular, que se
core em  amarelo pelo
iodeto de potassio. Sao
células  verdadeiras e

nao tubos lactiferos. As

de suas células
crizrais de oxalato de

Fio. 34 cédicio, em forma de
Batata-doce — Vasos de raiz tuberosa em corte T
longitudinal, (seg. Winton -— modif.). aguinas qu-ebl adas' OS

tubos de seiva sdo do
tipo pontuado, com pontuacdes bastante grandes, formando reticula-
¢cOes; apresentam 80 micra de didmetro, tornardo-se maiores no cen-
tro da raiz. A natureza destes vasos e a auséncia de espirais gran-
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des ou células espiral-reticuladas demonstra a natureza de raiz tu- -
berosa e néo de tubéreulo verdadeiro da batata doce. Fligs. 3} e 35.

Nas fraudes feitas com batata doce ou com certas variedades
de banana: M.sapientum, M.paradisicca, cujas célulag amiliferas
sdo muitas vezes confundiveis, depois de sofrerem a acdo do calor;
é de grande importincia a identificac@o dos vasos de seiva. Estes,
na banana, sfo espiraldides e espiral reticulados e, geralmente, nao
ge apresentam livres e desembaracados de células, como na -batata
doce.

BANANA (Musa sp.)

Encontramos este adulterante em 1% os produtos de tomate
examinados. Fruta tipica das regides neotrodpicas.

Estrutura microseopica: - Pericarpo — Células isodiamétricas
ou alongadas com paredes espessas e cuticula estriada; estomas
principalmente na parte externa do fruto, formando o epicarpo.
Hipoderma constituido por células de paredes porosas, contendo ra-
fides (cristais alongados em agulhas).

Mesocarpo — Células amiliferas, arredondadas, entre as quais
passam feixes fibrosos e fibras vasculares, acompanhados de cé-
lulas de tanino contendo gotas de oleoreosina.

Endocarpo — Células poligonais, radiais de paredes finas muito
longas, ricas em amido. Os grénulos de amido sfo menores no
mesocarpo externo e vio aumentando de tamanho na parte interna
. do mesocarpo. Sio alongados, piriformes, em forma de salsicha.
de saco ou de foice. Os aneis com luz polarizada sdo visiveis nas
proximidades do hilo. Pela maturacio o amido é transformado em
acucar. Os vasos espiraldides e espirais reticulados se caracteri-
zam pela grande largura até 100 micra e pelas fendas.

Espermoderma — Formada por tecido da semente abortada.
Células longitudinalmente alongadas de paredes finas; parénquima
de célulag alongadas com vasos espiraldides; células cruzadas em
filas. Fig. 36.

XUXU (Sechium edule)

Essa curcubitidcea é largamente cultivada no Brasil. No peri-
carpo encontramos 4 camadas: O epicarpo de células poligonais,
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com paredes espessadas, numerosos estomatas e filamentos capi-
tados; o hipoderma com células poligonais porosas, com filamentos
ramificados em varias diregcbes; mesocarpo delgado com células arre-
dondadas contendo grios de amido, feixes fibro vasculares, grandes
tubos crivados e vasos lactiferos; endocarpo de células pequenas
com parede delgada encerrando a semente. O espermoderma apre-
senta a epiderme e sub-epiderme constituidas de células pequenas
de paredes delgadas e o parénquima formado de ampla cadeia de
células grandes, contendo gréos de amido. HEsses grios sdo redon-
dos, ovalados, dispostos em grupos, com hilo distinto, mas aneis
e cruz de polarizacdo pouco nitidos. Cotiledones grandes contendo
eriaos de amido.

BERINGELA (Solanum melongena)

Em outras oportunidades tivemos ocasido de assinalar a pre-
senca de beringela como adulterante. Fruto liso, de forma oval
ou de salsicha, cor purplrea ou branca, contendo numerosas se-

“mentes. O epicarpo é constituido de células irregularmente espes-
sag, dispostas em segmento com grupos de tricomas. O hipoderma
é constituido de pequenas células, contendo o pigmento corante, nas
variedades purpireas. Mesocarpo esponjoso contendo grinulos de
clorofila nas células externas e pequenos granulos de amido préximo
aos feixes fibro-vasculares, que possuem tubos de seiva, vasos espi-
raléides reticularos e pontuados. Espermoderma apresenta a epi-
derme externa com as paredes laterais porosas esclerosadas, bas-
tante espessas dentro de uma camada de celulose. Endosperma e
embrido contendo pequenos granulos de aleurona.

CENOURA (Daucus carotia)

Muito usada em numeroscs paizes como adulterante de marme-
"ladas e conservas de doces em geral, da chicérea e do café. TUsada
em latas de conserva, empregada como componente de conservas de
caldo e de conservas mixtas de vegetais.

E’ uma raiz curta ou alongada, branca, vermelha ou alaran-
jada. Na camada cortical séo encontradas células transversalmente
alongadas, quadrilateras e irregulares, contendo grédnulos de amido
isolados ou em pequenos agrupamentos. No interior destas células
vamos encontrar ainda abundantes cristais alaranjados de caro-
teno, cujo nome é derivado da prépria raiz.
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Ag seccbes longitudinais .dos vasos liberianos apresentam células
curvas e arredondadas e células medulares de paredes finas, contendo
amido; tubos de crivo com ladminas, estreitas células gécias, fibras
substitutas com pontas enervadas, algumas vezes de paredes es-
pessas, fendas diagonais e conteudo granular, canais de 6leo acom-
panhados por células arredondadas contendo gréos de aleurona. Ao
lado dos canais de 6leo sfo encontradas células particularmente re-
dondas. ou poligonais. No cambium as véarias camadas de células
nio apresentam amido. Nos vasos lenhésos as paredes do parén-
guima sdo delgadas nas células jovens espessando-se nas células
adultas. S6 sfo encontrados vasos reticulados com tendenma a
espiral e vasos escaleriformes com fendas curtas.

PERA (Pyrus communis)

No Brasil as variedades duras s@o cultivadas em escala mais
ou menos grande e empregadas como adulterante.

Estrutura microscépice: Epiderme — Células méaes com pa-
redes espessas e células filhas com paredes finas. O hipoderma
apresenta células poligenais de paredes espessas com angulos e nés
proeminentes. Células esclerosadas isodiamétricas ou alongadas de
paredes espessas, incolores, e canais ramificados ocorrendo em gru-
pos contornado spor célulag alongadas no parénquima, formando
rosetas e constituindo grande parte da polpa. Fig. 37.

Células de amido. Vasos espiraldides, anulares, reticulares e
pontuados. Endocarpo constituido por células alongadas dispostas
transversalmente. Alem de tricomas unicelulares de paredes finas
sdo encontrados numerosos de paredes espessas. Espermoderma
constituido por células alongadas, empalissadas, com lumem estreito
ou piriforme. Fig. 38. ’

Hgsses foram os adulterantes mais comuns encontrados nas con-
servas de tomate. Outros tém sido. assinalados: a farinha de po,
as farinhas de trigo, centeio, cevada, facilmente identificaveis pelo
amido especifico. A serragem de madeira é de diagnose facil, de-
vido & presenca de pedacinhos de madeira e a verificacdo pela flo-
roglucinia cloridrica que demonstra a coloracdo vermelha dos com-
plexos celulares, compostos por elementos alongados e cujas pon-
tuacdes sdo vistas com clareza.
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CariTuLo VII
RESULTADOS

Os métodos empregados nessas verificagbes foram os métodos
oficiais do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos da
América do Norte. E’ sobre estes métodos que estd baseada a
legislacdo americana.

A Reptblica -Argentina tambem tomou por base esses métodos
para regulamentacio oficial.

Em seus trabalhos, Rivas (1987), Soriano e Garassini (1941)
se serviram destas técnicas oficiais.

Em nossas verificacbes, que atingem atualmente a cerca de
duzentas, esses processos produziram sempre resultados uniforme-
mente comparaveis.

a) CONTROLE DE COGUMELOS

A lei americana de 25 de Julho de 1934 estabeleceu como li-
mite de tolerdncia méxima a presenca de 50% de campos positivos
com filamentos micelianos. O decreto do Governo Argentino n.°
79.832, de 18 de Dezembro de 1940, estabeleceu, a partir do ano
de 1941, a tolerdncia maxima de 50% de campos positivos com
filamentos micelianos, para os produtos de tomate destinados a
exportacdo e, de 60% aos destinados ao consumo interno.

Agsim, tomando como termo de comparacio a taxa de 50%
de campos posit‘ivos‘ com filamentos micelianos, verificados pela
cidmara de Howard, constatamos entre as amostras submetidas a
exame:

79% com mais de 509% de campos positivos;
4% com 50% de campos positivos;
17% com menos de 50% de campos positivos.

Os concentrados adulterados apresentaram as seguintes por-
centagens:

com mais de 50% de campos positivos (46 amostras) = 82,1%
com 50% de campos positivos ( 3 amostras) = b5,3%
com menos de 50% de campos positivos ( 7 amostras) = 12,59%

Os concentrados adulterados apresentaram as segumtes por-
centagens:
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com mais de 509% de campos positivos (33 amostras) = 75,0%
com 50% de campos positivos ( 1 amostra ) = 2,29
com menos de 509 de campos positivos (10 amostras) = 22,7%

O estudo destes concentrados relativamente aos varios adulte-
rantes nos forneceu interessantes dados. Assim, nos concentrados
cujo adulterante era a abébora:

com ‘mais de 509 de campos positivos (28 amdostras) — 96,5%
com menos de 509, de campos positivos ( 1 amostra } = 3,5%

naqueles cujo adulterante era a batata doce:
com mais de 509% de campos positivos (3 amostras) = 100,0%

naqueles cujc adulterante era a banana:

com mais de 509 de campos positivos (1 amostra ) — 100,09
naqueles que apresentaram mais de 1 adulterante:
com mais de 509 de campos positivos (3 amostras) = 100,09,

O fato curioso foi relativamente aos concentrados adulterados
com pimentdo que apresentaram as seguintes porcentagens.

com mais de 509 de campos positivos )
com 509, de campos positivos %
com menos de 509% de campos positives (8 amostras) — 100%

Em relaciio &4 embalagem constatamos nos concentrados enla-
tados o seguinte:

com mais de 509 de campos positivos (31 amostras) — 77,5%

com 509 de campos positivos ( 7 amostras) = 17,5%
com menos de 509% de campos positivos ( 2 amostras) = 5,0%

nos concentrados empacotados:

com mais de 509% de campos positivos (48 amostras) = 80,0%
com 509, de campos positivos (10 amostras) = 16,6%
com menos de 509% de campos positivos ( 2 amostras) = 3,39

Em relacdo & forma de concentrado verificamos nas massas
adulteradas: '

com mais de 50% de campos positivos (82 amostras) — 76,1%
com 50% de campos positivos . ( 1 amostra ) = 2,3%
com menos de 50%-de campos positivos ( 9 amostras) = 21,4%
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As massas puras:

com mais de 50% de campos positivos (11

com 50% de campos positivos

com menos de 509 de campos positives (. 1

Os extratos adulterados:

com mais de 509% de campos positivos

com menos de 50% de campos positivos

Os extratos puros:

com mais de 50% de campos positivos
com 50% de campos positivos

com menos de 509% de campos positivos ( 6

O quadro da pagina 140-A indica a situacfo dos

amostras)
amostra )

amostras)
amostras)
amostras)

amostras)
amostra )
amostra )

84,6%
7,69%
7,69 %

50%
50%

81,3%
4,659
13,95%

produtos de
- tomate, em relacio ao teor em filamentos micelianos, verificado pela
técnica de Howard.

Assim, em resumo, foram constatadas nas contagens de cogu-

melos as porcentagens seguintes:

20
30
40
50
60
70
80
920

S

® o 0 o 0o O 0

29
39
49
59
69
79
89
99

Entre 10 e 19 campos positivos

»

1%
1%
4%
119
129
209
319
159
5%

Como porcentagem de maior frequéncia verificamos a propor-

cao entre 70 e 79 campos positivos.

famos que:

Dentro deste limites consta-

Com 709% de campos positivos foram encontradas 5 amostras ou 6,2%

T T2%
T T4%
Y T6%
7 8%

2

P
T
»

2]

22,6%

6,4%
32,29,
22,69

Do exposto se conclue que 31% das amostras analisadas apre-
sentam de 70 a 79% de campos positivos com filamentos micelianos

e que, entre estes 32,2%, tém 767

mentos micelianos.

"~ de campos positivos com fila-
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b) CONTROLE DE BACTERIAS

A regulamentacéo oficial ja citada no inicio, admite como tole-
rancia maxima para bactérias a cifra de: 100 milhées de bactérias
Dor cc..

Tomando este indice por base constatamos nas 100 amostras
examinadas :

com mais de 100 milhdes de bactérias por ce. (92 alhostras) = 92¢;

com menos de 100 milhdes de bactérias por ce. ( 8 amostras) — 89, ?
nos concentmdos pUros.:

com mais de 100 milhdes de bactérias por cec. (48 amostrag) =— 85,7%

com menos de 100 milhdes de bactérias por ce. ( 8 amostras) — 14,2¢,

nos concentrados adulterados:

com mais de 100 milhées de bactérias por ce. (44 amostras) — 1009,
nos concentrados cujo adulterante era a obdbora:
com mais de 100 milhdes de bactérias bor ce. (29 amostras) — 100,

nos concentrados cujo adulterante era a batate doce:

com mais de 100 milhdes de bactérias por ce. (3 amdstras) = 100¢%

nos concentrados cujo adulterante era a banana:

com mais de 100 milhdes de bactérias por ce. ( 1 amostra ) — 1009,
nos concentrados cujo adulterante era o DUMEntao

com mais de 100 milhdes de bactérias por cc. ( 8 amostras) — 1009,
nos concentrados mistos com mais de 1 adulterante:

com mais de 100 milhes de bactérias por ce. ( 3 amostras) =— 1009

nas massas puras:

com mais de 100 milhges de bactérias por cc. (13 amostras) — 92,89

com menos de 100 milhdes de bactérias por ce. ( 1 amostra ) = 7,1%
nas massas adulteradas:

com mais de 100 milhdes de bactérias por ce. (41 amostras) — 1009,
nos extratos adulterados:

com mais de 100 milhdes de bactérias por cc. ( 2 amostras) = 100¢,
nos extratos puros: '

com mais de 100 milhdes de bactérias por cec. (36 amostras) — 83,7%

com menos de 100' milhdes de bactérias por-ce. (7 amostras) — 16,29,

O quadro da pagina 14R organizado segundo a téchica de
Howard, mostra a situacdo dos produtos de tomate em relacio ao
conteudo bacteriano. -
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duras e esporos

De-

De

De

PRODUTOS DE TOMATE

Agsim, em

De 200 a

" 300 a 400
77 400 a 500
" 500 a 600
" 600 a 700
” 700 a 800
” 800 a 900
” 900 a 1.000
7 1.000 a 2.000
”.2.000 a 3.000
7 83.000 a 4.000
" 4,000 a 5.000
?  5.000 a 10.000
” 10.000 a 20.000
7 20.000 a 30.000
" 30.000 a 40.000

'800 leveduras e

espbéros por 1/60 mm3 —

A porcentagem de maior fréquéncia esta
veduras e espéros por 1/60 mm.3:

1.000 a 1.099 de leveduras
amostras — 20,83%

1.100 a 1.199 de leveduras
amostras — 20,83%

1.200 a 1.299 de leveduras
amostra = 4,16%

1.300 a 1.399 de leveduras
amostras — 12,5%.

1.400 a 1.499 de leveduras
amostras = 8,3%

1.500 a 1.599 de levedurgs
amostras_r = 12,5%

1.600 a 1.699 de leveduras
amostra — 4,16%

1.700 a 1.799 de leveduras
amostras — 8,3%

1.800 a 1.899 de leveduras

amostras = 8,3% .

1.900 a 1.999 de leveduras
amostras = 0 %

e

e

espbros p/ 1/60

espéros
espbros
esporos
L]
espdros
espdros
espbros
espbros

espéros

esporos

p/
p/
p/
p/
p/
p/
p/
p/

b/

1/60
1/60
1/60
1/60
1/60
1/60
1/60

1/60

1/60
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resumo, foram constatadas na contagem das leve-
as porcentagens seguintes:

5ot
" 3%
” 8%
. 6%
. 20
y 3%
" 3%
: 4%
249%
T 1%
. 87
» 39,
109%
” 5
" 19
» 1,

- e

entre 1.000 ¢ 2.000 le-

mm3 foram encontrados 5

mm38 foram encontrados 5

mm8 foram encontrados 1

mm3 foram encontrados 3

mm3 foram encontrados 2

mm3 foram encontrados 3

mm3 foram encontrados 1

mm3 foram encontrados 2

mm3 foram encontrados 2

mm3 foram encontrados 0
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Do exposto se conclue que a maior porcentagem das amostras
analisadas (24%) apresenta entre 1.000 a 2.000 leveduras e es-
péros por 1/60 mm:3, e que, entre estas, 41,66 % dos concentrados de
tomate tém entre 1.000 e 1.200 leveduras e espéros por 1/60 mm.3.

CapriTuLo VIII

DISCUSSAO

Os produtos de tomate examinados no decorrer destas pesqui-
sas procediam de numerosos Estados do Brasil e de 20 fabricantes
diferentes. '

Foram examinadas 100 amostras de produtos de tomate: 55%
massas e 45% extratos. Quanto ao acondicionamento, 40% vieram
enlatadas e 60% empacotadas. '

N&o seria razoavel restringir os exames a determinado tipo de
- produto ou de embalagem. Foram tomadas como norma diretriz
tanto quanto possivel as condicbes atuais do mercado brasileiro.

Se os produtos estao sendo vendidos fracionadamente, por pesb,
ndo seria légico limitar as investigacGes aos produtos enlatados,
razdo pela qual foram -examinados indiferentemente; tanto os pro-
dutos enlatados, como empacotados e tanto os extratos como as
massas. Os dados obtidos s@o assim mais aproximados da realidade.

Adotando idéntico critério, nio restringimos as nossas investi-
gacbes aos produtos puros. Seria um critério unilateral, de vez
que, cerca da metade das amostras examinadas, isto &, 44%, de-
monstrou a presenca de um ou de mais de um adulterante, havendo
sido constatado que s6 25% das massas de tomate submetidas a
exame estavam puras. ‘

‘A abb6bora foi dos adulterantes o maig »ncontradico. A sua
presenca foi revelada em 29% dos casos, o pimentdo em 8%, a
batata doce em 3% e a banana em 1%. Em 3% das amostras
foi constatada a existéncia de 2 e de mais de 2 adulterantes con-
comitantemente.

N

Em relacdo a contagem de cogumelos, verifica-se que T9%
das amostras submetidas a exame apresentaram mais de 50% de
campos microscdpicos positivos, com um minimo de 14% e um
‘méximo de 98% de campos positivos.
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Os processos de elaboracdo s&o ainda deficiente entre nés, pois
tanto os produtos enlatados como os empacotados evidenciaram
nimeros indices sengivelmente iguais, indicativos de que o enlata-
mento desses produtos estd se processande em condicbes menos
satisfatérias.

Qualquer legislacdo a respeito deveri ser baseada tanto quanto
possivel nas condicdes atuais. Assim nfo poderd ser feita distin-
cdo entre massas e extratos com relacdo ao teor em filamentos
micelianos. Isto é facilmente verificado no quadro abaixo:

QUADRO COMPARATIVO

PORCEN TAGEM

DE CAMPOS MASSAS EXTRATOS
POSITIVOS

10 a 199" 1,8,% 0
20 a 29% 1,89 0
30 a 39 3,6% 4,59
40 a 49% 11,1% 11,1%
‘50 a 59% 7,9% 17,7%
60 a 69% 21,9% 17,7%
70 a 79% 29,29% 33,3%
80 a 89% 16,3% 13,49
90 a 99% 7,2% 2,39,

Nio se constata aqui diferenca substancial entre massas e ex-
tratos com relacdo ao conteudo de cogumelos: ‘

18,3% das massas apresentavam menos de 50% ;

81,6% ” i mais de 50% de campos mi-
croscopicos positivos; ao passo que:

' 15,6% dos extratos demonstravam menos de 50% e

84,4% 7 i » - mais de 50% de campos
microscopicos positivos.
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Quanto ao conteudo de bactérias, a situacdo dos extratos é
melhor do que a das massas:

BACTERIAS POR C.C. MASSAS EXTRATOS
0 a

50 milhdes 0% 4,4% -
50.000.001 a

100 milhoes 1,89 11,24

100.000.001 a
200 milhdes 13,6% 40,0%

200.000.001 & :
300 milhoes 16,29 13,4%

300.000.001 a .
400 milhoes 19,39% 11,29%

400.000.001 a
500 milhdes 16,6¢% 6,69

500.000.001 a
600 milhdes 5,56 8,8%

600.000.001 a
700 milhges 7,4% 0

760.000.001 a
800 milhdes 1,8 0

800.000.001 a

900 milhdes 1,8% 2,29
900.000.001 a : ' -y

1 bilhdo 3,9% 0

1.000.000.001 a
5 bilhdes - 10,9% 2,2%

5.000.000.001 a
10 bilhdes 1,8% 0
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Assim, enquanto mais da metade dos extratos, isto é, 55,6%,
tem menos de 200.000.000 de bactérias por cc., somente 15,4% das
massas demonstrou taxas inferiores a 200 milhbes de bactérias por
ce.. O conteudo bactérico dos extratos é assim bem menor.

Em relacdc as leveduras e espdros as porcentagens foram
excepcionalmente elevadas; 41,66% dos produtos examinados tém
entre 1.000 e 1.200 leveduras e espdros por 1/60 mm.?.  Os resul-
tados alcancados na verificaciio do conteudo de leveduras e esp6ros
tendem a indicar que no Brasil a matéria prima utilizada na manu-
fatura de produtos de tomate fica exposta a demoras grandes antes
de ser industrializada. Durante esse periodo a méa conservagdo de-
termina fermentactes, com o consequente aumento da flora micro-
biana.

Esse aumento de microorganismos pode, tambem; ser posterior
a fabricacfo. Isto ocorre rios casos de ma conservacdo do produto
ja elaborado.

Crues (1938), referindo-se a influéncia da conservacio, assim
se expressa: “In former years it was customary to store tomato
pulp (to used for catsup, etc.) in wooden barrels with distilled ve-
negar or sodium benzoate as a preservative. Almost invariably
such pulp has shown on microscopical examination after several
months’ storage very high counts of bacteria and often high mold
ccunts”. Apbs a regulamentacio oficial dos produtos de tomate, nos
Estados Unidos, as constantes condenacées e inutilizacSes de grandes
partidas concorreram para que os industriais abandonassem o em-
prego das barricas de madeira e adotassem o uso de latas hermeti-
camente cerradas e tindalizadas antes do armazenamento da polpa.

O método de controle de Howard oferece ampla margem de ga-
rantia aos industriais que trabalham em condicdes adequadas. Se-
gundo Crues, os limites de folerdncia maximos admitidos presente-
mente pela lei americana, poderiam ser reduzidos & r..tade, nos Es-
tados Unidos, sem sacrificio do industrial.

Para serem alcancadog tais objetivos deverdo, naturalmente, ser
tomadas todas as precaucdes, separando os tomates em més condi-
coes e mantendo a mais rigorosa higiene durante os processos de
elaboracdio e de armazenamento.

Os produtos fabricados com tomates sdos, bem levades e corre-
tamente industrializados devem apresentar baixo teor microbiano.
As contagens altas indicam invariavelmente o emprego de tomates
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alterados e de processos inadequados na industrializacio do produto.
A lavagem cuidadosa dos tomates permite retirar grande quanti-
dade dos cogumelos aderentes a casca, reduzindo o teor microbiano,
pois a flora de contaminagdo é de carater eminentemente aerdbio.

Tanto a extracdo como a concentracdo da polpa devem ser pro-
cessadas o mais rapidamente possivel, devendo o concentrado ser
conservado de preferéncia em vasilhame hermeticamente cerrado de-
pois de sofrer tindalizacfo previa.

0O processo de Howard nos paizes em que foi oficialmente ado-
tado, trouxe grande melhoramento ao estudo sanitario dos produtos
de tomate, dai a conveniéncia da sua introducéo no Brasil.

Ozo6rio de Almeida e colaboradores (1941), estudando a acio
do suco de “Solonum lycopersicum” sobre a germinacio de sementes
e crescimento de plantas, levantou a hipétese de que a acido das
substincias inibidoras no frute destina-se a impedir a proliferacio
de germes e parasitas que possam atacar as sementes.

Agradecemos ao Sr. J. Menezes Junior varios dos excelentes
desenhos que ilustram este trabalho e sua valiosa cooperacdo.
Somos gratos a todos os. ensinamentos e a valiosa orientacéo
dos Drs. S. e A. Soriano de Buenos Aires; a assisténeia do Dr. J.
B. Howard, de Washington; a decidida colaboracdo do Dr. Bruno
Rangel Pestana, Chefe da Sub-divisdo de Bromatologia e Quimica
do Instituto; pelo interesse do Dr. Nicolino Morena, Chefe do Servico
de” Policiamento da Alimentacio Publica, e do Dr. Ernani Max,
mandando nos fornecer o maior nimero possivel de amostras para
esses contrdles; assim como .ao Sr. Clovis Napoledo pela eficiente
colaboracéo. '

CarituLo IX
CONCLUSOES

19)  Utilizando a técnica de Howard para contrdle de cogu-
melos, bactérias, leveduras e espdros em produtos de to-
mate, procurou-se verificar o estado sanitirio desses pro-
dutos. Foram minuciosamente examinadas 100 amostras
de produtos derivados de tomate, oriundas de varios Es-
tados do Brasil e pertencentes a 20 fabricantes diversos.
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Em relacdo ao controle de cogumelos, verificou-se que

'83% das amostras examinadas apresentaram mais de 50%

de campos microscépicos positives. A maior proporcio
achada foi de amostras com 76% de campos microscédpi-
cos posilivos. As taxas oscilaram entre um minimo de
14% e um maximo de 98% de campos microscopicos po-
sitivos.

Em relacdo ao controle de bactérias por cc., verificou-se
que a maior porcentagem foi apresentada pelos produtos
contendo entre 100 e 200 milhdes de bactérias por cc.

Em relacdo ao controle de leveduras e espéros por
1/60 mm.?, verificou-se que as amostras examinadas apre-
sentaram na sua totalidade mais de 125 leveduras e espé-
ros por 1/60mm.>. A maior porcentagem, ou sejam
41,66 %, dos produtos examinados apresentou entre 1.000

1.200 leveduras e espéros por 1/60 mm.2.

Em relacio aos adulterantes: 44% dos produtos exami-
minados demonstraram a presenca de um ou de mais de
um adulterante.

Os adulterantes mais frequentes foram: a abdébora em
29% dos casos; o pimentic em 8% ; a batata doce em 3%
e a banana em 1%. Em 3% das amostras examinadas foi
evidenciada a presenca de mais de um adulterante.

Trés quartas partes das massas de tomate examinadas,

ou sejam 75%, estavam adulteradas com um ou mais com

_de um adulterante.

SCHLUSSFOLGERUNG:

Die Schwimme, Bakterien, Hefen und Sporen in Produkten
von Tomaten kontrolierend, wurde die Technik von Howard beniitzt,
um ihren Gesundheitsstandpunkt festzustellen.

1.9)

2.9)

Es wurden bis ins kleinste gehend 100 Muster von ver-
schiedenen Tomaten-Produkten untersucht, von verschie-
denen Staaten Brasiliens herstammend, und von 20 ver-
schiedenen Fabrikationen.

Im Bezug auf die Kontrolle der Schwiamme, wurde fest-
gestellt, dass von den 83% der untersuchten Muster,
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mehr als 50% positive mikroskopische Felder aufwiesen.
Das grosste Verhéltnis, das gefunden wurde, war von
Mustern mit 76% positiven mikroskopischen Feldern.
Die Grenzen schwankten zwischen einem Minimum von
14% und einem Maximum von 98% positiven mikrosko-
pischen Feldern.

Im Bezug auf die Kontrolle der Bakterien pro cc., wurde
festgestellt, dass der grisste Prozentsaiz bei Produkten
von 100-200 Millionen Bakterien pro cc. aufgefunden
wurde.

Im Bezug auf die Kontrollen der Hefen und Sporen pro
1/60 mm?, wurde festgestellt, dass die untersuchten
Muster insgesammt mehr als 125 Hefen und Sporen pro
1/60 mm?® aufwiesen. Der grdsste Prozentsazt, oder
41,66% der untersuchfen Produkte, wies 1.000 bis 1.200
Hefen und Sporen pro 1,/60 auf.

Im Bezug auf verfilschte Muster: 44% der untersuchten
Produkte wiesen eine oder mehr Verfialschungen auf.
Die haufigsten Verfélschungen waren: der Kiirbis in
29% der Fille; der grosse Pfeffer in 8% ; die siissa
Kartoffel in 3% und die Banane in 1%. In 3% dre
untersuchten Muster wurden mehr als eine Filschung
vorgefunden.

Drei viertel der untersuchten Tomaten massen, oder
T5%, waren mit einer oder mehreren Fifschurgen ver-
falscht.
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Ffre, 10

Massa de filamentos micelianos
(lugol) 360 x

Fie. 11

Filamento micelianc (azul de algodao). 360 x.
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PRODUTOS DE TOMATE

¥ig. 18

lLarvas e insétos,

Larvas ¢ insétos,
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F1e. 21

Tomate crii — Dutos espiraldides e elementos da
casca {epicarpo), (360 =x).

Fic, 22

Tomate crii — Células com e sem amido. (80 x).
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PRODUTOS DE TOMATE

Fie. 23

Tomate crii — Células amiliferas com e sem reagio
de lugdl, (360 x).

Fic. 24
Elementos do tomate (Extrato). Amido alterado pela
acdo do calor, (360 x).
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PRODUTOS DE TOMATE

Fie, 25
Tomate cosido — (A) celulas amiliferas com £ sem
lugol; (B) dutos; (C) episperma; (D) Endosperma
(aleurona e gotas de gordura). (80 x).

Fie, 27

Tomate e Abobova — cérte transversal
(Segundo Mae¢é — modif.),



ARIOSTO BULLER SOUTO — OLIVIA DE GODOY 193
PRODUTOS DE TOMATE

Fic. 30

Pimentdo — (micro-reagio).

¥ie. 31

Chrcuma — (micro-reagio).
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PRODUTOS DE TOMATE

Urncwm — {miero-reacio),

Fie. 33
Pimentio — (360 xj.



ARIOSTO BULLER SOUTO — OLIVIA DE GODOY 177
PRODUTOS DE TOMATE

Fis. 35

Batata-déce (cosida)

Banana cosids — (var. sapientum). (360 x3}.
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Fic, 37

Pera nacional — (Celulas petreas)

T1e. 38

Péra nacional
A) Blbcos de celulas petreas (80 x); B) Dutos —
células petreas iscladas — celulas amiliferas (360 x).
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