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CONTRIBUICAG PARA A DOSAGEM DO TANINO
NOS VINHOS

ADMAR VAYXZ DE SAMPAIO

Quitcieo do Ingiliute Adoeifo Iutz.

.

O dcido ténico, mais comumente chamado tanine, é ¢ nome
gendrico de um grupo de produtos muito enconirado nos caules,
raizes, feoihas, frutes e, particularmemnte, na casca de um grande
nimero de vegetais,

O tanino existente na uva estd localizado nas peliculas e pevides
d:zs sementes e gendo, portanto, encontrado nos vinhos em malior ou
meney guantidade, '

E adstringente e de um amargor um pouco pronunciade; colore
em preto os sais de ferro; forma com a gelatina e a albumina, preci-
pitados volumosos:; disselve-se no alecol fraco, ¢ tem grande afini-
dade pela matéria corante de vinho, o gue nfo se di com os prin-
cipios corantes existentes nas cutras frutss. I, Jean, ja em 1876,
observeu que o vinho continha uma matéria adstringente especial
gue 8le denominou, primeiramente, do cencianino ¢ que, mals tarde,
fol designado por acido cenogdlico, para o distinguir do taninoe ver-
dadeiro fornecido pelas pevides ou engacos de cachos de uva. Se-
gundo égte quimice, o Acido ocenogalico é caracterizado pela cbr verds
gue éle toma em presenca {contacto) do perclorelo de ferro e por
sua incenidade s86bre a gelatina gue nido precipita. E ndo é menos
verdade que todos oz vinhos tintes turvam-se ao contacto com a
gelatina e a albumina, perdendo sua adstringéneia.

A presenca do tanino no winho é muifo necessiria, nfo sdments
como principio conservador e tdnico, mas, ainda como elemento
préprio & clarificacdo do vinho, despojando do excesso do cremor de
tartaro, matéria corante, mucilagem, fermento ¢ ate.

Um vinho inteiramente desprovido de fanine, é muito mals
suscentivel de alteracfo, do que aquele que dele estd provide, e &
dificil eontrair a doenca conhecida sob o nome de gordura.

BEis porque, junta-se muitas vézes o tanine no vinhe, quando éle
ndc o eontenha em quantidade supficiente, sendo entretanto muils
importante conhecer-se a guantidade gue éle contenha, A gquanti-

r

dade de tznine existente nos vinhos é varidvel: nos vinhos tintos ¢
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adstringentes 8zse teor atinge e as vézes ultrapassa de 2,0 g, por
litro; nos vinhos licorosos, Porto, Bordeaux €sse tedr varia entre
0,56 a 1,5 g. por lifro.

Para a dosagem das matérias tAnicas do vinho ou adstringentes,
foi aconselhade um grande ndmero de processos que, aplicados ao
mesme preduto ou substdncias, ndo deram resultados satisfatérios.

(s diversos processes utilizados podem ser classificados em
Trés grdp-o-s; distintos:

1.° grupo — Dozagem do fanino por uma pele animal ou por
gelatina pura, processos uzados por Davy {pels), Hammer (pele ¢
areémetro), Muniz e Bampacher (pele ¢ densidade), Fehling {ge-
latina), Milller (gelatina ¢ alumen), Schulze {gelatina e carbonato
de amdnio) e ete.

2.% grupo — Dosagem por precipitacio eom o ajuda de sais
metdlicos ou de alealdides: processo de Pedroni, Gerland (anético),
Fleck, Wolf, {acetato de cobre}, Handtke (acetato de ferro},
Cribam, Sehmidt (acetato de chumbo), Perroz {clorefo de estanho
e carbonate de aménio) e ete.

8.2 grupo — Dosagem por absorcio do oxigénic livre; processos
Mittenzwel, Terrell; on por agio redubora; processos Commaille
{acido 16dico), Prud’homme (hipoclorito de céleio), Monler, Neu-
bauer, Loewenthal, Pouchet {permanganato de potassio), Carpeni
{acetate de zinco amoniacal e permanganate de potdssie).

Entre os diversos precessos acima citados, sfe apontades como
gue tenham dado resultados satisfatérios, os de Pedroni, Carpeni,
e M. Sigley. Da grande maioria déstes processos, poucos =io og que
podem ser aplicados aos vinhos, devido & presenca de certas substan-
cias oxidévels pelo permanganato de potéssio, tals come o dleool, a
glicerina, eie, que falselam os resultados,

Processp Carpenis — A, Carpeni {Gazzetia, 1875,5,128) reco-
menda para a avaliagio do tanine nos vinhoes, o uso de uma solucio
de acetato de zinco smoniacal, contendo um grande exceszo de
ambnia; ésse reagente tem a propriedade de formar, com o oceno-
tanino, um tanato de zinco, complefamente insolivel em dgua, ambnia,
e num excesso de reagente; nfio forma precipitado eom &lcool, dcido
malice, ou acido tartérico, fartrates, glicering, gelating, albumina,
ol com sals de ferro, contidos em éAcidos orglnicos. Com os deidos
galicos ou sucinico, dextrose e og 2aiy de aluminio, forma precipitados
golivels em um excesso de reagente e amdnia. Tratando-se o vinho
com excesso de acetato de zinco amoniacal, forma.se um precipi.
tado, que consgiste em tanate de zinco, misturado com uma peguena
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guantidade de maléria corante. O vinho é aquecido até perto de seu
ponto de ebulicko, para aglomerar o precipitado, o gual, apds ter
esfriado completamente, é filtrado e lavado com pequena quantidade
de dgua fervente, para remover as matériag corantes. O precipitado
& dizssolvido em dcido sulftirico diluido, e a solucho assim obtida é
titulada com permanganato “Standard” = indigo.

Os resultados obtidos com ésse método sfo confirmados como
sendo eorretos, quando se trata de vinhos.

Processo M. Sisley - Neste processo, o autor preferiu isolar o
tanino pelo acetato de zinco amoniacal, & frie; mas, operando 3 frio,
em lugar de agquecer, como fazia Carpeni, que fol o primeiro a indicar
8sle processo, éle dissolvia o precipitado obtido, no dcido sulfarico
e dosava pelo permanganato de potissio em presenca de indigo. O
autor preparava a solucfio de acetato de zinco amoniacal, dissolvendo
a4 gquente 40,0 de 4xido de zinco em 50 ml. de Agua destilada e 65 ml
de 4cido acético cristalizédvel e, apds resfriamento, completava o
volume de 500 ml com amoniaco a 229,

Processo de M. J, Pi. — ¥Este autor em seu processo empregava
ag seguinies solugdeg:

1.%) Uma soluco de acelato de zinco amoniacal, preparada
dissolvendo-se 4,5g. de acefato de zinco crigtalizado em um pouco de
dgua destilada e adicionada de amonizeo até que o precipitado for-
made, seja redissolvido; eomplefa-se em seguida o volume de 200mi,

2.2y Um licor titulado de permangansto de potassio, contendo
0,588z, déste gal por litro; Iml. desta sclucfe, corresponde a 0,001g.
de tanine pure.

- ¥

3.y  Uma solucfio sulfiirica de indigo; tratando-gse 1,5 g de
indigotina sublimada por 30,0 g. de Acide sulflrico puro. Ands
alopns dias de contacio, completa-se com agua destilada o volume
de 1 litre; filtra e titula-se com a soluclio de permanganato de
potéssio,

Opera-se gobre 10 ml de licor de indigo, adicionado de 10 ml
de acido sulfirico puro: complets-se em seguida com agua desti-
lada, o volume de 1 litro. A solucfo é colocads em um grande balio
on frasco de precipitacfo, cclocando-se por baixo, uwma folha de
papel branco.

Deita-se gOta & gota a solucBo de permanganato de potéassio
contida em uma bureta, agitando-se o liquido, até a aparicio de uma
chr amarela, indicando ¢ fim da operacic. O nlmero de ml gasios,
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representa o titulo da solucdio de indigo. Como no método Carpent,
prepara-se o tanato de zince, precipitande 10 ml de vinho por 5 mi
da soluciic de acetato de zineo amoniacal; evapora em banho-maria,
junta-se Adgpa fervente e recolhe-se o precinitado sdbre um filtro.
Lava-ge ¢ precipitado com dgua quente e dissclve-se em acide sul-
firico fraco (10%/5) e determina.ge como precedentemente a quan-
tidade de solucio de permanganato necessaria para oxidar o indigo
¢ o tanino contido. Conhecendo-se ¢ titulo de solugdoe de indigo e o

’

¢o lieor de permanganate, € facil calcular-se o tanino dosado,

Meétodos de oxidagdo pava andlise do taning, Colocamos & mi
da solucBo a analisar em uma cdpsula de porcelana, diluindo-os me-
diante adiciio de 780 ml! de agua destiladz e 20 mi de solucio de
indigo; um litro do mesmo deve conter 5,0 g de carmim de indigo
purissimo e 50 ml de dcido sulftivico concentrado. O carmim de
fndigo (sulfo-indigotato de sb6dio) deve zer de gualidade tal, que a
solucAo, quando, oxidada pelo permanganale fome uma coloracio
amarela, pura, Hvre de tracos marrons ou alaranjados. O indigo-
parpura, que di produtos de oxidacio marrons, interfere na de-
terminacio correta do resultade da analise. A soluclo de indigo deve
sor de uma congentracio tal, que diluida com 750 ml de dpua, requeira
de 14 a 16 ml de permanganato “Standard” para a sua oxidacfio. A
solucBo contendo 1,0 g. de permanganato de potéssio por litro, entéo
é deitada, lentamente, g6ta a gota, mediante constante agitaclo, até
gue o liguido figue iransparente; quando, apds isto, continuarmos a
adi¢dc cuidadosamente, apresenta uma coloracfio résea em seus bor-
dos. A titulacfo é repetida e nos dois casos juniamos o permanga-
nato requerido, PBEmpregando ¢ processo de oxidacfo, o volume de
permanganate necessdaric para o fanino, nfo deve em nenhum caso
exceder a 2/8 da quantidade reduzida pelo indigo. Se o resultado da
titulaciio nos mostrar que a quantidade proporeional fol excedida, a
experidneis deve ser repetida com menor quantidade de solugio de
tanino,

Frocesso de M, Atmé Girard — Este processo é baseado s6bre a
prepriedade gue posste o tecido animal de fixar o tanino. M., Aimé
Girard, emprega de preferéncia a corda ré de vicldo, de tripa de
carneiro. '

Belinem-se 4 5 § destas cordas, cortadas em fragmentos, e pesa-se
1,0 g. para os vinhos fracos, 5,0 g. para os vinhos tintos bem colo-
ridos; a quantidade pesada é posta a umidecer na agua durante 4 a
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5 horas; as tripas se amolecem e se incham, e podem se distorcer
fhcitmente com a méo; separam-se em seguida as cordas pesadas e
coccam-se em 100 m} de vinho a analizar. Depols de 24 on 48
horas de conticto, a matéria corante desaparecen completamenter
verifica-se por melo de percloreic de ferro, a inexisténcia de tanino
no vigho; lavam-se depois os fragmentos da eorda por duas ou frés
peretes de dgua destiluda e secam-se em temperatura de 40% a 45%
em um vaso chato. Quando perder sua propriedade adesiva, passa-se:
para wm pesa filiro com tampa e acaba-ge & secapem na temperatura
de 100°C; fecha-se o frasco, esfria-se em dessecador e pesa-gse.

0 aumento de péso verificado nas cordas (deduzido o da umi-
dade antes da dosagem) representa a quantidade de matéria corante:
e cenotanino contido no vinho.

Processo do Dr. Cosamada — Para 8ste processo sfo necessariag,
as seguintes solugbes:

I — Seclucio titulada de permanganato de potdssio N/100;

II — Solucgo de anil (carmin de indigo): disolver 3.0 g. em
dgua destilada, até completar um litro; conservar em temperatura
de 7T0°C em frasec bem fechads;

1 — Selucdo de percloreto de ferro a 10%;
1V -— Solucdo de amonlaco a 10%;
V — Solucio de dcido sulftirico a 1:3.

) Mede-se com auxilio de uma pipeta, um mi de vinho e
passa-ze para um balfo de um litro: adiciona-se entdo 5 ml da
solucio de Acido sulfdrico; junia-se dgua destilada até 1 litro, mais
ol menos; em seguida, por meio de uma bureta, junia-se a solucao
de permanganato de potéssio. A efr azul do liguido passa ao verde
e depeis ao amarelo; junta-se entfo com muite cuidado, isto &, ghta
a gota, a solucdio de permanganato, até que a cOr passe ao amarele
ouro: lé-se na bureta o nldmero de mi gastos,

by Medem-se 5 mi de vinho que sfo diluidos com 10 ml de
dgua destilada; adiclonam-se 5 ml da soluclo de percloreto de fervo,
agita-se, juntando imedintamente 5 ml de amoniaco; fillra-se entio
em um filtro bem séco.

Tomam-se b mi do filtrado incolor {equivalente a 1 mi de vinho}
e dosa-se como em o, Lé-se ¢ niimero de ml gastos em b,

A diferenca entre a primeira determinacio ¢ a segunda, corres—
ponde ao tanino contido em 1 ml de vinho.
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Depois de passarmos em revista og diversos processos com aplh-
caclio direta & dosagem do tanino existente nos vinhos ji usados
dezenas de anos, apresentamos o método ou iéenica oficial, que ha
ja slgunsg anes vem sendo obrigatdriamente usado.

No Capitule do Regulamenio da Fiscalizacfo da Producio,
Cireulacio e Distribuicio do Vinho e Derivados no Territério Na-
clonal, de aebrdo com a lei n 549, de 20 de outubro de 1937, diz o
artige 73:

—- Serfioc obrigatoriamente adotados para os efeitos déste
Regulamento em todo ¢ Territéric Nacicnal, os métodos de analises
de vinhos e produtos derivados, abaixo especificados.

Entre as determinacdes cbrigatdrias em andlises completas ou
prévias, figura a dosagem do taning, cuja téenica mencionaremos
em seguida:

Dogagem do tawnine

Técenica — Lvanoram-se 100 ml de vinho até cérea de 178 de
sey volume e recomponhs-se 8ste com dgua destilada apds o seu ar-
refecimento, Tomam-se 10 ml déste liguido isento de 4leool e colo-
cam-ge em uma capsula de porcelana de 2 litros de capacidade,
junta-ge cérea de 1 litro de dgua e exatamente 20 ml da solucio de
indigo preparada segundo indicacfo infra. Adiciona-se entdo da
solucdo titulada de permanganato de pofdssic, 1 mi de cads véz até
gue a coloracdo se torne amarelo ouro. Marea-se o nimero de mi de
permanganate gastos: N, 1. Tomam-se em igual capsula outres
10 wml do liquido primitivo isento de alcool, junia-se carvio animal
lavado e deixa-ze tudo por 15 a 20 minutos; filtra-se, lava-se com
dgua, adiciona-se 1 litro de adgua e 20 ml de fndigo e titula-ze com
permanganato. Marca-se o nimers de ml gastog: N, 2. Tey-se-i
N. 1 meneos N, 2 igual N. {nfimero de ml de soluclo de permanganato
necesgario para oxidacBo do tanino e da matéria corante de 10 ml
do vinho).

Solupdes — Permanganato de potdssio a 1,883 g por litro con-
trolada por meio de Acido oxélico N/10 (10 ml déste diluidos a
500 ml, sfo aguecidos a 60°C e misturados com 20 ml de acido
swiftirico a 1:2 em velume); 10 m] de Acido oxélico N/10 corres-
pondem a 0,008 g de oxigénio ¢ a 0,0623 ¢ de &cido gunerciv-ténico.

Sulfo indigotate de sdidio preparado em balfo de litro por disso-
Iucio de 6,0 g de sal Glueber & Cia., Leipzig, cu Gehe & Cia., de
Dresden, em 500 mi de dgua, a quente; resfriade o lquide, juntam-
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se 50 ml de 4cido sulfirico eoncentrado, eleva-se o volume a litro
g filtra-se.

Carvde enimal lovads — Fervem-se 100,0 g de material bem
pulverizade em sucessivas guantidades de 4cido cloridries & 1:3,
filtra-se e lava-se o residuo com 4gua fervente até auséneia de
cloretog.

Conserva-se o carvio dentro dégua.

Devido as falhas ou resultados duvidosos apresentados pelos
diversos proceszos, inclusive o oficial, de uso obrigatério, resolvemos
entdec estudar o assunto para conseguirmos um método, em que os
inconvenientes j4 apontados, como dosagem da glicerina, cola, gela-
tina, albumina, ete., como sepdo fanine, fossem eliminados.

Aproveitando as pequenas folgas de nosses trabzlhos didrios,
fomos coligindo dados para que em momento oporfuno, pudessemos
apresentar um trabalho onde aparecessem as conclusdes obtidas; é
o que fazemog agora.

Passamos em revisia 08 vArios processos agui enunciados e com-
parando os resultados obtidos, fomos aos pouces, abandonande um
por um, até resolvermos estabelecer um método novo, aproveitando
algumas solucfes utilizadas em varies deles, com algumas modi-
ficacGes,

As solucbes utilizadas em nossa téenica, foram as seguintes:

a) Solhigdo de acelato de ztneco amondacel {indicada por M.
Sisley), gue é preparada do segninte modeo: Dissolve-se a quen-
te 48,0 g de dxido de zince p., a. em BO ml de 4gua destilada
e 65 ml de Acido acético eristalizével, e apds vesfriamento, com-
pleta-se o volume 2 500 m] com amoniace a 229

b}  Solucdo de sulfo indigotalo de sddio (Indicada por Car-
peni), gque é preparada do seguinie modo: Dissolve-se 5,0 g de
indigo em Agua destilada, junta-ze 50 ml de Acido sulffirico concen-
trado & apls resfriamento, completa-se ¢ volume de 1 litro com
Adgua destilada.

¢) Solugdo de permangancto “Stondard”, que é preparada,
diszolvendo-se 1,0 g de permanganato de potéssio em 4gua destilada
e completado o volume de 1 Ilitro, (1 ml desta solugiio corresponds
a 0,001 g de tanino),
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d)  Selugdo de tawine, preparvada, dissolvendo-se 1,0 g de tanine
purc e géca em 1 litro de Agua destilada,

e)  Solugdo de deido sulfdrico a 1%.

Téenica — A téenica por nés observada, foi a seguinte:

Colocamoes em um copo de precipitacio {(Becker) 1 mi de vinho,
20 m] de dgua destilada (para diluir aumentando o volume e faciii-
tando a precipitacdo), algumas gbtas da soluclo de acetato de zineo
amonizcal (4 gétas, mals ol menos}, o necessdrio para a precipi-
tzedo do tanino, podendo, em caso de divida, serem juntadas zlgumas
gitas a mais, sem que o precipitado formado seja dissolvido; filtra-
se, em seguida lava-se varias vézes o precipitado formado con
dgua fervente, afim de desembarzscd-lo de outras substincias extra-
nhas; apés estas lavagens, despresando-se estas adguas, dissolvemos
¢ precipitado com a solucho de deido sulfiirieco a 1%, que & juntada
208 poucos, por meio de uma pipeta, gastando-se mais ol menos, de
20 & 80 ml; em seguida, a soluclo é colocada em: uma capsula de
poreelana de capacidade de 2 litros, ou frasco de Erlenmeyver o
juntameoes 760 m! de agua destilada; por meio de uma burets, colo-
camos 10 ml da solucdo de sulfoindigotato de sédio e depois, por
meio de uma bureta igual ov a mesma, junta-se g0s poucos, gota a
gbta, a solucdo de permanganaic de polassio “Standard”, agitan-
dg-se semypre o ligquido afim de homogeneizid-lo; a prineipio a colo-
racio que ¢ azul, passa aos poucos ag verde, em seguida ao amarclo
e finalmente & ebr amarels ouro.

A solucdio de indige corresponde exatamente A scluglo de per—
manganato “Standard”, isto &, 10 ml da soluclo de indigo sdo des~
corados por 10 ml da soluclo de permanganabs “Standard™.

As eonclusdes por ndés obtidag foram excelentes e achamog que
serd uma econtribuiclo parn a obtencfo de um hom método, pois,
além de ser de facil e rapida execuclo, economisa reative e pode
ser determinado com peguenas quantidades de produto. Ag nossas
determinacdes foram feitas com 1 mi e 10 mi de vinho; os resul-
tados obfidos com eszas guantidades foram os mesmos.

Foram por nés preparadas diversas amosfras de vinho artificial
¢ nelag juntadas guantidades varidveis de tanino, quantidades estas,
gue foram acusadas por essa téenica por néds adotada.

Concluindo, apresentamos um guadro ecomparativo de 24 deter.
minacfes de tanino, feitas em vinhos de diversos tipos ¢ proce~
déncia, onde poderde avaliar a diversidade de resuliades obtidos
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entre o método oficial, o de Casamada, que a principic nos pareceu
bom e que depois resolvemos abandonar ¢ o método por ndés com-
pilado e adapiado,

Metodos
Amostras
Oficial Modificado | Casamada
Vinhe tinte ................ 31,878 % 1.80 %/ 4,988 /0
Visho tinte ................ 23,051 %/ w 1,30 %/ 2,000 /o
Vinho brancoe .............. 12,480 %/ 0,70 % o 2,041 %/
Vinho de laranjas .......... 2,492 %/ 0,40 %/ 2012 %w
YVinho brance .............. 1,869 oo 0,30 /o 2,000 e
Vinho tinto ........ ... ... .. 26,1668 */w 1,40 %o 3,504 %/
Vinho clarete .............. 20,558 "o 0,20 %/ u 3,024 %/
Vinho tinto ................ 26,788 o 3,80 e 4,532 %/
Vinho branco .............. 8,722 /4o 1,20 % o
Vigho clavete .............. 13,088 % w 0,20 %o
Vinho brance .............. 3,643 %0 0,80 %/
Vinho braneo P. ........ ... 2876 w 0,10 %/
Virho brance N. ........... 8,742 %/ 1,80 %/ 0o
Vinho brancoe .............. 5,820 “/ s 2,060%w
Virho branco moseatel ... .. 3,690 %/ 1,20 % o
Vinko branco .............. 4,720 7/ 2,00 %/
Vinho brance .............. 5,080 %/ 6 2,00 5
Vinho rosado licoroso ....... 2,040 %/ 6 0,00%w
Vinho clarete .............. 2,680 %/ 0,43 %/
Vinhe clarete .............. 8,670 %/ g 1,80 %/ 6
Vinho clarete .............. 8,640 %/ 4 0,21 % 0
Vinho clarete .............. 5,962 *Fun 0,47 */ o
Vinho finto ........ ... ..., 0,472 °/ 0,60 %
Vinho tinto ................ 6,420 %/ 0,59 %4




CONSIDERACOES SOBRE DADOS ANALITICOS DE
BEBIDAS EM GERAL

ADMAR VAZ DE SAMPAIOQ,

Quimico do Insztitute Adolfo Ltz

Ao apresentarmos éste nosso pequeno trabalho, organizado em
alguns momentos de folga em nossos afazeres quotidiancs de labo-
ratdério, temos apenas o intuito de mostrar pelos dados analiticos gue
possuimos, como o8 produtores e comerciantes déstes produtos
presam a sadde do povo.

Para nio nos alongarmos muito ¢ mesmo nfo chegarmos a con-
clusbes verdadeirvamente salarmantes, resclvemos consultar nosso
arguivo e de 14 tivarmos apenas os resultades analiticos eorrespon-
dentes aos 3 dhimos anos, ou sejam, 1943, 1944 e 1945,

Og dados que vamos apresentar sfio referentes a hebidas sem
aleool (refrescos e xaropes), fraca e forfemente alcoblicas (ecerve-
jas, vinhos, licores, amargos, aperitivos, aguardentes de cana, conha-
qgues, gim, wodka, whiskies) ¢ ainda como produtos ligados direta-
mente &s bebidas, como sejam aromas, esgéncias e corantes.

Ag anilises procedidas na 2.2 subseccio Bromatoldgica no de-
correy do ano de 1943, foram em wnlimero de 698 (seiscentos e
noventa e oito), das quais 254 (duzentas e cinguenta e guatro)
foram prévias e 444 {(quatrocentas e quarenta e quatro) fiscais,
confrdle, inspeclo e estudos.

Das 254 amostras apresentadas pelas parfes interessadas pars
analise prévia, 148 foram aprovadas e 106 foram condenadas e
déstes produtos, destacamos os seguintes: aguardentes aprovadas
107; condenadas 51 ; refrescos aprovados 3, condenados 11; xaropes
aprovados 21, condenados 23; licores aprovades 2, condenados 7.

O motive principal da condenacio das aguardentes foi
justamente por apresentarem os componentes secundarios muito
baixos, pois o Regulamento HEstadual estabelece um minimo de
0,250 mg por 100 mil de &leool a 1009 ¢ um maximo de 0,800 mg
de componentes secundérios ne mesmo aleool; os produtos puroes,
em geral apresenfam em média geus componenies secundarios entre
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0,300 a 0,500 mg em 100 ml de Aleool a 100% ; aguardenies conde-
nadas por possuirem o teor de componentes abaixo do minimo, sé
o podem ger por deficiéneia féenica dog produlores ou entdo por
fraude. Outro motive também que pode ser enquadrado como defi-
cléncia técnica é o teor de cobre acima de 0,010 mg por litro de
aguardente, que € o maximo permitide pele Regulamento Estadual.

Nos refrescos, como guarsnis, soda lmonada, Aguas t6nicas,
ete, os dados analiticos condenatérios sfo varios, predominando em
grande parte a falla de esertGpulos ou deficiéncia téenica, pois
apresentavam-se turvos e com abundantes depdsitos; nos guaranas,
além destas causas, alnda ouira importante — a guantidade de tri-
metilxanting na maioria dos easos correspondia apenas & metade de
minime exigide pelo Regulamento e, nestas mesmas condicdes encon-
tramos as aguas tonicas de quinine, com og seus {eores em quininoe
bem abaixo do minimo exigido.

Nos xavopes, os metivos condenatérios sfio também varios, entre
Bles a densidade muifte baixa, portanic um ieor em sacarose
muito baixo também, sendo esta a matéria prima e essencial; é
muitissimo comum o emprégo de corantes derivados da hulha em
grande execesso, talvez para impressionar melhor a freguezia; em
muitos casos s8o corantes derivados da hulha nfo tolerados pelo
nosse Begulamento, para génercs alimenticios.

Nas 444 {quatrocentas e quarenis e quatro) amostrag para
analises de fiscalizacdo procedidas no mesmo periodo, apresentaram
og seguintes resultados: aprovadas 2320, condenadas 214. Ainda
desta vez, nas anilizes de fiscalizacfo as aguardsentes tomaram parte
saliente, pois foram aprovadas 26 ¢ condenadas 26 sende também
tm dos motives principais da condenacdo o teor em componentes
secundarios muito abaixo do fixado pelo Regulamento Estadual,
assim como o teor em cobre acima do méximo iolerado pelo Regu-
lamento, que é de 0,010 mg por litro de aguardente,

Outre produlo que aparece com um iteor condenatdrio alar-
mante, urgindo wma fiscalizaclic rigorosa e permanente, sfo os co-
rantes derivados da hulha, cujos fabricantes ¢ repregentantes em
sua maicria, ndo cumprem os preceitos legais, 4 respeito de andlises
e rotulagens com azs denominacdes cientifica ¢ comereial de uso cor-
rente; das 50 amostras colhidas para andlise de fiscalizacio, sdmente
12 lograram ser aprovadas, enquanio as 38 restantes foram econ-
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denadas, ndo por conterem impurezas ¢ sim por néo se enguadrarem
entre os 12 ecrantes permitidos pelo Regulamento Hstadual para
serem usados em dose estritamente necessdaria & obtencho dos
coloridos.

Nos vinagres, tanto de vinho, de cana ou de aclicar, os motivos
eondenatbrios sho diverscs, como sejam: acidez, extrato séeo e cinzas,
muito baixos; turvos, anguilulas vivas e mortas, etec. Das 21 amos-
iras analisadas, 9 foram aprovadas e 12 condenadas. Os winhos
“tintos fambém apareceram com: um teor bem elevado em condena-
cdes, pels em 95 amostras analisadas, 47 foram aprovadas ¢ 48 con-
denadas, sendo em suza maloria a acidez volatil muito elevada e
‘também apresentando extrato séco haixo.

Qutros produtos que apreseniam volume nas condenhaces sdo os
xaropes, que aparecem com a densidade muito baixa, excesso de
corantes derivados da hulha permitidos, em doses excessivas e, muitas
vézes, corantes derivados da hutha, nao permitidos para géneros
~alimenticios.

HEm 15 amostras analisadas, 13 foram condenadas e sdomenie 2
~foram aprovadas,

No anc de 1944, foram analisados 314 produtos, sendo apro-
vados 113 e condenados 201; déste total, 202 foram de anéilises
prévias e 112 de andlises de fiscalizacfo. Das andlises préviags
foram aprovadas 76 e condenadas 126; das 112 analizes fiscals, 37
foram aprovadas e 75 foram condenadas. O teor de anélises con-
-denadas fol portanto muito elevado, tendo contribuido bastante para
fzges resultados, ag aguardentes, gue num total de 94 amostras
analizadas, entre prévias e fiscaig, foram aprovadss 40 e condena-
dag 54, Os motivos condenaldrios sBo sempre og mesmos, compo-
nentes secundarics baixcs, furfurol e cobre acima dos maximos
“tolerados pele Regulamento (0,020 mg & 0,010 myg, respectivamente).
Os coranies derivados da hulha nésse mesmo periodo, concorreram
com uma grande porcentagem de eondenacdes, pois em 1B amostras
apresentadas para anélises prévias, b foram aprovadas e 8 conde-
‘nadas; nas 24 amosiras apresentadas para andlises de fiscalizacio,
16 foram aprovadas e 14 condenadas. Os corantes condenados, néo
-0 foram por conterem impurezas, e sim por nfo serem tolerados para
_génercs alimenticios pelo Regulamento em vigor.

Entre os outros produtos condenados, encontramos as esséncias
.artificiais, que em 10 amostras apresentadas para analises prévias e



CONSIDERACOES =0BRE DADOS ANALITICOS PE BEBIDAS EM GERAL 119

de fizcalizacio, sdmente 1 logrou aprovacée, sendo que as 9 restantes
foram condenadas por ndo corresponderem ao Regulamento Fsia-
dual na parte dos caracteres organoléticos, substinelas {éxicas e
corantes extranhos,

Em 18 amostras de licores. analisadas, 13 foram condenadas,
por conterem algumas ¢ teor de componentes secundériog elevados,
portanto alcool impurc ou ordinario, empregados em sua prepara-
cho, teor de saearvose muito baixo, ete, Os vinagres apresentaram
também uma porcentagem elevada de condenacfes, pois em 12 amos-
tras analisadas, somente 1 foi aprovada ¢ as 11 restantes, conde-
nadas por apresentarem caraclieres organoléticos impréprios, acidez
baixa, extrato séco baixo fambém, fturvos e alguns eoloridos arti-
ficialments por corantes devivades da hulha.

Os vinhos tintos também foram condenados em boa proporgioe,
pois das 18 amostras enviadas para andlise de fiscalizacio, 10 foram
condenadas.

- Em 17 amostras de xaropes analisados em anslise prévia, 12
foram condenadas em sua maioria por apresentarem o feor em
sacarose muito baixo e coloridos excessivamente por corantes deri-
vadoes da halha, permitidos.

Os refreseos (guarands, soda limonada e Agua ténica), consti-
tuindo um total de 45 amostras, sendo que 37 para analise prévia
¢ 8 para analise de fiscalizacBo, tiveram como resultado 36 conde:nq—
¢bes e somente 9 aprovaches.

Como sempre, ésbes produfos apresentavam indicios de altera-
¢bes, como depdsites, turvaches, e em uma parte dos guarands, além
disso, apresentavam também um teor em frimetilxantina muito
baixo.

No anc de 1845, foram analisados em nossa subseccfio 434
amostras de produtos diversos, sendo aprovados 198 e econdenados
‘286, Os produtos enviados para anilise prévia foram e ndmero
de 198 amostras, sendo aprovadas 96 e condenadas 102 das 236
amostras enviadas para andlise de fiscalizac@o, 102 foram apro-
vadas e 134 condenadas., Por 8stes dados, vemos gue nos anos de
1944 ¢ 1945 as condenacbes foram em maior nimero que gs apro-
vaedes. As aguardentes enviadas paras anélise prévia foram em
niimero de 122 amostras, tendo sido aprovadas 65 e condenadas 57
dasg 16 amostras enviadas para andlise fizscal, 9 foram aprovadas e
7 condenadas ; os motivos de condenacdo tém sido sempre os mesmos,
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componentes secundirios baixes e teor elevado de furfurol e cobre,
O cobre, por exemplo, é motivado por uma falta de cuidado do
fabricante de aguardente, pois o alambique deve ser estanhado inter-
namente, estanhadura que deve ser renovada sempre que necessario,
o que raramente & feilo,

Em 32 amostras de corantes enviadas para anélise de fiscali-
zaclo, 22 foram condenadag por ndo serem permitidos e as 10 res-
tantes foram aprovadas,

Dos licores analisados, em nimero de 28 amostras {fiscais e
préviag) foram condenadas 10 e sprovadas 13.

Os vinagres, em namero de 33 amostras, tiveram a porcentagem
de condenscio elevada, pols sémente 9 foram aprovados e 24 conde-
nados pelos motivos habituais.

Das 42 amostras de refrescos enviadas para analise, foram
aprovadas 8 e condenadas 34, por serem, como sempre, produtcs
mal manipulados.

Os rvizzho-s tintos concorrevam com 16 condenacdes em 23 amos-
trag analisadas.

Em 9 amostras de whiskies analisadas, foram verificadas 5
condenacdes,

Dag 18 amosiras de xaropes enviadas para analise, foram con-
denadas 15 e aprovadas 3.

¥oram citados mais especialmente, nesta nosza breve exposicio,
os produtes — aguardentes, refrescos, vinhos, vinagres, licores ¢
xarepes, por serem os de malcr consumo publico no género bebidas
e também as esséneiasg artificiais e corantes, ecomo parte integrante
de um grande ntunero de produtos alimenticios,

Como podemos avaliar, o risco que corre a salde do povo &
enorme, se nflo houver uma aclo mails endrgica e eficienie na fizca-
lizacdo dos produtes alimenticios.

Pelos dados analiticos, principalmente das analises prévias, nota-~
ge que ha deficiéneia téenica por parte dos fabricantes de produtos
alimenticios, havendo, portanto, necessidade de lhes ser dada assis.
téneia téenica, orientando-os na preparacio de seus produtos, de
achrdo com as normas estipuladas pelos Regulamentos em vigor.
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O PROBLEMA DO DESCORAMENTO DAS
BEBIDAS E CONEXOS

‘COR}DELIA NOBREGA DUARTE,
Quiniica do Institute Adolfo Ltz =

MARIA DE LOURDES BARBOSA,

Téepica de Laboratdrio do Institute Adolfo Lutz,

A defterminacio doz sacaridios em quimicz bromatolégica &,
geralmente, feita pela reducfio do lcor eupro-alealine, exceto na do-
sagem de sacarose em acileares, ou nos casos em que o desvio pola-
rimétrico pode dar indicacdes sébre a natureza ou a pureza do pro-
duto em estudo. h

Tanto na sacarimetria quimica, como na polarimetria, sdo re.
guisitos indispensiveis que as solugdes zejam limpidas e t3¢ incolo-
res quanito possivel; nem sempre se satisfarz estay Gitima exigéneian
gem gue se apresentem graves inconvenientes,

Numerosos s&o os clarificantes citados na literatura, sendo os
mais comuns: ¢arvio animal, carviio vegetal, suspensio de hidréxido

de aluminio, acetatos neutro e hésico de chumbo, nitrate de chumbo,
sulfato e nitrato de meredric, hipoclorite de caleio, deerolina, eto.,
empregados isoladamente ou associados, nos casos mais dificeis.

O carvio vegetal foi empregado nas usinas acucareiras da Euro-
pa desde 0 XV século?; fol depois esquecido ¢ posteriormente redes-
coberto.

0O meeanisme da adsorcdo pela qual agem o carviio, a alumina e
muitos outros descorantes ? ndo estd perfeitamente conhecido; sabe-se
gue a adsorciio é mais acentuads quando as substincias a adsorver
se acham em estado coloidal, apreseniando Areas interfaciais extraor-
dinariamente extensas e prestando-se 3 manifestacfio de fenémenos
de natureza elétrica ¢ quimica.

Os sucos vegetais, matéria prima para a producio de vinhog,
vinagres, sucos de frotas ¢ aguardeﬁtes das mais variadas espécies,
tém parte dos seus constituintes, inclusive matéria corante, sob forma
eoloidal, A malor parte dos descorantes gue nfio agem por adsorcio,
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coagulam essas substdncias; para esta coagulacio?, & necessiria a
colisfo dag particulas coloidais agsegurada pelo moviments brownia-
no mas, além disso, parece haver também intervencio de fenbmenos
elétricos.

Na indtistria acucareira ss determinacdes de sacarose sio
polarimétricas e o defecante geralmente usado é o sub-acetato de
chumbo ¥; nessas condigdes o érro a ser eliminado é o do volume do
precipitado € o de gualquer excesso de clarificante capaz de alteray
o desvio polarimétrico '

Tratando-gse de dosar aclcares em solugbes quase puras, que
contenham muito pouca matéria orgdnica, o creme de alumina apre-
senta vantagens consideréveis, uma vez que a coloracdio nfo seja
intensa. Nos outros casos oblém-se bons resultados por defecacio
com sais de chumbo, empregados na guantidade exatamente neces-
siriz e com o eliminador mails adeguado. Quando Gste processo
falha usa-se o carvio. Estas sfio normas gerais que proeuramos
aplicar ao estudo a que nos dedicamos. '

Quando se trabalha com um sal de chumbo, acetato ou nifrato,
importante é considerar a selecio do eliminador do chumbo; éste
atrapalha a reducfic do licor de Fehling, agindo sébre o oxidulo de
cobre.

Segundo Evnon e Lane, citados por Browne?! em presenca do
edleio que tem a propriedade de diminuir o poder redufor des aclca-
res, & preferivel trabalhar com oxalato de potassio ou de sédio; em-
bora nfo o eliminem inteiramente, o chumbo permanece em guan-
tidade insuficiente para afetar o cobre reduzido.

O reativo de Cook ¢ Me Allep, também citados por Browne®,
destina-se a eliminar o chumbo e o cdleip; trata-se de uma solucdo
contendo 7 g de fosfato dissédico e 3 ¢ de oxalato de potéssio em
100 mi.

Nos laboratdrios de bromatologia esta generalizado o uso do
carvio para descoramento de bebidas, guaisquer que sejam elas e
somente quando nfio dd resultado procura-se outro clarificante. Na
nritica didria do trabalho em série o emprégo do carvio é de extre-
ma simplicidade ¢ em certos cagos ndo & inconveniente; msas quando
se trata de bebida com alfo teor de aclcar o &rro se torna conside-
rdvel e nem siguer é um érro constanie gracas & dificuldade de se
tomarem gquantidades conhecidas de carvio; os prévrios métodos
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encontrados na literatura nio determinam a quantidade ou a propor-
¢do em que o mesmo deve ser empregado, nem o tempo apds o qual
deve ser feita a filtracio., Estudando o assupto, Bandeira de Melo
e Mario Taveira® verificaram que o carvio adsorve elevada por-
centagem de glicose, Reproduzindo ag provas anteriores, os mesmog
anidres e o farmacéutico Silva Tavares frataram 50 mil de uma z0-
lucdo de glicose a 4% por 2 g de carvio animal, durante I hora,
Fitraram e titularam; observaram gue o earviio adsorveu 206 da
glicose.

Sendo guestfio assente a da acio adsorvente do carvio sthre os
aclicares € néo desejando alongar demasiadamente éste trabalho, nio
nos dedicaremos ao estudo déste aspecto do probiema, sem, entre-
tanto, perdé-lo de vista.

Afim de estudar melhor o descoramento das bebidas, fizemos
um esbdco de classificacfio, segundo o qual temos os seguintes 7
QTUpOos

1 — Refrescos

2 — Xaropes

3 — Vinhos e vinagres
4 — Sucos de frutas

5 — Aguardentes

6 -~ Aperitivos

7 — Licores

que passaremos a esindar, sempre em linhas gerais, sob o aspecto
gue nos interessa. Além désses 7 grupos consideraremos também,
em grupo especial, os extratos fluides empregados na preparacio de
bebidas como guarand, vermouth, vinho guinado, fernet, bitfer, elc.

1 — O refrescos em sus quase {otalidade nio necessitam de
descoramento: as sodas limonadas, dguas tdnicas, macis ¢ simila-
res s&o incolores; of guarands, laranjadas naturais e similares szfo.
pouco coloridog, em sua maloria pelo caramelo, mesmo em presencsa
do corante natural. Para se fazer boa dosagem de glicidios é su-
ficiente diluir a bebida; em geral o teor de aglicares das mesmas é
de, aproximadamente, 10%; portanto uma diluicio de 10% nos
dard coloracio muito fraca ¢ uma poreentagem de glicldios dentro
dos Hmites de eficiéneia do método.
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2 — Og xaropes sdo coloridos, quase todos peles derivados do
-alcatrde da hulha; acs de fruifas nacionais costumam adicionar
earamelo, mesmo em presenea do corante natural; slguns, mals ra-
108, sio coloridos pela cachonitha, *

As matérias corantes derivadas da hulha sio muilo féceis de
eliminar; ¢ carvio as adsorve com grande facilidade; a alumina 86
£ eficiente em gquantidades muite elevadas € o sub-acetzto de chum-
ko mostrou-se inzatisfaidrio.

Visando prescindir do carvio e mostrar a superioridade do
mnitrato de chumhe s6bre o de meredirio, come clarificante, fizemos
uma gérie de provas comparativas com os corantes derivados da
hulhs tolerados pelo antigo Regulamento e que eram oé seguintes:

ay Corantes rdseos:
1 — Kritrosina
2 — Roseo bengala
by Corantes vermelthos:
3 — Bordeaux S
4 — Ponceau RR
b — Nova coccina
6 — Vermelho sélido -
¢) Corante alaranjado:
7 — Alaranjado I
4} Corantes amarelos:
8 — Amarelo naftol S
9 — Auramina O
e} Corante verde:
16 — Verde dcido J
f) Coranie azul:
11 — Azul patente
g) Corante violeta:
12 — Vicleta Acido 6B7

As solugbes dos corantes foram preparadas nasg porcentagens
propostas pelo Syr. Mario Sampaio Melo, como base para a limita-
¢80 dos teores mAximos de coranfes nos alimentos?.
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PRIMEIRA PROVA

Material: Tubos de ensaio, pipetas, buretas, funfis, papel-fil.
tro, suportes, basides, ete.

Reagentes

1 - Nitrate bésico de chumbo .. .......... 250 ¢
Agua destilada suficlente p/ completar 500 mi
2 e Hidrémido de sddio ... i 06 g
Agua destilada suficlente p/ completar 500 ml

Téeniea; Tomamos 10 ml dag solucdes coradas e tratamos por
1 m! da solucio de nitrato de chumbo; agitamos; apds alguns mi-
nutog adicionamos 1 ml da solucfio de hidréxido de sédio; agitamns;
filtramos.

Como o descoramento fol completo, repetimos a prova com
quantidades cada vez menores da solucio de nitrate de chumbeo, até
gue o filtrado passasse corado. Os resyltados obtidog foram os
seguintes: com eritrosina, bordesux S, nova coccina, vermelho so6-
iido e ponceau RR obtivemos descoramenio complete eom 0.1 ml
de soluchc de nitrato de chumbo diluida na proporcio de 1:8; com
roseo bengals, alaranjado I e vicleta Acido 6B obtivemos descora-
mento complete com 0.5 ml de solucfio de nitrato de chumbo; eom
azul patente e verde acido J, empregando 1 ml da sofucio de chum-
ba, o filtrado copservou coloracdo minima; esta perde a significa-
c8o se nos lembramos de que os xarcpes, por geu elevado tecr de
agticares, tém que ser trabalhados em grandes diluicGes (1% apro-
ximadamente) : com o amarelo naftol 8 e a avraming O nfo obti-
vemos degseoraments satisfatérin, nem mesmo empregando guanti-
dades elevadas do clarificante,

SEGUNDA PROVA
As solucdes dos corantes foram preparadas com 3 g de Acidoe
eitrico por 1600 ml.
Meatericl: O mesmo necessirio para a primeira prova.
Reagentes: Os mesmos empregados na primeira prova,

Técenica: A mesma empregada na la. parte da prova anterior:
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Os resultados foram os seguintes: com evifresina, réseo benga-~
la, nova coccina, vermelho sélido, alaranjade I, amarelo naftol 8,
auramina O, verde acido J, azul patente e violeta dcido 68, os fil-
trados passaram ccrados; com bherdeaux S e ponceau RR o desco-
ramento foi completo eom 0,5 ml da soluclo de nitrato de chumbe.

A primeira vigta parece gue nfo se pode empregar o nitrato
de chumbso para descorar os xaropes, gue contém quantidades de
deides orginicos semelhantes &3 das solucdes empregadas nesta .
provi; mas nio nos devemos esquecer de que nio vamos deseorar
xaropes, mas solucdes bastante diluidas de xaropes.

TERCEIRA TROVA

As solucdes dos corantes nie continham acido citrico.

Muaterinl: O mesmoe necessirio para a primeira prova.

Reagenies:

1 — SolucBo de nitrato de meredrio, preparada gegundo as
indicacBes do A0A.C, (métedo oficialy;

2 — Zolugdo de hidréxide de sddio 0,BN.

Téenien: Tomamos 10 mi das soluches coradas e iratamos por
1 mi da solu¢do de nitrato de mercirio e, apds alguns minutos, por
4,6 ml da soluclic de hidréxido de sédio 0,5N; agitamos, filivramos.

Todos os-filtrados passaram corados.

QUARTA PROVA

As solucBes dog corantes foram preparadas eom 3 g de Acido
citrico por 1000 ml

Muaterial: O mesmo necessirio para a primeira prova.

Reagentes:  Os mesmos empregados na prova anterior,

Téenica: Tomamos 10 ml das solucdes coradas, fratamos por

1 ml da solucio de nitrato de mercirio e, apds alguns minutos, 4,5
ml da soluclo de hidréxido de sédie 0,6N; agitamos e filframos.

Obtivemos descoramento eompleto apenas com o bordeaux 3.
os demais fillrados passaram intensamente corados,
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Com estas provas nos convencemos de que ¢ nitrato de chumbo
é& defecante superior ac carvio, no que diz respeito & adsorcio dos
aclcares e ao nitrato de mercirio e aos acetatos de chumbo no que
diz respeito & eliminacfo do corante,

De acdrdo com as experiéneias realizadas, adotamos a seguinte
“thenica para o emprégo do nitrato de chumbo: tomar uma guantida-
de de bebida a analisar, tendo em vista o provavel teor de glicidios
da mesma; juntar solugiio de nitrato de chumbo, procurando evitar
-excesso; agitar e deixar em contacto durante alguns minutios; jun-
tar a gquantidade correspondente de solucio de hidréxido de gédio a
20% (essa correspondéneia deve ser estabelecida por uma titulacio
préviay ; fillrar em funil de Blichner, lavar o precipitado sdbre o
filiro, passar ¢ filtrado para um frasco aferido que nos dé a dilui-
cio desejada; lavar cuidadosamente o Kitasato e 36 entdo completar
o volume.

3 — Com os vinhos e vinagres foram experimentados os mes-
mos descorantes; para os vinhos secos, nos guais a guantidade de
glicose é de aproximadamente I g por litro, o carvio pode ser em-
pregado, porque ai ¢ escopo é deduzir do extrato todo ¢ actcar que
nao seia residuo da fermentaciio; o mesmo se 44 com o8 vinagres,
em que a guantidade de agtear di indicacles sébre a hoa marcha
da fermentaclo. A mailoria dos vinhos doces, mesmo eompostos,
raramenie necessita descoramento, sendo suficiente diluicio apro-
priada; guando necessario ¢ nitrato de chumbo da bons resultados.

4 — Os sucos de frutas, em que as guantidades de matéris
extrativa e de glicidios séo elevadas, ndo devem ser fratados pelo
ccarvao, Iste ¢ um dos caxos em que o nitrato de chumbo & espe-
cialmente aconselhdvel. Obtivemos #timos resultados empregando
10 a 209 de nifrato de chumbeo, calculado sthre o volume da amos-
tra a ser descorada. _

5 «— Asg aguardentes de cana, a bagaceira, e o gin so incolores
ou pouco coloridos pelo caramelo e geralmante n&o contém achicares;
o rum, o Kirsh, ¢ vodka e outros sfio coloridos pelo contacto com
madeiras cu pelo caramelo e também nfo sdo acucarados: as aguar-
dentes compostzs 880 coloridas pelo carsmelo e por extratos vege-
‘tais € podem confer acdcares; quando pouco eoradas, o creme de
alumina pode ser usado; nos outros eazos o nitrato de chumbo da
-excelentes resuliados.

6 — As bebidag denominadas amargos, aperitivos, hitters, fer-
nets e semelhantes sfo fortemente cojoridas pelos extratos vegetais
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e pelo caramelo e gdo, em geral, muito dificeis de descorar:; muitas
vézeg o carvio nio da resultado, nem mesmo a guente; o sub-acetadeo
de chumbo falha; nas provas que tivemos oporiunidade de fazer,
obtivemos resultados inteiramente satisfatérios empregande o ni-
trato de chumbo, sendo 8ste um dos casos em que 8ste reagente &
mais vantajoso,

T — (s licores sBo geralmente coloridos pelog derivados do
alcatrio da hulha, mag em certos cagos ndo podem conter corante
estranko, a nao ser caramelo, Ainda nesie caso é conveniente evi-
tar o uso do carvao, fugindo assim a uma das causas de &rrs tdo
comum ha deferminaciio dos glicidios. Em relaco ao emprégo do
nitrato de chumbo, o problema apresenia-se semelbhante ao proble-
ma do descoramento dos xaropes, sendo, porém, necessirio eliminar
preliminarmente ¢ alecol.

Guando ze tem necessidade de descorar extratos fluidos, luta-se
com dificuidades: ¢ carvio nian os descora, nem mesmo a quente;
os acetatos de chumbo dio resultados igualmente maus. Tomamos
entio diversos extratos fluidos comumente empregados na fabrica-
cio de bebidas e fizemos duas séries de provas, empregando em
uma nitrato de chumbo e na outra nitrato de mereirio.

Primeira prova - Trabalhamos com 8 amostras, sendo:

- Extrate fluido de guarani

— Extrato fluido de gusranid

— RExiraio aromatizante de cacau
- fixtrato {luido de cumarh

— Extrato fluido de puxuri

—- Extrato fluido de guarand

- HExtrate fluide de guarani

- Extrate fluido de mate

[N v S Sl

el |

Materiel: Tubos de ensalo, pipetas, buretas, funis, papel-fiitro,
suportes, bastées, etfe.

Reagentes: Os mesmos empregados na primeira prova de des-
coramento de xaropes (nitrato de chumbo e hidréxido de sédio &
20%}.

Téenica: Tomamos 1 ml de cada extrato fluide e tratamos por
1 mi da solucéio de nitrato de chumbo; agitameos: apds alguns minu-
tos adicionamos 1 ml da soluefio de hidréxido de sédio; adicionamos
T ml de dgua destilada, agitamos e filtramos,
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Como todos os filtrados passassem perfeitamente incolores, re-
petimos a prova diminuindo a quantidade de nitrato de chumbo, até
chter descorzmento completo com as seguintes quantidades:

1 — Extrate fluide de guarana ........... ¢,2 mi
2 — Hxtrato fluldo de guarana . .......... 0,2 mi
3 o Hxtrato aromatizante de cacan ....... 0,2 mil
e HEwtrate flulde de cunmard ... e 4,2 mi
5 — Extrato fluido de puxuri ............ 0,3 ml.
6 — BExirato fluilde de puarana ........... 0,2 mi
7 — Extrato fluikdo de gmarand ........... 8,2 ml
2 — Extrato fluido de mate .............. 4,2 ml

Verificamos, portanto, que &stes extrafos fluidos desecoram-se
completamente quando tratados pelo nitrato de chumbo, na propor-
cdo de 20 a 30% s6bre a tomada de ensdio.

Segunda prova — Tomamos as mesmas amostras.
Material : O mesmo empregado na prova anterior,

RBeagentes: (g mesmos empregados na iereeira prova de desco-
ramento de xaropes {nitrato de mercirio, preparadc segunde o
A0.A.C, método oficial, e sclucdo de hidréxido de soédio 0,5N).

Téenice: Tomamos 1 ml de cada extrate fluido e tratamos por
1 ml! da soluciio de nitrato de mercirio; agitamos; apbés alguns mi-
anutos adicionamos 4,5 ml da solucdo de hidréxide de s6dic 0,5N;
juntamos 3,6 m! de Agua destilada; agitamos e filtramos.

Com excecho do extrato aromatizanie de caecaun, que descorou
completaments, o3 demais filirados passaram amarelados ou pardo-
claros; o filirade do extrafo fluido de puxurf passou amarelo claro
com bela fluorescénceia verde.

Fizemos mais duag provas com mistura vegetal liguida para
vinho quinado (duas amestras diferentes), extrato fiuido de bitter
russo, extrato fluido de fernet e extrato fluide de amargo felsina.
Conduzimos as provas exatamenfe como as anteriores, com o mesmo
material, 0s mesmos reagentes. Os resultados obtidos foram bons,
na prova feita com nitrato de chumbo e inferiores na feits eom ni-
trate de mercirio.

Mais uma vez verificamos que tinhamos razdo de considerar o
nitrato de chumbo o descorante de escolha para os extratos fluidos.
usadog na fabricacic de hebidas. No descoramento das eervejas
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pretas, entretanio, ndo deu bons resultados, comportando-se de for-
ma idéntica ao nitrato de mercirio.

Nio ¢é nossa intencie eliminar o carvio dos laboratérios de bro-
matologia, mas achamos gue nfo pode ser aplicado indizeriminada-.
mente. Parece-nos que a escolha do clarificante deve cbedecer as
egpecificactes do mesmo, &3 exigéneias de cada caso particular e &
finalidade da delerminacioe dos sacaridiow,
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ALGUMAS NOTAS SOBRE A SELECAO DE UM
METO DE CULTURA PARA O8 GERMES DO
GRUPO “LACTOBACILLUSY

EMMA DE LTIMA.

‘Téenien de Laboratdrio de Inwtitute Adolic Lz,

A escolha de um meio de cultura que saiisfaca 0das as con-
digées favoriveis exipidas para o crescimente, cultivo, conserva-
¢cdo, eie, de um determinado germe, veguer da parie do fécnico de
laboratério muito critério e cautela na sua selegdo.

Esea escolha forna-se ainda mais rigorvosa guando se trata,
como nc presente caso, de se proceder a um exame de “contrdle”.

»

Como é do conhecimento geral, os produtos chamados “acidd-
filoa” deverdo possulr grande nimero de germes vivog afim de es-
tabelecer, quando ingeridos, abundanie flora aciddfila no intestino,
Segundo Retiger! a visbilidade do Lactobacilius acidophilus cons-
titue verdadeiro e importante fator na terapia acidéfila. Eopelloff ®
diz gue o tratamento pela terapis acidéfila varia de acdrdo com o
individuo e com as condicdes em que éle & tratado. Em geral, a
dose mdédia diaria deve ser equivalente a 1.000 mi de uma culturs,
contendo aproximadamente 200,000,000 de Lactobacillus veidophilus
vigdvels, por ml, podendo essa dose ser aumentada ou diminuida em
alguns casos. Rettger ¥ informa gque “The Council on Chemistry
and Pharmacy, American Mediecal Aszcciation” (1934), estsbelece
que o leite acidéfilo deve conter ndo menos de 200,000.000 de bha-
eilog vidveis por ml, no dia da preparacdio, e nio menoz de
109.0600. 000 por ml na data da expiracio do prasc.

Ao procedermos ao exame de “conirdie” de um produto de
Lagtobeeillus, devemos verificar em primeiro logar a sua purezs,
isto &, nio deverd &le conter outros germes além dos mencionados

no respetivo rétule e, em zegunde lupgsy, o nimere de germes vivos
por mh

Os germes do grupo Lactobacilluz s8io exigentes para serem cul-
tivados, nfo crescendo ou crescendo mal nos meios comuns de la-
boratério. A lteratura «5bre o assunto & bem extensa, havendo
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diversos autdres experimentado meios diferentes para o cultivo
désses germes, '

Dentre y enorme zérie de frabaithos publicados, podemos citar
os seguintes: Kulp*, em frabalho bem descrito, recomenda o meio
contendo séro de leite-peplona e galactose, fazendo as dilnicbes das
culturas de zcdrdo com o “Standard Methods of Milk Analysis™.
As placas semeadas com as diluicdes convenlentes, eram incubadas a
37°C nor 48 horas, em uma atmosfera contendo de 5 a 10% de
CG2. Em 1927, o mesmo autor’ estudon um meio contendo suco
de tomate, fazendo cultivos comparativos com o Agar-séro de leite-
peptona galacioss, concluindo pela vantagem do 1.¢ sdbre o 2.°, no
gual havia um melhor crescimenic das colinias, De acbrdo com
o método, ag placag eram Ineubadas em uma atmosfera contendo de
5 a 10% de COZ, por 72 horas. '

Mais tarde ézge mesmo pesquisador® introduzin uma pequena.
modificacido nésse metodo, obtendo bonsg resultades. No mesmo
anc (1932) Bachmann o Trost? sugerem um meio para a deter-
minzcio quantitativa em produtos contendo Lactobacillus acidophi-
ls, melo 8sse contendo suco de vegeiais. Obliveram os autdres.
bons resulfados em spas experigncias, Um irabalho muito interes-
sante e bem completo € o apresentado por SBabine®, no qual o antor
demonstra o resulfado de um estudo comparative de diverses meios
de cultura, empregando 22 racas diferentes de Lacfobacilius, de pro-
cedéneias diversas, acompanhadoe de guadros elueidatives bem dis-
criminadoes.

Como vemos, a literatura é bem vasta, porém, para o nosso
trabatho de Iaboratéric, nfo era ‘o bastante, pois inferessava-nos
mais de perto um meio de cultura que fdsse favoravel ndo sdOmente
2o crescimento do germe, mas que desse de modo o mais aproxima-
do possivel o numero de germes vivos por m! de produte semeado,

Durante algum tempo o meic por nés empregado foi o de
Sabouraud, ao qual juntavamos, no momento de usar, 10%, mais
ou menos, de soro de leite préviamente esterilizade, Como & natu-
rai, ndo nos contentamos apenas com execuiar o nosso trabalho, es-
forcame-ncs sempre em melhorar a nessa técnica, afim de termos
a segurahca de que estamos cumprinde concenciosamente o nosso
dever, procurando sanar as falhas que porventura se nos apre-
senten,
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A dificuldade era termos em méo maferial abundante que faci-
litasse o nosso estudo. Com a enirada, porém, na secciio, de maicy
nimero de amostras de produtos para exame, tivemos ocasifio de
poder levar avante o nosso frabstho. Empregamos em nossa expe-
riéncia 4 meios de cultura diferentes, fazendo provas comparativas
nas mesmas condicbes de temperatura, diluiecdes, tempo de Incuba-
-¢ao, ete.

Fizemos também semeaduras comparativas em atmosfera com
e gem diéxido de carbono. De acbrdo com o trabalhe de Valley
& Rettger?, todos os germes, mesmo os esporulados anaerdbios, ne-
eessitam de COZ para o inicio de seu crescimento, chegando alguns
déles a nio crescer quande o ambiente de incubacio e o meio de
cultura sfo isentos de CO2. HEmpregaram os autdres 82 amostras
de diferentes germes. Verificaram também que aiguns tém um
limife &limo de conceniracio de CO2Z para crescimento e que 0,3 a
1% favorece mais o erescimento em placa, para contagem, do gque
a quantidade geralmente presente na atmosfera {cérea de 0,08%).
Quando aumentavam a quantidade de COZ2 para 10 e 20%, ésses
organismos nio se desenvolviam.

0Os meios por nds empregados foram: o de Sabouraud sbére de
leite, o de M. R., gue era preparado na seccio de Meios de Cultera
do Instituto e gque estava dando bons resuliados na prética, e os
meios de figado e de Farr, ambos aconselhados pels “Food and
Drug Administration-Federal-Security Agency”, e que eram reco-
mendados como tentativas.

Trabalhamos com amostras tomadas de produtos de Lacto-
bocillus expostos & venda no mercado, semeando um total de 128
placas. Todos os produtes estavam dentro do praze de validade,
marcado no respetivo rétulo, de acdérdo com a praxe,

Os produtos liquidos eram semeados do seguinte modo: a amos-
tra, depois de bem agitada, era diluida em agua destilada estéril,
fazendo-se diluicbes seriadas desde 1/10 até 1,/106.000.000, As
placas eram semeadas em duplicata, com 1 ml das diluictes deseja-
das, para cada tipo de melo-usado sendo uma série incubada a 37°C
em uma atmosfera contendo didxido de carbono, e outra somente
a 37°C. Para ambas as séries o periodo de incubacfo era de 4
dias.

A eontagem final era feita de acdrdo com o “Standard
Methods of Milk Analysis®. Para os produtozs em tabletes, a se-
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meadura era feita triturando-se 10 tabletes tomados de um nfimero
representativo de frascos de uma mesma amostra, em geral estéril,
juntando-se depois 100 m] de dgua estéril, agitando-se até se obter
uma suspensfo pniforme. Essa mistura era depois examinada de
acOrdo com o processo seguido para as culturas liguidas.

O meio de Farr compreende duas fases de preparacio:

A — Preparagiic do sdro de leife,

B - 86ro de leife preparado como em A. ., 50O ml.
Proteose peptena .......... ... ... 5 gra,
LaaeboSe . ot e e e 3 grs.
Dextrose ..o 3 grs.
Sacarose ...t ii i 3 grs,
Gelating ... i iiiriicanana 3 grs.
B 15 grs
AQUA i e i e B0OO ml

O melo assim preparado é distribuido em tubes de 20 X 200 ¢
esterilizado, fundindo-se na ocasiio de usar.

O meio de fizado é preparado do seguinte modo:

Figado moldo ... civrirerinearrenen. B0 grs.
Agua destilada  ......... .. .. ool 1.000 ml.
Peptona ... e 10 grs.
Aar e 20 grs.
GlEOBE Lt ir e e e e 10 grs.
Fosfato dipotéssico ... il 1 gr.

Moer o figado e juntar a agus. Deixar em contato durante a
noite na gefadeira. Adquecer a vapor fluente 1 hora. Coar em
pano e completar o volume para 1.000 ml. Juntar a peptona e
ajustar ao pH 6.3. Juntar a glicose, o fosfato e o dgar. Fundir
5 121°2C, por 20 minutos. Filtrar em algod®o. Distribuir 15 ml
mais ou menos, em tubos de 20 X 200. Esterilizar a 121°C por
15 minutes. Usar do mesmo modo gue o meio de Farr. '

Os resultados obtidos sf@o fornecidos no guadro que se segue:



136

REVISTA DO INSTITUTO ADOLFG LUTZ

MET OGS

No E:f DILGICOES

P FARR M., R FIGADO SABOURAUD! ORSERV.
1 8l 10%;5{!08 Nio crescen I ¢olénia Nie crescew | N#o crescen Sem COZ
" » E.Bﬂg.ﬁﬂ(] Nio cresceu Niio rresceu Nie cresceun Nio (:u;sceu Sem COZ
. ” 10.081!:{.0{30 Nie crescen Nio cresceu Niio ecresceu Nio cresceu Sem 02
. . IOG]."JGOG 2 eolonias 1 colénia NAO crescen Nio crescen Com €02
- " 1-09%.030 1 eoldnia Niio crescen | Nio cresceu Nio creseeun Com 02
" " ]0‘08%{.050 Nio erescen Nao eresceu Nio erescen | Nio cresceun Com CO2
2 " 13509 Inconidvel Incontave! Incontavel incomave] Sem CO2
" “ 10-1550 Inconf{i‘vcl Incontavel Incontivel Tncentavel Sem CO2
" " iﬂé/ﬁﬂﬁ Incontavel incontavel Incontavel! Incontavel Sem C(2
" » 1.5{5(;.050 G6h colfinias 572 colénias 587 volaniag a7h coi(‘ui;i;.-s Sem CO2
" . E.ﬂ.ﬁ[%é.ﬁﬂﬂ T colonias 67 eolénias 45 colfmias . B1 colénias Sem CO2
. " 198%?9(] Inconiavel Incontave! Incontivel Incontavel Com €02
" " 1-051[{ 060 710 eolonias 680 colonias 620 coléntas 571 cplonias Com €02
" o 10-05}1!’;-0:0 93 coldnias §6 colonias A4 coldnias 80 rolonias Com CO2
3 # E.idtﬁa incontavel Incontavel Incontavel Inconiavel Sem CO2
" s= 10.1650 300 colénias 168 colonias 221 colonias 237 coldnias Sem CO2
» " %.1[3(}0 Incontavel Incontivel incontavel Incontavel Com CO2
v ” 10.1{15}0 562 coldnias 167 colinias 241 colonias 254 colomias Com 02
1 " 1.1[';(}0 Incontdvel Incontavel Incontavet Incontavel Sem CO2
0 u ]UF&GU 240 coltmias 280 colfnias 210 coldnias 1649 colonias Sem COZ
" " iiéﬂl] Tncontavel Incontavel Incentavel Ingontavel Com CO2
" " 10.3[11’80 480 colonias 380 colonias 280 colbnias 280 colonias Com CO2
5 N z‘léeo Incontavel Incontavel Incontavel Incontavel Sem €02
" - 1[)%90 Incontivel Incontave! incontavel Incentavel Sem CO2
» - Iﬁﬂ;ifﬁl}ﬁ incontavel Incontdvel Incentavel Incontavel Hem COZ
" » 1.0@1({.0{?0 45 colonias 20 colonias 26 colénias Nio crescen Sem CO2
o " 1[!.[!56.&8!] & celOnias i coldmas 3 rolonias Nip crescen Sem -CO2
» " 1?0;60 Incontdvel [acontavet Incontavel Incontével Com €02
" " 10.16{?0‘ Ineontavel inconiavel lncontdvel Incontavel Com CO2
» " 1U§.fEEDB incontavel lacontavel Incontéavel Incontavet Com CO2
o - I‘OGJJ.DBO 65 coionias 62 colonias 80 colonias Inconlavel Com CO2Z
- . 10.85{}.600 80 colénias 12 colonias % calimnias Incontavel Com C0O2
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Bag 128 placas semeadas apresentaram erescimento 108, sendo:
28 em meio de Farr, 28 em meio M.R., 26 em meio de figado ¢ 24
em meio de Sabouraud. O nGmero total de coldnias obtidas foi o
seguinte:

Com (CO2 — 1.774 eolonias

io de Fa
Meio de Farr Sem (0% — 1.325 coldnias

romm ey

Com CO2 — 1.295 coldnias

Meio M.R. Sem CO2 — 1.023 coldnias

e

Com CO2 — 1.305 eolénias

Melo de Figado Sem CO2 — 1.092 colénias

i,

Com CO2 . 1,176 coldnias

Melo de Babouraud Sem COZ2 — 1.063 colonias

JRES A

Como se pode verificar pelo quadro apresentade, o nlimero de
colénias obtidas pelo crescimenio em meio de Farr, em atmosfera
com CO2, & bem malor do que o obtido nos ouires meios e sob con-
digdes idénticas, parecendo-nos ser um bom meio de cultora para o
fim a que & aconselhado, isto &, semeadura e contagem em placa de
germes do grupo Loctobaeillus, Diante dos bons resultados obtidos,
foi &sse o meio por nés empregado na verificaciio dos produtos
acidéfilos.

Conclusdes: Das experiéncias feitas comparativamente eom 4
melog diferentes de cultura, chegamos 88 seguintes conelusfes:
1.2} os germes pertencentes ao grupo dos Lactobacillus t8m melhor
crescimento guando Incubados em atmosfera contendo didxido de
carbono., 2.2) O meio de Farr, aconselhado pela “Food and Drug
Administration-Federal Security Agency”, favorece melhor o cresci-
mento désses germes, zlém de apresentarem as colénias maior desen-
volvimento.
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COLESTEROL — DA DETERMINACAO EM OVOS K
PRODUTOS QUE CONTEM OVOS

FANNY 5. TABACOW HIDAL,

Qufmica do Instituto Adolfo Lutz.

A determinacio da quantidade de ovos em produtos alimenticios
vem sendo, desde ha algum tempo, estudada. Assim, H. R. Strohe-
cker ¢ BR. Vaubel?®, publicaram um excelente trabalho focalizando
éste problema, que foi também objeto de estudo de J. Tillmans, H.
Riffart ¢ A. Kuhn 2, L. M. Lampert ¢, ¢ E. O. Haenni 4, ete.

O primeiro método ideado para a determinacio da quantidade
de ovos em produtes alimenticios consistiv na determinacfio do con--
teido des lipidios fosforados do dvo. Foi posteriormente veri-
ficado, porém, gue o contelido dos lipidios fosforados em produtos
alimenticios frequentemente diminte com o tempo, isto &, durante
a armazenagem do produto, como também dimintie durante o pro-
cesso da sua fabricacio.

J. Tillmans, H. Riffart e A. Kuhn? mostraram que ©
contetido de colesterol nog ovos é mais ou menos constante, mesmo
durante a armazenagem do produto, I. M. Lampert?, que contribuiu
com valiosos trabalhos para o desenvolvimento dos métodos ana-
liticos nesgte campo, sugeriu a deferminaciio do contetdo de coles-
terol nos ovos e dos valores assim obtidos, calcular a quantidade de
oves nos produtos alimenticios, '

Dog estudes levados a efeito ent@o, mostrou-se: 1.9 — gue a
quantidade quase que total de colesterol & encontrada nas gemas
de ovos; 2.2 — nem todo o colesterol é encontrado na forma livre.
S. Jd. Thannhauser e H, Schaber 3, H. Dam ¢ ¢ K. Kusey 7 indicam

um minimo de 109% para o eclesterol em forma de ésteres,

O valor do eolesterol determinado em ovos, varia segunde o
método utilizado para a sua determinacio.

J, Tillmans, H. Riffart ¢ A. Kuhn? acharam uma média de
1,49% de colesterol livre em 8 amostras de gema. 1. M. Lampert?
achou uma média de 1,36% de colesterol total na gema, H, Riffart
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e H. Keller 8 acharam uma média de eolesterol livre em 3 amostras
de gema igual a 1,49% pelo método titrimétrico e 1,50% pelo
métode colorimétrico. Outros autdres dBo para gvos com pézo médio
de 50 g, correspondende & gema 15 8 18 g, o valor de 1,70% de
colesterol,

4o dols os tinos de mélodog mais usados para a deferminacio
do colestersl; ¢ primeiro, em gue se aproveita o fato do colestero]
ser precipitdvel com digitonina, o que s6 se da com o colesterc] livre
e nfo com os ésteres, ¢ depois a sua valoraclo gravimétrica oun
colorimétrica,

O segunde métedo consiste na extracdo do celesterol por meio
de solvenies orgénicos com ou sem sapcnificacfo prévia, uiilizando-
se para a determinacfio métodos colorimétricos.

Os métodos que usam a digitonina dio bons resultados mas
devido an elevado preco do reative nfo sfo muito usados na rotina.
No segundo grupo de métedos, quando usamos para g determinacio
& reacdo colorimiftrica de Lieboerman °, Burchard 1, chtemos 6timos
Yesultados.

Tém grande importinciz néste método o solvenie e og detalhes do
procedimento da extracio, bem como a saponificacfio prévia do
produto.

Devido a 8sses fatdres, passamos a estudi-lo e posteriormsnte
aplicgd-le & rotina.

ESTUDO DA REACAO DR LIEBERMAN-BURCHARD

A reaciio de Lieberman-Burchard 8, processa-se normalmente
em solucdo cloroférmica, guando tratamos o colesterol com anidrido
acético e Acido sulffivico concentrado. Desenvolve-ze uma colo-
raciio que, do azul inicial, passa para verde e cuja intensidade varia
o o contedido de colesterol

S&o muitos os fatbres que influenciam deeizsivamente o resultado
final da reacdio. Assim, pois, a guantidade de acido sulffivico deve
ser exatamente medida, a reaclio deve desenvolver-gse numa tem-
peratura exatamente determinsda, no escuro e num determinado
intervalo de temipo. Além do que, o material usado deve estar
rigorosamente séco. :



COLESTEROL ‘ 141

A coloracio original da reacfioc de Lieberman %-Burchard1®
atinge o seu méaximo em 9 minutos e ¢ de pequena duracfio. Shef-
fel 1) estudando a reaclio mcima, mostron que a coloracio desen-
volvida forna-se estiavel por mais tempo quando adicionamos aos
reagenies iniciais Acido acéiico glacial em proporcdo definida.
Asgim a coloracio desenvolve-se mais lentamente, atingindo um
maximo em 21 minutos, al permanecende duranfe 14 minutos para
depois diminuir muito lentamente.

Asgim, pols, esta reacio pode ser usada para delerminaches
guantitativas,

PARTE EXPERIMENTAL

Iniciando os nosscs trabalhos experimentais efetuamos uma
série de determinacdes do colesterol contido em ovos de galinha,
adguiridos nos nossos mercadoy e separados segundo a classificacio
af usada, isto é, ovos de 1.2 qualidade com carimbo verds, ovos de 2.2
gualidade com earimbo roxo e ovos de 8.2 gualidade com carimio
preto.

A téenica foi a seguinte: pesamoes em um becker cérea de
0,100 g de Ovo total em pé, séeo a B0° e adicionamos sob agitacdo
10 cm® de uma soluglo a 60% de hidrixide de potdssio, cobrimps
com um vidro de reldgio, aguecemos em banho-Maria durante 3
horas e agitamos ceasionalmente até desintegrar toda a massa.

Deixamos esfriar até 409 adicionames 8 cm?® de 4leool etilico
e agitamos até gue tdda a matéria insolivel ficasse finamente diz-
persa. Adicionamos 20 cm® de éter etilico, agitamos bem o trans-
ferimos as soluctes para um funil de separacio de 250 ¢m? de capa-
cidade. Lavamos o becker da saponificaciic com 2 ou 3 peguenas
porctes de éter & com 10 em® de uma golucdio a 1% de hidrdxido de
potassio e transferimos as solucbes de lavagens para o funil de sepa-
rac8o. Agitamos bem o Hguido por 10 a 15 segundos. Deixamos
em repouso durante alguns minutos para permitir que as camadas
Se separassem o em seguids vagarcsamente transferimos a camada
inferior, gue & a solucdo de sabdo, para um funil de separacio de
150 em?®, com o cuidado de ndo fransferir gualguer peguena quan-
tidade de emulsfo ou matéria insohivel que estivesse entre as duas
camadas. Lavamos a extremidade inferior do funil com 5 em® de
hidréxido de potissio a 1%, transferimos pars o funil de 150 cm?
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adicionamos 10 cm? de éter e agitamos vigorosamente. Depois que
&8 camadas separaram-se, descarregamos a camada inferior e trang-
ferimos a camada de éter do funil de 150 para o de 290 em? lavcmdo
o primeiro com 2 vézes 5 cm? de éter.

Lavamos a solucglio de éter como anteriormente com 10 ecm® de
ke solucho a 1% de hidréxido de potissio, retendo qualguer matéria
insoliivel ou emulséio no funil. Adicicnamos & solucio de éter 2 cm?
de Acido cloridrico (1-4-4), agitamos, adicionamos 10 em® de dgua
e agitamos novamente. Descarregamos os acidos da lavagem. Lava-
mos a soluclo de éter com 2 porces de 10 cm?® de hidréxido de
potissio a 1%. A uma porcio da Ultima dgua de lavagem adiciona-
mos algumas gdtas de HC1 (1+4), e algumas gdtas de fenolftaleina.
Se tal prova apresentar-se clara ou 86 levemente turva, damos por
terminada a lavagem do éter. Caso contririo, precisaremos repeti-la.

Se a prova nfio apresentar turvacfio, lavamos a solucfio de éter
sucessivamente com 5 em?® de dgua contendo uma gdta da solucio de
Adcido cloridrico (1-4-4), e com duas poreles de 5 cm® de agua.

Finalmente desprezamos a camadsa aquosa ¢ mais completamente
possivel sem perder a soluclo de éter. Filiramos a solucdo etérea
para um tubo de ensaio com saida lateral graduado em 5 ecm® através
de 2 g de sulfato de sédio anidro, em um funil Buchner de vidro
com placa porosa ligado a nm pequeno aparélho de destilacio, segundo
nos mostra a figura n.% 1,

Depols da destilagcio total do éter eclocamos o tubo em um dis-
gecador sob &cido sulfdrico durante 12 horas para a secagem
completa,

O residuo dissolvemos em 5 cm® de <cloroférmio, adicio-
namos 1 cm?® de &cido acético glacial, 2 ¢m?® de anidrido acético e
0,2 em? de Acido sulfirico exatamente medideos. Fechamos o tubo
com uma roiha de borracha recoberta por celofane, agitamos bem e
levamos a um bhanho a 238° durante 25 minutos, conservando ¢ tubo
no eseuro,

A coloracdo verde desenvolvida fol medida num aparélhe cha-
mado “Lumstron® fabricado pela. Photovolt Corporation, Modéle
400 A, gue nfo é nada mais gue um celorimetro fotoelétrico. Usamos
para a leitura o filtro vermelho n° 850, e da leitura assim efetuada,
deduzimos a gquantidade de colesterol da amostra. Para isso efe-
tuamos primeiramente a construcio de um grafico padrie, partindo
de quantidades conhecidas de colesterol, como passamos & descrever.
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APARELHO DE FILTRACAQ
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GRAFICO PADRAQD

USADO na determinacfio do eolesterol,
no Lumetron 400 A — Filtrg vermeltho 850
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Pesamos 0,050 g de eolesterol Reidel, recristalizado em Aleool e
seg em estufa a 509 durante 24 horas. Dissolvenaos.em 50 em® de
clorofdrmio recém destilado. 1 em® desta soluchd contém 0,001 ¢
de colegterol. Tomamos 0,1 cm®, 0,2 cmd, 0.3 cm?, ete, desia solu-
cio, Elevamos a 5 em?® com cloroférmio e efefuamos a rescio de
Lieberman-Burchard, modificada por Sheftel. " Das leituras assim
obtidas, tragamos o grafico padrio,

Crilenlo 1. 100
s ez L% de g de colesterol por 100 g de produto.
S

L = mg de cclestersl na analise,
8 = n. de g da amostra.
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Apresentamos abaixo os resultados da dosagem do colestoral em
ovos de galinhas, pelo emprégo do método que acabamos de descrever.

Contetdo do colesterol em ovos de galinhas:

OVOS COM CARIMBO VERDE OVOS COM CARIMBO ROXO
No da o e No da . ,
R 2/bvo gf % amostra 2/6vo g/ %
i 0,285 1,88 13 0,264 1,27
2 6,274 2,20 14 £,203 1,48
3 0288 1,76 15 0,174 1,15
4 0,212 142 18 0,143 1,41
5 0,164 1,18 17 9,159 1,01
6 0,192 1,50 18 0,199 1,84
7 0,174 131 19 0,169 1,05
8 0,217 1,58 20 0,161 1,18
10 0,188 1,48 péso médio dos ovos 45 ¢
11 0,264 1,84
10 0,184 1.84 média de colestercl por évo, 0,175 g
pése médio dos ovos 50 g
média de eolestersl por dvo, 0,216 g

OVOE COM CARIMBQ PRETO

Ne da - o
amostrs g/ovo 8/ %
21 0,187 1,686
22 0,173 1,47
23 (3,156 1,23
24 4,166 1,29
25 (0,158 1,49
26 0,158 1,55
29 ¢,16% 1,32
23 0,175 1,63
29 0,187 1,78
pisc médio dos ovos 40 g
média de colesterol por &vo, 3,170
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A mesmg téenica é usada para a determinacio do nimero de
ovos el macarroes, biscoitos, phes de ovos, ete., porém com uma
ligeira modificacio na primeira fage do processo, isto é, fazemos
primeiramente uma hidrdlise dcida para desintegrar a massa.

Pulverizamos a amostra, passamos por uma peneirg de 20 ma-
[has, pesamos 2 g da mesma em um becker de 100 cm?, ¢ adiciona-
mos, sob agitacfic, 10 cm?® de acido cloridrico (1--1). Aguecemos
em: banho-Maria durante 30 minutos, agitando ocasionalmente para
desintegrar t0da 2 massa.

Esfriamos o frasco, adicionamos cuidadosamente com agitacio
8 g de hidréxido de potassio em pastilhas, até que a média do liguido
comece a ferver. (Culdado, esta reacdo se di com grande desen-
volvimento de calor},

Enguanto quente colocamos ¢ frasco no banho-Maria, cobrimos
com um pequenc vidro de relégio e aquecemos 3 horas eom oeasional
agitacido da mistura,

Esfriamos até cérea de 40° adicionamos 6 cm?® de 4dlcool
agitamos vigorosamente por 1 mingto e transferimos a solucdo
para um funil de separacio de 250 cm3. O processo continda como
ficou dito acima para ovos.

Cdleulo 1, 190

= n.¢ de g de colesterol por 100 g do produto.
3

L — mg de colesterol na analise

8 — ne de g da amostra.

Da qguantidade de colesterol assim obtida podemos deduzir a
quantidade de ovos empregados na fabricacdo do produto.

Quande tomamos para os oves a média de 0,170 g Jde colesterol
por &vo, entdo um macarrdo gue contém 3 oves por quile de massa
devera conter 0,510 g de colesterol por quilo. A quantidade minima
permitida pelo Regulamento Bromatolégico do Estado de S#o Paulo
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¢ 0,450 g de colesterol por quilo, para macarrdes, e 0,600 g para
pées com ovos.

Foram analisados por ésbe modo, uma série de produtos que
damog a segulr:

BISCOITOS MACARROES
Ne da Colestero} No dw | Colesterol
amostra g/ % amostra g/ %
3.108 0,160 1.870 0,050
3.104 G,140 1.700 0,090
3.105 0,150 2315 0,060
3.106 0,150 2 491 0,050
3.107 6,116 2814 0,080
3.411 0,100 2.213 0,080
8.412 0,120 3.287 0,058
3.413 0,060 3.288 0,050
3.415 6,150 3.289 0,055
3.417 0,185 © o7 0,050
3.418 0,120 286 0,120
3.419 6,160 243 0,070
3.420 0,280 1.471 0,100
3.597 (4,060 1.472 0,054
3.598 0,100 1,839 0,044
3.970 0,166 2.053 0,054
4.054 0.128
4.066 0,100

CONTROLE DO METODO

Para pedermos julgar a especificidade e exatidio do método por
néds usado, passamos a dosar ¢ colesterol em mbssas as guaig adi-
cionamos colesterol em quantidade conhecida. Os resultados obtidos
nestas anédlises permifem-nos declarar que a determinacéo do coles-
terol de acbrdo com a itécnica descrita é de grande exatidio e espe-
cificidade. Podemos pois, aconselhar o uso déste método nas andlises
de rotina, para a determinacfio da quantidade de ovos em produtos
glimenticios,

RESUMO

Estudamos neste trabalho o problema da determinacio da quan-
tidade de ovos em produtos alimenticios. Foram feitas analises em
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18 biscoitos e 16 macarrdes, ¢ os resultados obtidos permitem-nos
declarar gue a determinacfo da quantidade de ovos em produtes
alimenticios de actrdo com a ftéenica deseriia, & de grande exatidio.

SUMMARY

We have studied in this work the problem of the delermination
of the amount of eggs in alimentary pastes. We have made analysis
in 18 “biscoite” and 16 “macaroni” and the results in these analysis
zive to us the permission to say that the determination of amount of
eggs in alimentary pastes in accord of the technic described is of
great accurance.
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I — Consideracbes gerais. Achados de diversos pesquisadores. Fatdres que
condicionam o aparvecimento de leveduras na vagina. A flora vaginal
nag portadoras de leveduras.

II — Leveduras encontradas na vagina. Fontes de infecgfo,

IIT - Significado de uma levedura no contefido vaginal. Possibilidades de sua
patogenicidade. O quadre clinico da vulvovaginite blastomicéiica. Re-
iacfo entre sintomas e achados mieoldgicos.
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V — Principios gerals de terapéutica.
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I — Pesguisas realizadas. Classificac@o das pacientes. Método de estudo.
Ii — Resultados obtides.
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[ e CONSIDERACOES GERAIS. ACHADOS DE DIVERSOS PESQUISA-
DORES. FATORES QUE CONDICIONAM © APARECIMENTO DE
LEVEDURAS NA VAGINA., A FLORA VAGINAL NAS PORTA-
DORAS DE LEVEDURAS.

o

Os estudos referentes & flora vaginal tém sido realizados de
modo sistemético por numeroses pesquisadores, mas a importineia
etiopatogénica de muitos microorganismos do contetdo wvaginal,
ainda é objeto de controvérsias e diseussbes as mais diversas.

J4 em 1840, Wilkingon demonstrars a presenca de leveduras na
vagina e, no entanto, ainda hoje discube-se o papel que 8sses cogu-
melos degsempenham na génege de vulvovaginites, Cremos que estas
discussfes ndo se justificam, quando se compreender que o dados
de laboratério deverfic sempre ser interpretados de acbrdo com a
clinica. Se um exame micologico cuidadoso revela, repetidas vézes,
a presenca de uma levedura na vagina e s¢ o exame ginecoldgico
atesta a presenca de lesdes de vulvovaginite, se a paciente conta em
sua histéria, manifestacdes de prurido o corrimento, todos éstes ele-
mentos, considerados em conjunto, conduzem a crer no papel pato-
génico da levedura. Afastadas ouiras causas produtoras de vulvo-
vaginites (pelos exames laboratoriais e clinicos), o diagnéslico de
levedurose vulvo-vaginal se impoe € mais o especialisia se certifica
do diagnéstico estabelecido, quando a terapdutica especifica oferece
resultados animadores e nfio raro brilhantes.

Plass, Hesseltine ¢ Borts (1931) afirmam em seu interessante
“trabalko “Monilia vulvovaginitis™, gque a literatura médica 2 res-
peito désse assunto é muito vasta, e até hoje nfo se chegou a um
achrdo enfre os estudiosos, sdbbre o papel desempenhado pelas leve-
duras como agentes causais de vulvovaginites.

Sabe-se que a prenhez é um dos grandes fatdres gue condicio-
nam o aparecimento de leveduras na vagina.

Carter e Jones (19387) estudaram a flora vaginal de 114 ges-
tantes aparventemente normais e de 100 pacientes nfo gravidas.
Leveduras foram isoladas de 327% das 114 gestantes e 14% no
segundo grupo. '

Jones e Martin (1938) realizaram pesguizas sbbre a flora

micética de 52 gravidas e 16 nfo gravidas, encontrando ag mesmas
percentagens dos autdres anteriormente eitados,
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O trabalho de Carter e Jones {1937) é excelenie e nog da uma
idéia geral a respeito da flora vaginal da “mulher normal”. Afir-
mam &sges autdres que a concepcio de flora vaginal normal é falss
e irregular, porgue os achados bacterioldgicos variam com uma série
enorme de fatbres, tais como habitos de higiene da paciente, estacio
do ano, duracio de prenhez, menstruacio, emprégo de banhos, du-
chas e antissépticos vaginais, ete.

Carter ¢ Jones (1937) empregaram o termo “normal” &s
pacientes que apresentavam os geguintes requisitos:

a4) Paclentes gue ac exame fizico geral ndo apresentavam alte-
racbes metabdlicas e endéerinas dignas de noia;

b) auséneia de corrimento vaginal e de lesbes para o lado da
vulva, vagina e cervix;

¢) auséneia de manifestacdes de abbrto recente;
d) auséneia de gonococos o de Trichomonas;

e} mnenhuma das pacientes havia se submetido a qualguer
forma de terapéutica vaginal, tais como duchas, tampdes ou supo-
sitbrios.

Bstes autbres dividiram as pacientes em trég grupos, conforme
o estudo dos esfregacos vaginais:

Grupo 1 — Presenca exclusiva de bacilos de Déderlein, ou de
bacilos de Déderlein - Staphylococcus albug ou leveduras.

Grupo 2 — Presenca de bacilos de Déderlein em pequeno niimero
a de oufrog microorganismos.

Grupo 3 — Auséncia de baciles de Diderlein.

Os resultados obtidos apés o estudo dos esfregacos, divididos em
3 grupos, foram os seguintes:

Grravidag Néao grividas
N.e % N.e %
Tipo I ...oiooas. 19 16,66 15 15
Tipo II .......... 45 39,47 15 1B
Tipe IIT .......... 5O 43,85 70 it

Total ..., 114 100
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Os achados bacterioldgicos dos referidos autbres podem ser
assim esquematizados:

Grduvidas

Pretas Brancas
Bacilos difterdides ............ Tdop 706,
Staphylococens albus ......... T8% 61%
Streptococcus angerdbios ... .. . ... 0 i, )
Streptococeds Gamma ........ 209 21
Streplosoceus alpha ... .. . 0 e
Eacherichic coli ... .. ....... 109 1265
Levediuras «vvevrreenininnnans 369 2196
Bagciles de Déderlein ......... 49 % T3%

Néo grivides

Bacilos difteréides ........... 4% A%
Staphylococous albus ......... 52% 48
Sirveptococeus anaerdbios . ..., Bach 4640
Streptococcus anﬁw ......... 329, 449,
Streptococeus alphe . ......... 8% . 10,
Fscherichin coli ... ... ... ... % 0%
Levedaras ......o.....ooo.... 145 14

Bacilos de Diderlein ... ....... 22 3695

O irabalho désses autdres é muito interessanfe porque é&les
sstudaram a flora vaginal anaerébia e microaeréfila, de gravidas o
de mulherss nfo grévidas,

Preconisam Carter e Jones o estudo cuidadoso da flora vaginal
das “nio gestantes” e conforme o resultado obtido, tratd-las con-
venientemente,

Analisando os fatdres que condicionam o aparecimento dos
bacilos de Déderlein no itrato vaginal, Carter ¢ Jones (1937) citam
o trabalho de Weinstein, Bogin, Howard e Finklestone (1926), os
guais demonstram o papel da acidez vaginal na prevengio de in-
fecebes, particularmente durante a prenhez.

Sugerem éstes autdres que a estrina azmenta nas mulheves, &
medida que elag alcangcam o periodo de puberdade, asgim como nas
grividas, especialmente nosg Ultimos méses de gestacic e que a
estring intensifica a acidez vaginal, favorecende o crescimento dos
baciles de Doderlein. Assim, a administracio de estrina a macacas,
intensifica a acidez 'vaginal, com aumento dos bacilos de Diderlein.
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H4 uma relaciio muito estreita entre flora bacteriana vaginal,
pH, conteddo de glicogénio da mucosa ¢ allura da camada das células
vaginais,

O metabolismo da mucosa vaginal, dificil de ge determinar,
porgue, ac que parece, nio existe um método capaz de avalar a
guantidade daguela substincia no conteddo vaginal, estd em intima
relacio com a estrina. O glicogénio transforma-ge em glicose na
vagina e & seguir em acido lactico. Este dcide produz, na wagina
normal, um pH mais ou menog igual a 4,0, 6timo para o desenvol-
vimento dos bacilos de Déderlein. As leveduras vivem igualmente
neste pH, preferinde todavia um pH de 5 2 5,5,

Estd elaro que, & medida que o pH passa a ser neutro ou alca-
lino, a flora torna-se mixta e esta hipoacidez eria condicfes especiais
para a proliferacio de microcrganismos patogénicos que vegetam
bem em pH de 6,0 — 7,6.

YVemos, pois, que uma “vagina normal” deve conter tinlcamente
bacilos de Doderlein, pH = 8,9 — 4,3 e uma alia camada de células
epiteliais.

O aumento do glicogénio durante & prenhez ¢ & relacio désse
agmente com a flora acidGrica foi fambém estudada em 1936 por
Oberst ¢ Plass. _

Um outre trabatho que merece referéncias especiaig, nesta parte
introdutoria, € o de Carter, Jones & Thomas, (1940},

¥istes autdres estudaram, em 200 grévidas, a incidéncia de
leveduras na vulva e na vagina, a relagio enfre o8 sintomas apre-
sentados pelas pacicntes e os achados micoldgicos, a possibilidade
de alguma correlacdo existente entre aglufininas no soro, sensibi-
lidade cutdnea e cultivos positivos para leveduras, a incidéncia de
Trichomonas em pacientes com leveduras e a relacdo existente entre
os varics tipos de flora waginal e leveduras e Trichomonas,

Bstes aulbres, em 200 pacientes, 83 primiparag e 117 multipa-
ras, obifiveram 86 cultivos de leveduras (43%), sendo que de 54
brancas isolaram, apenas 11 vézes cogumelos leveduriformes (20,49%)
e de 148 pretas, T5 vézes (51,4%).

A freguénein de leveduras na vagina de diabéiicas fem sido
assinalada repetidas vézes, mostrando 8ste fato a importdncia do
fator “ferreno” na implantacdo e proliferacio das leveduras.

Arce (1940), da ainda muita importéincia ao terrene econges-

ivo-varicose das pacientes e & insuficiencia perineal como causas
predisponentes 4 vulvovaginite blastomicétiea.
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Heaseltine (1933), em 21 casos de mulheres diabéticas encon-
trou, em 18, cogumelos leveduriformes na vagina.

A frequéncicia de leveduras na vagina estd, igualmente, na
dependéncia da higiene pessoal. Woodruff ¢ Hesseltine (193%)
verificaram por ex. que, em pacientes pretas a incidéncia de levedu-
ras é maior (41%), ao passo que nas brancas era de 33%. Nas
brancas de higiene mais acentuada, a incidéncia foi de 14%.

A flora vaginal nos vortadoras de leveduras: é sempre inte-
ressante gue, ac lado de cultivos do material vaginal, se pratique
vm esfregaco, corande-o pelo método de Gram ou por uma de suas
modificacdes.

Vimos, linhas atrds que, segundo Carter e Jones (1987), os
esfregacos vaginais podem ger divididos em trés tipos:

Tipo I — Bacilos de Doderlein sdmente ou bacilos -4 leveduras,

Tipo I - Bacilos de Ddderieir. com outros micrcorganismos.

Tipo III — Auséncia de bacilos €e Diderlein.

Segundoe as verificacdes de Carter, Jones e Thomas (1940), as
leveduras foram mails cultivadas em mulheres com flora vaginal
do tipo 1L

A maioria das pacientes com Trichomonas, nfo apresentava
bacilog de Doderlein, pertencendo, pois, ao tipo IIl.

Nas 200 mulheres estudadas por Carter, Jones ¢ Thomas 08
resultados oblidos quanto aos tipog de esfregacos vaginais podem ser
assim resumidos:

TiPO 1 TIPO | TIPS 1
63 PACIENTES 88 PACIENTES 49 PACIENTES

Trichomonas { Candida § Trichomonas Candida | Trichomenas | Candida

No 9 11 13 15 59 31
ofo 14,3 17,5 34,2 39,5 59,5 31,3

Nos casos por nés observados, a maioria dog cogumelos isolados
fol em mulheres com flora do tipo II, ¢ que estd em concordéncia
com o trabalho de Carler, Jones ¢ Thomas {(1940).
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1T — LEVEDURAS ENCONTRADAS NA VAGINA, FONTES DE IN.
FECCAO.

Diversas espécies de leveduras tém sido iscladas da vulva e
vagina, em casos normais e de vulvovaginites,

Uma das espécies mais frequentemenie encontradas ne frate
vaginal é a Condida stellatoidea (pesquigas realizadas nos Estados
Unidos). Bste fungo produz coldniag muito caracteristicas, com
uma pequena zona central elevada, de onde partem “bracos™ ra-
diados, de maneira irvegular.

A Candida stellotoidea nio cresce na superficie do caldo-Sabou-
raud, As suas colbnias, em dgar-sangue, a 37°C, assemelham-se a
“estrelas no ceun” (Stars in the sky). Nao fermeniam, com a pro-
ducdio de Acido e gds, a glicose e a maltose.

Carter, Jones e Thomas, em 200 grividas, izolaram de 86
{439%), cogumelos leveduriformes pertencentes aos géneros Can-
dida, Seccharomyces e Cryptococcus. A maicria das amosiras per-
tencia & espécie stellatoides, vindo em segundo lugar a C. albicans.
Vinte e sele (27) das amosiras pertenciam aos géneros Saeccharo-
myces e Cryplococous.

As amostras de €. glbicans foram inoculadas em coelhos por
via endovencsa (1 em?® de suspensdo salina a 15 ). A morie pcorria
nesses animais, dentro de 1 a 5 dias.

A C. stelletoideq, injetada na dose de 2 om® de uma suspensio
a 1%, nfo se mostrou patogénica para coelhos, inocuiados por via
VENOsa.

Além dessas espéeles, a . tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis,
ja tém sido isoladas da vagina. Levedurag pertencentes aos géneros
Torulopsis, Cyyptocoecus e Rhodotoruly também t8m sido jgualmenta
iscladas, Qs caracleres diferenciais das leveduras pertencentes ao
génerg Candida, sfo dados no gquadro retivado do trabalho de Mackin-
non e Artagaveytia (1945).

Fontes de infecedo: Ainda nfo estlo perfeitamente estabelecidas
guais ag fontes reais da infecclio blastomicética vulvevaginal,

As leveduras, veiculadas para a vagina, al se desenvolvem e
se adaptam quande o meio thes & favorivel, eonforme j4 vimos
anteriormente,

Diversos pesguisadores acham que as fontes principais de
infeccdio sBo representadas pelas leveduras encontradas nas fezes
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n

e pequenas lestes do suleo interglitec; devido & proximidade do
anus com a vulva, elas teriam possibilidade de passar para o contetido
vulvo-vaginal, .

B possivel, fambém, que as leveduras encontradas por alguns
autdres no suleo balanc-prepucial do homem, sejam levadas, através
o coito, para a vagina,

Nind {(1938), acha que a &gua empregads nas lavagens vaginais

node ser veiculadora Jos fungos.

I — SIGNIFICADO DE UMA LEVEDURA NO CONTEUDO VAGINAL.
POSSIBILIDADES DB SBUA PATOGENICIDADE. O QUADRO
CLINICO DA VULVOVAGINITE BLASTOMICETICA. RELACAQD
ENTRE SINTOMAS E ACHADOS MICOLGGICOS,

A nosso ver, ¢ achado de uma levedura no contedido vaginal
deve sempre ser analisado de acbrdo com os dados clinicos (subje-
tivos ¢ objelivoes).

Plass, Hesseltine e Borts (1931) citam Kerr, Fulkerson, Cros-
sen, Graves o Frank os guais admitam a patogenicidade da levedura
nas vulvovaginites.

Castellani e Taylor (1935) duvidam desta patogenicidade, por-
que as leveduras podem ser encontradas na vagina sem determinar
o aparecimenic de sintomas (poriadores assintomaticas).

Stephan acredits que as leveduras ndo representam os agentes
principais na inflamacho, pols sfo geraimente secundérios e estdo
associados 8 outros processos inflamatdrios.

Néo ha duvida que levedurag pertencentes ao género Condida
podem eatar presentes na vulva e vagina, sem determinar qualquer
processo inflamatério, mas em determinadas condicfes, 8stes mesmos
cogumelos sfo capazes de provocar alteracfes para o lado da parede
vaginal,

A relacio entre leveduras na vagina e “sapinho bucal” deos
recémnascidos, tem sido muito investigada, achande Woodruff e
Heszeltine (1938) que, uma crianca de mie infectada tem 3b vezes
mais chanee de desenvolver ou de adguirir o sapinho do que criancas
" de maes ndo infectadas.

Para um diagndstice clinico seguro de vulvovaginite blastomi-
cética, na sua forma cldssica, impbe-se a presenca de um corrimento
eshranquicado ou de placas vaginais, semelhantes a leite coalhado.
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Frequentemente se encontra a associacio de leveduras com o
Trichomonas vaginalis, de tal modo que o quadre elinico pode se
apresentar aglierado.

Nas grévidas, particularmente no @liimo trimestre da gravi-
dez, éste dado é verdadeivo.

O quadre clindco do vulvovaginite blastomicética: Castellani
divide as vaginites por levedurag em dois tipog clinicos: um, deno-
minado membranoso, em que a mucosa vaginal fica recoberta por
placas membranosas brancas (sapinho vaginal pure) e um segundo
tipe - puralenic — traduzido por um corrimenio vaginal rico em
cogumelos,

Winckel acha que o sintoma dominante é o pruride vulvar, as
vézes acompanhade de ardor & micedo e dbres pelvianas.

Entre as mulheres ndo grividas, portadoras de valvovaginite
hlastomicética, Plass ¢ colaboradores (1931) afirmam que o8 sin-
tomas se intensificam npo perfodo pré-menstrual, quande s acidez
vaginal aumenta, em contraste com as infeccdes produzidas pela
Trichomonas vaginalis,

Aqui, o desconforto & mails pronunciado durante ou depois da
menstruagio. Nota-ge, frequentemente, nos casos de infecglo, a
vermeihiddo da mucosa dos pequencs labios e da vagina (1/3 in-
ferior). O processo inflamaiério pode envolver a pele da vegifo
perianal, com o desenvolvimento de um intertrigo.

Quanto ao corrimento, algumas mulheres o apresenfam espésso
e amarelade, a0 passe due g maicria ndo revela ésie dado,

A sinonimia da monilisse vaginal é muito grande. As expres-
sfes “valvovaginite blastomicética™, “vuivovaginite miedtica”, Soor-
kolpitis”, “Muguet vulvovaginal”, “Vulvovaginal thrush”, “Vulvite
altosa”, “Micose vaginal”, “Vulvovaginite sacaromicética”, tém sido
ntilizadas para designar o quadro elinico do “sapinho vaginal”. l1a
Blaye, citado por Popoff e colaboradores (1929), conszidera asz se-
guintes formas anatomo-clinicas de levedurcse vulvovaginal: vagi-
nite cremosa, vulvite {:rémosa, vulvite ulcerativa, vulvite pseudo-len-
coplésica, valvite eczematiforme, nruride micdtico da vulva ou vulvite
micética pruriginesa forma vesiculo-pustulosa cuténea.

- Arce (1940}, deserevendo os sintomas da vulvevaginite bias-
tomicética, distingue os subjetivos e os obietivos. No grupo dos

-

sinfomas subjetivos, assinala ¢ prurido gque é mals pronunciade 3
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noite ¢ nos periodog que precedem & menstruacio, aumento da sensi-
bilidade vaginal, calor local, ardor ao wringr e lewcorréa,

Entre os sintomas objetivos, nos casos tipicos, a vulva esti
edemaciada, e nas paredes vaginais aparecem peguenos pontos bran-
€08 ou branco-amarelados oy entfio um processo inflamaldric difuso,
vulvovaginal.

Arce {1940) diz gue a “moniliase vulvovaginal” constitue um
assunto de grande Importéncia diagnéstica para o médico, achando
que og sintomas revelados pela paciente séo, quase sempre, devidos 2
producac de substineias intermedidrias, resuitantes do metabolismo
das leveduras guande atuam sdbre a glicose,

Plass e colaboradores (1931) acham que nos casos de corrimento
vaginal em que se encontram leveduras associadas a Trickomonas, o
tratamento deve ser dirigido principslmente confra ¢ fungo, pois
&ste &, possivelmente o agente responsivel, mais provavel pelos
sintomas,

Relacao entre stntomas ¢ achados micolégicos: Segundo Carter,
Jones e Thomas (1840), o sintoma deminante no quadroe da vulve-
vaginite blastomicética é o prurido. Os outros sintomas, tais comeo
corrimento, ardor, ete, muitas vézes 86 aparecem quando as lesdes
ja sdo antigas ou em manifestactes agudas de vulvevaginite.

Ao que parece, cogumelos pertencentes aos géneros Torulopsis
e Seccharomyees nio possuem vm grande signifieado do ponto de
vista médico. Os Saccharomyces pertencem ao grupe das leveduras
de interésse eomereial e a micoterapia com tais fungos fol mesmo
utilizada para a manutencdo de uma flora vaginal seiddriea.

Dai a importincia do micologista identificar perfeitamente os
cogumelos isolados, pois leveduras filamentosas anascogenag, per-
tencentes ao género Candida, possuem malor valor do ponto de vista
médico.

Segundo Carter, Jones e Thomas (1940), ¢ prurido vaginal nos
casog de vulvevaginite blastomicética, é devido, principalmente, a
trés espécies de Candida: albicoms, stellatoiden e tropicalis.

Segundo Neuberg e col, certos produtos intermediarios da fer.
mentacio da gheose, tals como o acido pirtivico ¢ o acetalaldeido, séo
os responsgdveis por alguns sintomas apresenfados pelas pacientes,
principalmente o prurido. :

Nas pacientes em gque fungos dog géneros Saceharomyees ou
Cryptococeus foram isolados, nenhum gintoma fol ohservado pelos
autbres acima referidos.
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IV — DIAGNGSTICO DE LABORATORIO DA VULVOVAGINITE BLAS-
TOMICETICA. VALOR DOS EXAMES IMUNO-ALERGICOS,

a) Hxame microsedpico. — O material da vulva ou da vagina
devera ser colhido com ¢ auxilio de um estilete em cujs extremidade
se coloca um tampio de algeddo esterilizado,

Obtido o material, devemos em primeiro lugar praticar uam
es{regaco, para depois semearmos em Sabouraud-glicose (placas).

O esfregaco, corado pelo mélodo de Gram ou uma de syas va-
riantes, deverd ser cuidadosamente examinado, anotando o analista
a presenca dos bacilos de Déderlein, micélios, flora Gram negativa,
piteitos, células vaginais, ete.

Como vimog linhas atras, Carter e Jones (1937) classificam a
flora waginal em trés tipos, numa ligeira modificacio da velha elag-
siffcacio de Schroder (19213,

Leveduras pertencentes ao génerc Condide, segundo Carter,
Jones e Thomas (1940), sfo frequentemente isoladas de pacientes
com o tipo IT da flora, 20 passo que as Trichomonas sfo observadas
eomumente nas mulheres eom flora tipe 111 :

Achamos conveniente que, ao lado do esfregaco para a pes-
gquisa de cogumelos, o analista realize um exame a fresco para a
procura de Trichomongs.

Em alguns casos, apesar do exame microgebpico cuidadoeso, née
se revelam cogumelos e no entanto, as culturas se mostram positivas,
mostrando &ste fato que o cultivo em meios seletivos constitue um
método mais eficients para o dizgnéstico.

Convém que se anote, ao exame microschpico, a presenca de
filamentos ou de células gemulantes ¢ g quantidade de leveduras
encontradas.

Nos casos por nés observados, ag leveduras foram, quase sempre
encontradas em mulheres com flora I e II, sendo & reacdo do con-
tetido vaginal, dcida,

b) Cultures. - O “tampdc” vaginal deveri ser imediata-
mente semeado em placazs de Sabouraud-glicose, mantidas a 24-28°C.
ol a 37°C, Quando o material nfo puder ser semeado diretamente,
devemos colocar o tampio em um tubo de ensdio contendo caldo-Sa-
bouraud ou solucéo de acido citrico a 10%.

Agita-se depois o meio e passa-se para Sabouraud-glicose. O
adgar-mostura e ¢ Agar-mel constituem, igualmente, ftimos meios para
o izolamento de leveduras. :
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e) Fdentificacio, — Iscoladas as coldnias sugpeitas de leveduyras,
pode-se praticar um exame microscépico para confirmar o diagnfs-
tico e, em seguida, 4 custa dos dados culfurals, micromorfolégicos e
blogquimicos, identificamos a amostra isolada, com relativa facilidade.
Para tal, tratando-se de leveduras do género Condide, seguimos a
orientacdo de Mackinnon e Atagaveytia (1945) ou a de Martin,
Jones, Yao e Lee Jr. {1937).

d) Provas sorcldgicas. — Enire as reacSes que podem ser
praticadas no sbro das pacientes, devemos citar a sbro-agiutinacio
e g reacic de fixacio do complemento. Para ax provas de sOro-
aglutinaciio, Carter, Jones e Thomas (1940) prepararam um anti-
geno partindo de 6 amostras de Candide, isoladag da vagina. Cul-
turas obtidas em Sabouraud-giicose (24 horas), foram suspensas om
soluglo fisiolégica, seguindo-se a cenfrifugacio.

Diluicdo do antigeno a 1:1.000 cra realizada,

Séro diluido ¢ antigeno eram agitados 30 minates em um agi-
fador mecénico; depois, colocavam-ge oz tubos em geladeira, durante
a noite, voltando-se a agitar no dia seguinfe, durante 30 minutos.
Seguin-se a leitura da reacdo.

Os resultados das provas de sdro-agiutinacio, obtidos por Carter,
Jones ¢ Thomas (1940}, foram os seguintes:

De 100 pacientes cujo sdre foi verificado, 85 mostraram possuir
aglutininas para as seguintes espécies de Camdida, ensaiadaz: ¢
albicans, C. stellatoides, C. trovicelis (M. candide), C. krusei, C.
porapsilosis,

Os titulos de sglutininas encontrados variavam de 1:80 a 1:5,
respectivamente, -

Das 35 pacientes em cujos sérog se demonstraram aglutininas,
cultivos positivos para Candide foram obtidos em 12 (34,4%).

Das 65 pacientes sem aglutinas ne sbro, 22 (83,8%) reve-
faram cultivos ¥aginals pesitivos,

Og autdres chegaram a conclusfio de que o fato da presenca ou
auséneia de aglutininas no s6re das pacientes ndo deve ger empre-
gado como indice de infeccdo vaginal,

A nosso ver, a reaclo de fixacie do complemento, quande bem
interpretada de acordo com os dados ck¥nicos e quando realizada com
antigenos bem sensivels, pederd prestar malores subsidies ao
diagnéstico e ao contrble de cura das vulvovaginites blastomicéticas.

e} Reacdes wnivadérmicas, — Carter, Jones e Thomas, pre-
parande um antigene de modo andlogo ao utilizade para as provas
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de sdro-aglutinacioc, tendo apenas o cuidado de destruir as leveduras
por aquecimento, adicionando como preservativo 0,85% de tricresol,
verificaram que em 100 mulheres estudadas, 49 mosiraram alguma
reacBo aos cinco antigenos ensaiades.

Das 49 pacientes com reagCes posifivas, 15 (280,6%) revelaram
cultivos positivos para Condida, sendo gque em 12 delas, a positivie
dade da reacdio correspondia ao antigeno idéntico & amostra isolada
da vagina., Na maioria das pacientes, contudo, as reacbes positivas
foram obtidas com outras espécies de Coandida.

Das B1 pacientes com reacfies negatfivag, leveduras pertencentzs
ao género Candida foram isoladas em 15 (87.3%).

A percentagem de pacientes com leveduras na vagina fol mals
slevada no grupo das gue apresenfavam reacdes intradérmicas ne-
gativas,

1)y Inoculacdo da levedwre em animais sensiveis. — Plass e
colaboradores (1932) citam as cxperiéneias realizadas por Winckal
no sentido de inceular vaginag de coelhas com leveduras izoladas de
easos humanos de vulvovaginite, a fim de tentar reproduzir um
quadro de “sapinho”; conseguiu, porém, a producio de uma ligeiva
vermelhidio da mucosa, enquanfo Colpe, utilizande as mesmas
espéeies, verificou uma congestio difusa, assim como secrecdio serosa,
gue apareceu no segundo dia, desaparecendo ao fim de 10 & 12 dias,

Haussmann, citado por Plass e colaboradores {1931}, inoculou
por via vaginal uma mulher gravida, observando 9 & 10 dias depois,
pruride e gueimacio vaginal, ‘

O coetho é um animal muito sensivel & inoculagio venosa da
Candida albicans,

V — PRINCIPIOS GERAIS DE TERAPARUTICA.

Esta praticamente estabelecido que o melhor tratamento
da vulvovaginite blastomicética reside na aplicacfio local da wicleta
de genciana, em solugio aquosa a 1 ou 2%,

Segundo Lewls e Hopper (19438), a vicleta de gencians econs-
titue a terapbutiea mais indicada em fodos oz casos de leveduvoses
cutdneas ou mucosas,

Plags e colaboradores (1931), acham, igualmente, que a vicleta
de genciana representa a ferapéutica ideal da valvovaginite por le-
veduras (moniliage vaginal)., Afirmam textualmente Bases autbres:
“Gencian wiclet, in 1 per cent agueous solufion appears to be an
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almost specifie therapeutic agent. Frequently, two oy three appli-
cations are sufficient 1o relieve the itching, although longer
treatment is probably necessary to irradicate the organism, com-
pletely.”

A violeta de genciana é um corante 4 base da trifeniimetana,
possuindo em sua estrutura guimica 5 ou 6 grupos metilicos.

Ao lado da aplicacfio local da violeta de genciana, podemos indi-
car lavagens com borate cu bicarbonato de sédio, permanganato de
potassio, ete.

Hesseltine (1937T) acha que o iodo é o elemento de mrais alte
poder fungicida, sendo todavia irritante. Recomenda éste Autor,
o emprégo de supositérios vaginais, compostos de iodeto e iodats de
poléssio na proporcdo de 6,2 para 1. Desia mistura se originaria
Todo livre, em contacto com o melo dcido vaginal. Alguns Autdres
recomendam o emprége do picrato de prata em supositérios vaginais.

A vacinoterapia nfio é muito indicada, pois a micose é benigna,
nio reguerende, portanto, medidas imunobiolégicas de tratamento.

Alguns Autdres indicam a ingestdo de eabornato de magnésio e
de caleio em doses elevadas, assim como dieta isenta de cereais,
batata, pio e amildceos. Em certas formas de vulvovaginite, rebel-
des ao tratamento pela violeta de genciana, alguns avtdres recomen-
dam o mercirio erémo,

_ B _—

{ — PESQUISAS REALIZADAS. CLASSIFICACAC DAS PACIENTES.
METODOS DE ESTUDO.

Todas as pacientes por nds estudadas eram primériamente divi-
didas em dois grupos: o dag gestantes e o das nfio gestantes,

Uma observaciio cuidadoga era feita, preenchendo-se os dados
constantes de uma ficha padrfio, na qual se anotavam o nome da
paciente, ¢y, estado civil, profissfo, idade da prenhez, nlmero de
parfos, nldmero de abortos, dados sbbre corrimento, na inféncia,
guando solteira ou casada, e neste easo por ccagifio da gravidez,
cuidados higiénicos, ete,

A cfir, consisténcia, aspecte, quantidade, cheire ¢ periodicidade
do eorrimento eram anctados. O prurido, a influéneia da menstrua-
cdo sObre o corrimento, a presenca de “assadura” eram também
suficientemente anotados, ao lado de exame dog 6rgios genitals
externos e internos (exame das paredes vaginais e do colo),
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Feito o exame clinico cuidadoso e preenchida a ficha, o mate-
rial era colhide com o auxilic de um estilete montado com algodio,
em uma das extremidades, tudo esterilizado e imediatamente envia-
do ae laboratorio.

Sigtematicamente faziamos um esfregaeo corado pelo métode
de Gram, para o estudo da flora vaginal.

As culturas eram praticadas em melos de Sabourau-glicose,
dispostos em placas de Petri, assim como em agar-glicosado e aci-
dificado pelo acido tartarico a 1%, colocades & temperaturs de
37°C.

A identificacfio dos cogumelos leveduriformes pertencentes ao
género Candida, fol realizada segundo a orientaco de Martin e co-
laboradores (1937). Recorremos sempre, nos casos de divida, ao
métode do auxanograma em fontes azotadas e hidrocarbonadas, di-
ferenciando as leveduras do género Cundida de acdrdo com os dadog
cothidos no recente trabalho de Mackinnon e Artagaveyiia (1945).

Os resuliados obtidos estio adiante expostos,

A identificacdo das leveduras pertencentes ao género Coandida,
segunde Martin e colaboradores (1937}, se faz do seguinte modo:

IDENTIFICACAQO DE LEVEDURAS PERTENCENTES
AQ GENERO CANDIDA

Segundo Martin, Jones, Yao ¢ Lee J1.

1 — Igolar o fungo em agar-Sabouraud.
Glicose Bacto ...........cooiiiiiit, 48 g
Pepiona Fairchild ............cov.us, i0 g
N 25 g
Agus destilada  ....... ... .., 1.9066 em3.

Misturar no autoclave, filirar através algodfio. Distribuir e
esterilizar, Nao hé necessidade de determinacfio do pH.

2 — Transplantar para Sabouraud-liguido e ineubar g 37°, du-
rante 48 horas.

Para o Sabouraud-liguido, usar a mesma férmula que a ante-
vior, menos o agar. NE&o ha necessidade de filtracdo, nem de deter-
minacio do pH., Preparar, distribuir e esterilizar.
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3w Depois de se anotar o tipo de crescimento em Sabouraud
ligquido, o sedimento € agitado e semeado em placas de dgar-sangue
{pH igual a 7,4) e incubado a 37°C, durante 10 dias. Anctar o ti-
po de coldnia e passar uma delas para um tubo de Sabouraud-glicose
gblido,

Preparar em primeirc lugar o Agar-simples,

BExtrato de ecarne Difeo .............. 3 o
NaCl o r s imes s ranaanesan 5 .
Paptona Difeo ... .. i ii i, 10 e
= 25 g,
Agua destilada ..o 1,000 em?,

Misturar no autoclave, pH igual a 7.6, Filtrar. Distribuir.
Autoclavar.

0 4gar-sangue serd preparadc com 10% de sangue estéril, ei-
tratado, de carneiro.

4 — Estudada a colénia em Agar-sangue, transplantar uma
coldnia para Sabouraud-glicose, incubando-a a 37°C, durante 24-48
horas. Passar depois para um tubo com cenoura, deixada & fempe-
ratura ambienbe, para pesquisa de ascosporos, O restante do ma-
terial passa-se para dgar-simples (pH igual a 7.4).

5 — Prepara-se uma suspensdo da levedura (1 a 2 cm3 de
uma suspensio espéssa) e 4 tubog com caldo, coniendo os seguintes
acleares: glicose, sacarose, lactose e malfose. Imeubar 10 dias a
37°C.

Adiciona-se em cada tubo um pouco de uma mistura de vase-
{ina-parafina.

Caldo + H. C.

Bxtratode earfie ., ...ooviiiiiiiiain.. 3 g
NaCl civanirsriinrrneaienarernernrarnn 5 g
Peptona Bifeo ... .. . i 10 g
Agua destilada ... 09 cms.

Agquecer até ferver e titular exatamente o pH & 7.2.
Adicionar 100 ecm3 da solucho indicadora. Filirar. Distribuir
guantidades de 10 cm3. Aufcclavar 15 minutog. Adicionar 0,5
em8 de oma soluefio a 20% do H.C., esterilizado por filtraciio em
Seitz. O caldo nio deverd ser conservado mais de 2 n 3 semanas,
devido 4 mudanca no seu pH.

‘Para a obtencdo rapida de ascos, utilizamos geralmente uma
dgua de fécula de batata.
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Solucho indicadora:

Bromotimol azul ... . .0 iiiiiiiiias 0,04 g.
Agua destilads ... ... ol . 100 cm3.

Adicionar uma pequena quantidade de NaOH N para tornar-a
solucfio alcalina,

6 — Preparar lAminass em “corn meal agar”,

82,5 g. de “corn meal” em 1.500 cm3 de dgua. Aguecer a 60°C,
durante 1 hora. Filtrar através papel. Perfazer um volume de
1.500 em3. Adicionar 19 g. de dgar. Esterilizar. Filirar em al-
godfo. Digtribuir. Esterilizar. Nao ha necessidade de ajustar o
pIl. Fandir e distribuir em camada fina sbbre ldminas esterili-
zadag, € semear a cultura. Semeado o material, deixa-gse incubado
3 temperatura ambiente, durante vérios dias. :

Desidratar a Emina, deixando-a i temperatura ambiente du-
rante 36 a 48 horas. Corar 15 minutos com Lacto-fenol-azul-algo-
dio,

Cristaiz de fenel .o vt re i iinieninnnans 20 g

Acido TAetiCO .. vvint i it e 20 cm3,
Glieering ...v.viinninnnnns P, 40 em3,
Agua destilada ... il 20 cmd.

Dissolver em fogo brando (banhe maria). Adiclonar 1 g. de
azul algodéo.

Descarregar o corante e imergir em &aleool a T0% durante 10
minutos (até gue o Agar seja completamente descorado), Passar
a lAmina em &dleool & 059%, acetona, mistura em partes ipuais de
acetona ¢ xilol e finalmente xilol. Tirar do xilel e montar imedia-
tamente em balsamo neutfro.

7 — Pesquizsar 4SCOSPOTOS emn Cenoura. .

Nas pesquisas que empreendemos, por falta do “corn meal”,
utilizamos para o preparo das lminag o meio de Rivalier que é um
dgar-mole, a 0,5%. , .

Apds a semeadura, o material era deixado na ante-cimara da
estufa (temperatura de 24-28°C), duranfe 8 a 4 dias. Secar em’
estufa a 37°C. ‘

Em alguns casos torna-se um pouco diffcil a determinacfo de
certas espécies de leveduras e outras provas sfo necessirias, faie
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como o método do suxanograms em fontes azofadas e de hidratos
de carbono,

N&o chegamos a identfificar até espéele, leveduras pertencentes
acs géneros Ehodotorula, Torulopsis e Succharomyces, pois achamos
que tals fungos precisam sofrer um estudo eritico, de revisfo, das
espécies conhecidas, adotando-se entlo uma chave de classificacio
que atends aos intersses praticos e cientificos.

Na Seecio do Micologia da Faculdade de Medicina da Univer-
sidade de S&o Paule, adotamos o seguinte plane geral na identifica-
¢lo das leveduras de interésse médico:

1 — Isolamento da levedura: Meios de Sabouraud-glicose, Ge-
lose glicosada e acidificada pelo acido tartdrico a 1-29%, Agar-mel
e Sabouraud-mel. Quando o material estd muito contaminado, se-
meamos primeiramente em Sabouraud-liquido ou em solucdo de Aci-
do citrico a 10%. Apdés 12 a 24 horas em temperatura ambiente
ou na ante-eAmara da estufa, passamos para o8 meies acima assina-
lados, ineubando-os durante 24-48 horas na estufa a 37°C ou em
ante cimara da estufa (24-28°C).

2 — Identificacdo

2a. Verificar & temperatura 6tims de crescimento (tempera-
fura ambiente, ante-cAmara de estufa ¢ estufa a 37°C).

2b. Hstudar os caracteres macromorfologicos da levedura em
Sabouraud-glicose, Mosto-liquido e Caldo-Sabouraud. No ecaso do
Caldo-Sabouraud, fazer a leitura apés 48 horas de incubacio a
B7°C. Anotar a forimacfo da pelicula, com ou sem bolhas de gis
na superficie do meio, ¢rescimento em profundidade, ausdneiz de
crescimento na superficie, ete.

2¢. Estudar os caracteres micromoriolégicos em apgua de fé-
cula de batata (24-48 horag, a 37°C), para observar a filamentacio
ou nio da levedura e formacéio de aseos, em Apar-mel ¢ em Sabou-
raud-glicoge. Praticar cultives em ldminas, usando o meio de
Rivalier. Hste processo é de grande vaniagem para s identifica-
¢ao dag espéeles pertencentes ao género Candide,

2d. Pesguisar os ascosporos, semeande a amostra isolada em
¢enoura, agar-mel, dgua de fécula de batata e bloeco de gesgo com
4dgua corrente ou dgua manitada a 2% -+fosfato de dipotassico a 5%.

2e. Estudar os caracteres bioquimicos da levedura: Estudar
a fermentacfio dos carboidratos (Dextrose, Sacarose, Maltose e
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Lactose), tendo o cuidado de empregar solucbes a 20% dos referi-
dog acdcares, Usar como indieadores o indicador Andrade ou o
azul de bromotimel. Umsa vez semeados os iubos, deixar eorrer
pelas paredes do tubo, mescla fundida de parafina e vaselina,

Verificar a acdo da levedura sébre o mosto-gelatinado,

2. Verificar a utilizacfio de diferenies fontes de C ¢ Az por
parte da levedura (suxancgrama dos H.C. e Auxanograma do Az).
Fazer a leitura apds 24-48 horas ¢ 6 dias. Como fontes de H.C,
emypregar: Dextrose, Rafinose, Maltose, Lactose, Sacarose e Inu-
lina.

Como fontes de Az, empregar: Asparagina, Pepiona, Sulfato
de ambnio, Uréia e Nitrate de potésszio. Incubar na ante-cAmara
da estufa (24-28°C).

2g. Inoculacio da amosira em animais sensiveig, principal-
mentie o coelhe, por via endovenosza,

II - RESULTADOS OBTIDOS

Foram examinadas 150 gestantes, brancas, pretas ¢ mulatas.
Désses exames, 37 foram positives para leveduras (2 Saccharomy-
ces, 4 Candida tropiculis, 22 Condida albicons, 2 Condide krusel e
T Torulopsis). A ineidéneia de cogumelos fol portanto, de 24,6%.

Foram examinadas 196 mulheres nfo gravidas, tendo sido iso-
das 28 amostras de fungos, bastante diferentes entre si e bem di-
versos dagueles encontrados e isolados do contelddo vaginal das
gestantes, ' _ ’

Assim, isolamog 9 amogtras de Condida olbicans, 1 Rhodotorula,
3 Actinomyeces, T Torulopsis, 2 Saeccharomyces, 4 Condide Lkruset,
1 Candida sp. ¢ 1 levedura esporulada nfo identificada. Incidéncia
percentual de 14,7, Désse modo, verifica-se que nas gravidas a inci-
déncia de leveduras foi maior, fato &ste que estd em concordincia
com o8 resultados dos demaig autéres.

Em trabalho que publicaremos posteriormente, analisaremos
a relacio entre os achades micoldégicos e o8 prineipais dadog clinicos
obtidos,

Este nosso primeiro trabalho é de casuistica ¢ de generalidades
sobre tdo interessante assunto. Em ouiros, ventilaremog o parte
clinica es estudaremos os sintomas e og sinais colhidos nas pacientes
investigadas,
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Cuasgo Identificacdo

1 Saccharomyces

2 Candida $ropiealis

8 Candida albicans
12 Candida albicans
13 Candida albicans
14 Candida albicans
27 Candida aibicans
a2 Candida krusei
84 Candida albicans
37 Candida albicans
45 Candida kruset
46 Candida =albicans
49 Candida tropicalis
51 Candids tropicalis
52 Torulopsis

54 Candida tropicalis
56 Candida albicans
57 Candida alleans
71 Candida albicans
72 Candida albicans
75 Candida albicans
77 Candida albicans
30 Candida albieans
85 Saccharomyces

94 Candida albicans
88 Candida albicans
i08 Candida albicans
113 Candida albicans
118 Candids albicans
119 Candida albicans
121 Torulopsis
125 Candida albicans
129 Torulopsis
136 Torulopsis
141 Torulopsis
148 Torulopsis
148 Torulopsis

LUTZ
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{Casu

NAO GESTANTES

Idenlificaedo

Candida albicans
Candida albicans
Rhodotoruia
Candida albicans
Actinomyces
Torulopsis
Saccharomyees
Terulopsis
Candida alblcans
Candida krusei
Candida krusei
Torulopsis
Candida krusel
Actinomyces
Actinomyeces
Candida krusei
Saccharomyces
Candida albicans
Candida albicans
Candida sp.
Terulopsis
Levedura esporuiada ndo identificadsa
Levedura esporulada nio identificada.
Candida albicans
Torulopsis
Torulopsis
Candida albicans
Torulepsis
Candida albicans
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TRABALHO DE MACEKINNON E ARTAGAVEYTIA (1945)
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O auxanograma oy actonres fol estudado no meio de

4 ol e

Lavurant,

depéndendo do extrato de levedurs juntudo no

relo.

Estas amestras nfio foram estudadas por Maekinnon e Artaganeyiia, Os dados sio oblides de Langeron e Gusres,
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Fig. N0 1 -—— Esfregago vaginal. CGrande miimero de bacilos de Doderlein,

Frg, M0 2 — ¥Hsfregago vaginal, Leveduras (formas gemulantes) e baw
cilog de Déderiein.



Fig, w0 3 — Formas filamentosas de leveduras. Esfregaco vaginal,

Frg, ¥ 4 — Halregago vaginal, Flova baeteriana mixta, predominanie-
ments Cram-negativa.



Fie, a2 § ~— Crescimento em Sabouraund-lauido, de algumas leveduras

fneladas de vaging, Notar o eresclmento superfieial, em pelicula, a auséncin

ds desenvolvimento fin superficie & o eresclimento em manguite periférico,
cort pumerosas bolhas de gés,



Fig, N § -— Aspeefo de auxanocgramas em fontes azotadas, Notar o crescimento
caracteristicn, em t8rno da fonte nilrvogenada.

Fig, W 7 — NMumerosas coldnias de leveduras iscladas {a
vagina. Melo de Sabouraund-glicose,



P N0 8 - Aszpecte de um suXanograma e culiiveo de material da vagina em placa
de Sabouraud-glicose.



INVESTIGACOES SOBRE ALTERACOES DA
LESTRUTURA VEGETAL PELA AQAC DO CALOR

J. B, FERRAZ DE MENEZES JUNIOR,
Quimico do Instifuto Adclfe Lulz

A raz@o de ser destas notas nasceu de curiosas observaches
surgidas no decorrer dos trabalhos de rotina da Subsecciic de Mi-
wroscopia Alimentar do Instituto Adolfe Lutz.

Conguante taly observacgdes nfio apresentem motivo de inte-
résse coletivo, nio deixam de ser uma curiosidade cientifica, alids
muite pouco divulgada.

Quem guer que inicle estudos sbbre microscopia de alimentos,
encontra logo aos primeiros psssos, indmeros obsticulos, no camps
«la Botinica, ainda mesmo que o candidato em guesifio possiia co-
nhecimentos gerals da matérin ou traga bhagagem liferiria espe-
cilizada no assunte.

A dificuldade exigtente nfo & apresentada nem pela Sistemati-
¢a, com a sua diverzidade de formas, espécies, géneros, familias, or-
dens e clasges, nem pela Fisiologia, com as mais intrincadas lels
que regem a vida vegetal, mas pela Morfologia, disciplina que frata
da organizacfio externa e da histologia da planta.

Diz Felix Rawiischer: %0 estudo da Botinica sd poderd ser
util se for acompanhado de observactes e demonsiragdes feitas no
-objeto vivo,”

Se os estudog gue todos nds fizemos destn ciéncia nag preen-
cheram dn tofum esta justa assercho, foram pelo menos bem orien-
‘tados por ilusiracBes classicas, representando cories procedentes de
plantas vivas.

No entretanto, éstes cortes deixam de apresentar os seus ea-
racteristicos histologicos tipicos, quando o vegetal vem de sofrer a
acho do calor, em qualguer de suas modalidades: cozimento, decoc-
«¢fo, fritura, assamenio e outras. _

Estas modificactes que, em Bromatologia, 3o de um valor ines-
timével ng identificaclo microscépica dos alimentos, nfo sfio eitadas
pelas autoridades na matéria, faltando guaisquer referfnecias nos
.compéndios que comumente se costuma consultar,
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Tendo em mente estas circunstineias, resolvemos trazer, com a
presente nota, alguma contribuicio ao assunfo. Falaremos de pas-
sagem, para malor claresa, sthre corfes anatdmicos, exames de su-
perficie e de lupa, para depois tratarmos das alteracdes morfolégi-
cas dos fecidos.

Cortes histoldgicos. — B30 poredes do material a examinar que,

devido a sua espessura muifo delgada, permitem, por transparéneia,
0 exame microscépico de sua estruiura.
T Sio conseguidos por meio de aparelhos especiaiy denominados
micrétomos. Nestes aparelhos og cortes sfio obtidos em série, saem
uniformes e podem apresentar a espessura que se desejar. FEssa es-
pessura é determinads em milésimos de milimetro (micra) e repre-
sentada pela letra grega u.

Conforme a natureza do material, os cortes sdo obtidos por con~
gelacdo, parafina ou 4 méio, podendo ser ainda, em certos cazos, co~
rados pela hematexilina, safranina, eosina, ete,

O material deve ser préviamente fixado em lquides especiais,
Quande ze trata de pecas de origem animal, os fixadores sfo os usa-
dos em anatomopatologia: liquido de Zenker, de Helly, formol 2 109,
seguindo-ge os métodos usuais, escala de desidrataclo, ete. Para os
vegetals, uss-gze o fixador para vegetais, cuja composicio & a se-
guinte:

FIXADOR PARA VEGETAIS

Ao BCEEIE0 L. e 33 ce.
Aleool sbsoluto .. . i i i i, 25 cc.
Rolugho saturada de sublimado corvesive ... 25 ce.

Nem sempre se torna necessério o uso de corfes nog exames
micresebpicos de alimentos, Usédmo-lo sempre gue deparamos com
caso suspeito de fraude em que a identificaciio se torna dificil pelo
gimples exame de superficie.

Ezame de superficie. — B o que se procede gquando o material
apresenta condiefes propicias para ser observado microsedpicamente
por incidéncia direta. A malor parte dos exames se faz por éste
processo, gque além de pritico & eficiente.

Cada caso, porém, requer um tratamento especial.

Casos hi em que se torna necessirio lavar o material repetidas
vézes, com Agua, para desembaracd-lo de certas substincias, como o
agliear, o sal, ete,, que prejudicam a sua observaefio. OQOutras vézes é&
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precise tratd-lo préviemente com dleool, éter, acetona, clovoférmio e
solventes especiais; submeté-lo 3 acfio descorante do hipoclorite de
sédio, do cloral, do eloro nascente, da potassa, da sods, ou ainda do
hélsamo de Canadi e da glicerina, como diafanizanies, e dos 6lecs,
para cases particulares. Na investigacio microscopica das substin.
clag rices em reserva amiltfera, usa-se o lugol, euja férmula & a
seguinte:

LUGOL
{Bolucdo de i6do iodetada)
Io6do metaldidico ... oo il 1,0
Todeto de potéssio ... ... ..o v ia.. 2,9
Apna destilada ... ... L 200 ce.

Quando ¢ material a examinar & cozido e apresenta fragmentos
muito pequenos e moles que dificuitam a obtencio de cortes, eolhem-
se alguns, passam-se para uma lAmina, onde s80 esmagados ou amas-
sados com o auxilio de um bisturi. Em seguida junta-se uma gdta
de &dgua, cobre-se com uma laminula, s6bre a gual se f2z pequena
pressio afim de distender o material em camada bem ténue para ser
examinado por transparéncia.

Conseguern-se Gtimas preparacdes raspando-se a superficie da
substincia 8 examinar e procedendo comeo ficou dite acima guando
o material é duro e nie se desela fazer cortes,

Freame de lupe, — Denomina-se Tupa téda lente ou combinacio
de lentes com a gual se vé um obleto mediante uma imagem virtual,
direta e ampliada,

A lupa montada, gue & um microseépio simples, para fracos
aumentos, presta inestiméavels servicos ao analizta. Com tal aparé-
tho & possivel distinguir sem dificuldade, tida e qualquer substincia,
quer a séeo, quer dissociada em um liquido apropriado.

0 microscépio-lupa-binoeular moderno, apresenta os aperfeicoa-
mentos e requisitos necessarios para ser congiderads um aparétho de
reconheeido valor e indispensavel em um Iaboratério de andlises mi-
ereseépicas, A observacdo pode ser feita & luz refletida ou por
transparéncia, desde que se empregue um dispositivo adicional,

Com o seu auxilio podemos selecionar $6das as parfes que nos
interessam numa deferminada mistura alimenticla, Tratando-se de
uma fraude, torns-se mais facil g identificacdo dos elementos es-
tranhoes, pescando-o0s por intermédic de um estilete ou de uma agutha
de platina. O lugol facilita grandemente a pesquisa, quando os ele.
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mentos suspeilos procedem de substincias ricas em amido, como =
banana, a abébora, o chuchti, a pera, o marmelo, a batata, etec.

Suponhamos uma gelabads — caso muitissimo vulgar — adulte~
rada com banana. Para a identificacio procede-se da seguinte for-
ma: em um copo graduado de 250 ce. juntam-se 10 g do produto
que, com um pouco dagna, é amassado e transformado em pasta com
o auxilio de uma espatula, e em seguida lavade virias vezes com.
Adgua afim de ser desembaracado do agticar que mascara a reacio,
principalmente quando a quantidade de amido é pequena; passa-ze.
o sedimento para uma ou varias placas de Petri com um pouco dagna,
juntam-se algumas gotas de lugol, agita-ze ¢ leva-se A lupa. Co-
lhem-ge o8 elementog suspeitos, corados em azul violdceo e que se
apresentam sob a forma de células avulsas, blocos de células amilife--
ras e dutos tipicos com eélulas de tanino, todos pertencentes 4 banana..
0Oz demais elementos qgue, 20 em vez de ge corarem ent azul, tomam 2
coloracio amarelo-parda, sic da goiaba. .

Quando se examina um produte alimenticio, entre as varias ope-
ragfes preliminares, devemos nos certificar se éle é:

1.2 — constituido por massa, pd ou pasia;

2°% — homogéneo ou néo;

3.2 — simples ou comnosto;

4.° — Hguido denso ou fluide;

5.2 — constituido por fragmentos ou peguenos pedacos,

Com auxilio da lupa, cothem-se os fragmentos ¢ demais elemen~—
tos, suspeitos ou hio, que interessam ao exame, fazendo-se cortes,
se necessario, aplicando-se os métodos e as téenicas recomendadas
para cada caso. Tratando-se de substincia liquida, deve ser cen-
trifugada e, préviamente dissolvida na proporcéio de 1 parte para 2
de &gua destilada estéril se for muito densa (xarope, mel, ete.).
Com o sedimento sfo preparadas ldminas gue serfo examinadas ae
microscipio com pequeno e grande aumentos (100x e 400x).

AlteragGes morfologicas dos tecidos, — O calor é um agente
modificador por exceléncia. Presta reais servicos em todos os se-
tores da atividade humana, desde a leve temperaiura das estufas de
Iaboratério até & dos grandes fernos dag indistrias. O tecido vege--
tal, delicado nag sua contextura, formado de células de composicio
complexa, é tanto mais sensivel 4 acfo do calor, quanto mais elevada.
for a temperatura e malor ¢ tempo de duracie do aguecimento,
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Asg substinecias alimenticiag, tais como doces em massa, conger-
vas, condimentos, biscoitos, geléias, ete., sendo submetidas ao aque-
cimento durante sua elaboragiio, apresentam-se ao microscépio com-
pletamente modificadas.

Verifica-se primeiramente a desagregacio dag célulag ¢ depolg
a alteragio do seu conteido, aumento de volume ¢ mudanca de cbr.

Admite-se gue a regifo mediana on ldmina média que se in-
terpbe entre as paredes de duas células contiguas, seja constituida
de pectato de edleic, formande uma espécie de cimento inter-celular.
Pelo aquecimento essa substlncia péetica se dissclve e a desagre-
gacdo das células se processa, _

O contetdo celular, quando eonstituido quase gue execlusiva-
mente de amido, é transformado em goma e a célula apresenta entéio
um volume muito maior que o primitivo.

Devido aos intmeros derivados do protoplasma, a célula vegetal,
ap6s aquecimento, demonstra uma leve mudanca de eér e o apare-
cimento de granulacdes, massas e filamentos, geralmente amarelados
que se ternam mais intensos, passando para uma tonalidade parda
quando sob a acdo do lugol.

Estes compostos de origem crgdnica sio o seguintes: eritrodes-
tring, glicogénio, pectinas, wucilagens, lipidios, cerideos, tandides,
geséneius, resings, gliedsides azotudas, proteings, didstases, guitino
e ainda os pigmentos naturais e o Jatex de composicio variadissima.

Dentre as infimeras alteracbes que o calor pode provoear hos
vegetals, citaremos as gue se passam com oz grios de amido e com g
substéneias ricas em reserva amilifera eomo a batatinha, a batata
doce, a mandices, a banana, o chuchd e ¢ feijdo, nas quais o aspecto
morfolégico se transformsa sensivelmente.

Apresentaremos microfotos do amido e ilustracdes de cada nma
das espécies citadas, mostrandoe os seus parénguimas antes e depois
de sofrerem a acfic do calor,

Ainido. — B a substineia nutritiva de reserva mais comum e
espalhada entre os vegetais. ¥ encentrada em quase t6das as partes
da planta: raizes, tubéreulos, bulbos, caules, frutos e sementes,

Da-se o nome de amido & matériag amilicea extraida dos cereais
e o de fdeula & que 8 encontrada nos érgfos sublerrneos.

Apresenta-se sob a forma de pequencs grios com dimensdes e
confermacio varidveis. DPodem ser ovais, riniformes, piriformes,
poliédricos, elipticos, esféricos, truncados e possuir tamanhos que véo
de 0,002 a 0,180 1.
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30 constituldos por estriazs mais ou menos acentuadas, forman-
do camadas coneéntricas ou excéntricas ao redor de um hilo que pode
ser pontuade, estrelado, linear, ete.

Quando séco, tem por férmula (CeH . O5) 1.
Densidade meédia 1,5,

N&o é solivel no alcool, no éter, nem sensivelmenie na igua.
Entretanto o licor proveniente da filtracio de uma mistura de amido
e jgua Tria, toma a cér azul em presenca do idde.

Em Agua fervenite o amido aumenta de volume, hidrata-se, po-
dendo chegar a ter 30 vézes o seu tamanho primitivo, formando fi-
nalmente g gdma gue é uma substineia semi-sélida, translicida e de
agpecto gelatineso.  Cora em azul pelo lugel.  Esta cor caracteristica
desaparece na temperatura de 90°C, reaparecendo pelo resfriamento.

Segundo Maquenne e Roux a fécula & constituida de R0G: de
amilocelulose e 20% de amilopectina., A primeira é momenténea-
mente soliivel em Agua morna (40°C)Y, mas separa-se sob a forma
de pequencs graos ifseldveis, algum tempo depois. A segunda
- amilopectina - matéria de natureza pectiforme, é que di 4 goma

o aspecto de geléia,
Aquecido 2 2007 o amido transforma-se em dexfrina.
Os alealis transformam-noe em gdma.

Sob & acho do &cide sulftrico dilnide passa primeiramente a
dextrina e depois & glicose.

E digerido pelog fermentos,
A amilase o transforma em aciicar.

De todos os componentes do vegetal, o amido parece ser ¢ que
sente mais de perto 2 acdie medificadora do ecalor, motivo por que
os fecidos ricos desta reserva nutritiva solida s&o os que apresen-
tam maliores alteraces morfolégicas e estruturais,

A mierofote 1.® 1 nos moestra diverses gréos de amido e de
fécula (batata, milho, feijfo, trigo e mandioca) numa preparacio
a fresco e com o aumento de 400 vézes.

Na microfoto n®° 2 vemos og mesmos elementos, logo ap6s
sofrerem a acflo de ligeiro aguecimento. Notamos que fodos &les
egtao deformados, prandemente aumentados, apresentando-se alguns
Jj4 partidos pelo excesso de volume.

[ - . . . P
Neste estado o amido nko pede ser identificado ao microscdpio,



Micrefoto noe ¥ &

Mierofoto no ¥ A
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BATATINHA — Batata inglésa — (Solanum tuberosum)} (Fig. )

O parénquima consiste de célulag arredondadas, grandes, isodia-
métricas, com peguenos espacos intercelulares nos dngulcs e ricas
em amido,

As células da vegifo medular nfo se apresentam em alas radiais,

O amido tem formas as mais diversas, sendo mais comum 2
ovéide, a piriforme e a eliptica. O hile planta-se sempre na exire-
midade redonda e mais estreita do grio, é punctiforme e bem visivel.
¥m redor dele estfo em série, as camadas excéntricas das estrias,

lternativamente claras e escuras,

Quandeo aquecidag {Fig. 11}, as células tornam-se mais volumo-
sas ¢ apresentam uma reticuiacdo de malhas irrepgulares, poucoe pro-
nunciadas, semethante & de vidro fantasia (vidro artice) de arma-
ricg e viltrais, devido ac entumecimento dos grios de amido. Com o
aumento de 100 x estas malhas s&c mais nitidas.

Notam-se filamentos estrangulados e granulacdes de cor amare-
la, procedentes de substéncias albumindides contidas na céluls e pre-
cipitadas pela aciio do ealor.

BATATA DOCE — (Ipomea batatas) (Fig. 1)

As células de que se compdem os fecidos sdo muito semelhantes
as da batatinha, sfio menores, havendo muitay retangulares e apre-
sentam espacos intercelulares. As células de latex contém uma
substéncia de natureza resinosa que se torna amarela pelo lugol.

Os grios de amido sho muite irregulares e de tamanho muiis
variado {(de 2 a 30u), sho esféricos, poliddricos, ovbides, truncados e
em forma de dedal. O hilo é punctifoerme ou estrelado ¢ as estriag
480 POUCH NUMErosas.

Pelo aguecimento (Fig. IV) as células sofrem as mesmaz alte
racdes que as da batatinha., Quando disscciadas aparecem guage
gempre agrupadas em dols, tréz ou mals elementos e apresentam as
oranylacdes e filamenfoz amarelos, bem como a reticulac8o tipica
semethante & dos vitrais, verificados nas células amiliferas da bztata
inglésa. Apresentam grande analegia com as eélulas ds banana
{variedade Musa paradisiaca), como veremos,

MANDIOCA — (Manihot utilissima) (Fig. V)

Ag células do parénguima, ricas em amido, sflo isodiamétrieas,
notando-se malor nimere das alongadas, mals ou menos quadrila-
terais.
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O amido tem varias formas e tamanhos. s menores 3o esfé-
ricog, medem 8y de didmetro; oz mais comuns medem 20y, tdm forma
de dedal, de capacete ou de esfers truncada por uma ou mais facetas
poliédricas e apresentam hilo punctiforme ou estrelado. S&o mais
ou mencs semethantes aos da batata doce e esto por vézes agropados
em ntmero de dois, trés ou quatro elementos. Submetidos 4 acio
do calor (Fig. I'V), as células se tornam maioves, de contornos lisos,
brancas, opacas, com aspecto caracteristico que as torna facilmeate
identificaAvels. Nas céluiag assim zlferadss raramente se encontram
granulacbes amarelas, devido talvez & quantidade velativamente pe-
quena de latex existente na raiz.

BANANA — (Musa sp.) {Fig. VID)

O parénguima do mesocarpo & constituido per células de pare-
des finas, mais ou menos arredeondadas, enguante as do endocarpo
apresentam célulag poligonais ou alongadas. Estas células podem
estar cheias de grics de amido ou se apresentarem guase ou com-
pletamente vasias, denotando o grau de amaduorecimentoe do frato.
O amido & maior no endocarpo onde atinge 85u de comprimento e val
diminuindo de tamanho & proporgip que aleanca o mesocarpo ex-
ternc.

O amidoe tem a forma de pera, de salsicha, de bhastonetes eilin-
dricos, ovéide, elitico e apresenta estrias concéntricas nuymerosas e
hem visiveis, O hilo estsd sempre situado numa das extremidades
do grio e & punctiforme.

Quanto mais verde for o fruto, tanto mals ricas em amido sio
ag célulag, Egtas, depols de aquecidas {Fig. VIII), nos mostram mo-
dificagfes interessantes, observavels eom mailor facilidade quando
sob & acdo do lugol.

As células provenientes da variedade “Musa Cavendish” (banz-
na nanica), s8o0 mais alongadas e de paredes mais finas gue as da
variedade “M . paradisiaca™ (banansa da ferra), gque sio arredonda-
das ¢ de paredes grossas. O aspecto morfolégico dessas (Himas,
muito se aproxims do da batata-doce, caracteristicyg facilmente re-
conhecivel devido as célulag da batata doce serem quadrilaferais e de
membrana envoltéria mais delicada que a da banana. A presenca
dos vasos, que sho diferentes, estabelece rapidamente a identidade de
eada uma destas células, no caso de haver alguma divida. '



Fia. I
BATATINHA — oriia — (4603
Parénguima amilifere — Corte transversal

Fia, II
BATATINFHA — cosida — (400X
Células amiliferas alternadas peio calor



Fiz. 117
BATATA DOCE — cria — £4082X)
Farénguinma amilifero - Odrte {ransversal

Fia., 1V
BATATA DOCE — cosida - {406 X)
Células amiliferas aiterngdas pels ealor



Fie. V

MANDIOCA — erda — {4006 X)
Parfnguinwe amilffero — Corte fransversal

Fig. VI
MANDISCA — cosida — (400 X}
Calulas amiliferas alternadas pels calor



Fia. VII
BANANA ertia — (460X)
Céiulas amiliferas diversas

Fie. VIII
BANANA - cosida - (490 X}
Ceiulag amiliferas, alieradas e sebh a acic de lode



Fre. IX
CHY-CHY ~— crfi — (400 X)
Farénquims amilifere — Cirie transversal

Fig. X
CHU-CHY — coside -~ (400X}
Células amiliferas, alteradas e sob a achc do lodo



Fra. XI
FEIJAQ - o — {409 3D
Parénguima amilifero — Corte transversal

Frg. XII
FEITAQ - cosido - {400 X)
Celulas amiliferas. alteradas ¢ sob a acho de lodo
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CHUCHU — (Sechium edule) (Fig, IX).

As célulaz do mesocarpo sfe arredondadas ¢ de paredes finas,
repletas de prios de amido pequsncs, redondos, ovais cu truncados.
O parénguima amilifero do endocarpe é constituido por células meno-
res que a8 precedentes,

Aquecidas (Fig. X}, ag células tornanm-se maiores e os graos de
amido abrem-se tomando a forma de peguenas esponias, gue sdo en-
gontradas também espalhadas no campo microsedpico e provenientes
de eélulas partid:s.

FELJAO — (Phaseolus vulgaris) (Fig. XI).

Os cotilédones sdo constituidos de células isodiamétricas, de pa-
redes grossas e peresas.,  As da epiderme 380 peguenas e nido poro-
sas.  Os grios de amido sdo eliticos, ovais, riviformes, triangulares,
irregularmente cilindricos e mostram uma estricio bam perceptivel.
{3 hile, sempre presente, é linear, ccupa quase gue o comprimentio do
grio e dele partem pequenos rajos,

Pelo aquecimento {Fig, XII), as células do parénquima se des-
prendem, sumentam de volume, tomam coloracfio amarelada e adgui-
rem aspecto de 6vo de parasito. A membrana celular apresenta con-
tornos mais vivos e o8 espacos constituidos pelos poros formam ver-
dadeiros canaliculos, tornando as células semelhantes & esclérulas,
nas quais os espacos vazios foram preenchidos pelos grios de amide
e substincia protéica (faseolina), alterados pelo calor. E, de tédas
as alteracdes, a masais interessante e original.

Tratando-se de um estudo comparativo, adetamos um 6 au-
mento para todes os desenhos apresentados neste frabatho. Prefe-
rimos o forte aumento de 400 vézes, por tornar mais minuciosos 08
detalhes estruturais das substéncias estudadas,

As plantas escolhidas para estas demonstracdes sao tédas elas,
ricas em reserva amilifera.

Procuramos citar os pontos mais interessantes do parénguima
de cada uma delas e ilustrar, com a clareza que nos foi possivel, os
caracteristicos essencials gue acabamos de expor.

Nio nog referimos aos demais elementos histolégicos de cada
um dosg vegetals citadog, tais como vasos condutores de seiva, de
latex. feixes fibro-vasculares, células pétreas, de dleo resina, fibras,
ete., porque somente alguns deles apresentam ligeiras modificacdes
pela acdc do calor, conservando, os restantes, seus caracteres ante-
riores,
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I — Cultura sob atmosfera de didxide de carbono. (%)

JOSE CARLOS RIBAS
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MANOEL DE BRITTO E SILVA

Biologista do Instituto Adolfe Luts.

HISTORICO

Depois que Bang e Stribol? em 1897, descreveram o agente
causal do abdrto epizodtico da vaca e verificaram gque o mesmo
germinava melhor em uwma atmosfora parcialmente isenia de oxi-
génio, tal particularidade tem sido objete de estudo por parte de
infimeros pesguisadores.

Para os germes que necsssitam de relativa anaerobiose foi cria-
do por Chudikow! em 1896 2 denominacdo de “microaerdfilo™.

A téenica original de Bang, consistia na semeadura do material
guspeito em dgar-soro-gelatina, O desenvolvimento das coiéniaz co-
mecava de uma certa distincia da superficie do meio para o fundo
do tube, enquanio gque na superficie do mesmo, o crescimento era
minimo ou nulo. A técnica de Bang como era de esperar-se, nem
sempre fornecia bons resuliados devido &s consiantes confamine-
¢Oes, por germes estranhos,

Em 1908, Nowak ** gstuda a biclogia da Brucello abortus, con-
cluindo pela exigénels para seu desenvolvimento de uma pressio de
oxigénio nem muito forte, nem muito fraca e por isse introduz uma
nova técuica para o seu cultive.

O método sugerido por Nowak consistiz em semear o material
a examinar em varios tubos ou placas, contende melos especiais,
gue conjuntamente com outros iuboes de dgar-simples préviamente
semeados com Beeillus subfilis, eram colocados em um frasco her-
méticamente fechado; devido & rarefacio do oxigénic provocada

(*3 Trabatho apresentadc na 2.5 Reunifio Quinzenal do Instituto Adoife Laiz,
em 24 de Feversire de 1346,



194 REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTE

pela ativa germinacio do citado bacilo, obiinha-se uma atmosfera
propicia ao desenvolvimento da Brucelle aboitus,

Wherry e Olivier 32 em 19186, foram os primeiros a empregar a
rudimentar téenica de Nowak no isolamento de uma Neisseria, con-
seguindo isolar a Neisseria gonorrhees de trés casos diffeels: de um
menine de 4 anes, uma mening de 11 anos anos e de um homem de
26 anos.

Chapin? gue, em 1918, sugeriu a cultura inicial do gonococo em
meios contendo proteinas nic aquecidas incubando-os em atmosfera
de didxide de carbono, usou um processo simples, mas ndo muito pre-
ciso, que consistia em colocarem-se os tubos ou placas em uma jarra
e dentro dela um pedaco de wvela, acesa. Esta téenica gue da so-
mente 3% de CO? foi recomendada por Parker e Hudson® ainda
em 1926.

Ruediger® em 1919, demonstra a vantagem da exclusio do
ar nas culiuras do gonococo,

Em 1919, Kohman' trabalhando sdmente com duas amostras
de meningococoes, estuda a fmportineia da reacfio dos meios de cul~
tura em relacio 4 atmosfera de didxido de carbono, demonstrando
gque o erescimento se realiza em diversos pontos da esecala de Bé-
rensen nos incubados em CO, nfo se dando o mesmo apenas a 87°C.

Swartz¥ em 1920, descreve um método para reduzir a tensio
tte oxigénio.

Cchen e Markle® 1918, Cohen® 1918, ¢ Cohen e Fleming®
1918, publicaram oma série de artigos demonstrando a vantagem do
emprégo da reducieo da tensfo de oxigénio no izclamento do menin-
gococo. No primeiro recomendam a téenica do B. subdiiles por 8les
modificada. Acham que o meningococo é um microaerdfilo, neces-
sitando para seu desenvolvimenio de uma atmosfera composta apro-
ximadamente de 10% de C0?, e 90% de ar.

Com relacio & Brucelle cbortus outro germe microaerdfilo, esta
pecutiaridade cultural fol perfeitamente estudada por Huddleson
em 1921 e por Theobald Smith* em 1924, que demonstraram ser
a concentracio de dioxide de carbono um importante fator de esti~
mulo no crescimento daquela bactéria.

Este ponto de vista foi amplamente confirmado por Vallery e
Rettger® em 1927, Walker’ em 1932 e mais recentemente por Gla-
dstone, Fildes e Richardson® em 1935,
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Ultimamente, noves trabalhos se sucedem, tendo Thompsonz
em 1985, descrito nm mébodo para obtencio de dioxido de earbono;
Nye e Lamh?2? 19386, proposio a denominacio de “mephitibic” para
as bactérias microaerdéfilag; Carpenfer® e outros 1941 ,estudado pro-
cessos para o isolamento das mesmas; Folley™ 1941, descrito uma
maneira de cultiva-lag em placa de Petri; Rose® 1942, apresentado
ums estufa especial destinada exclusivamente ao seu cultivo; Sharz-
man ¢ Bierman® 1942, aconselhado a agitacio constante das culturas;
Levine e Liedentopf™ 1942, ideado um aparelho para nelas introduzir
guantidades certas de gds carbdnico ¢ Brewer' 1942, descrito uma
técnica de cultivo em placas.

Opinides valiosas, no entanto, como as de Torrey e Buckell 22
1921, Cook & Sttafford 1921, Erickson & Albert™ 1922 e entre
nos Arlindo de Assis 1925, negam a infludneia da atmosfera de
dioxido de carbono como fator de erescimento nas Neiszerias,

Em 1940 ¢ 1941 Sara Brahan' publicon duas monografias
s0bre meningeeocos ¢ nfo tocou no assunto em guestlo.

Sehanb & Foley® (1943) acham desnecessiria a reducdo da
tenséic do oxigénio para o isolamento original do meningococo, mas
aconselham para a manufencio da colecfio de culturas, a incubacio
nas jarrag com CO..

MATERIAL ¥ TRCNICA

Tendo havido, nesta capital um consideravel surto de meningite
célebro-espinhal epidémica, no decorrer do ano de 1945 e principios
de 1946, procuramos aprowveitar ¢ abundante material enviado ao
Institute Adolfo Lutz pelo Hospital Emilio Ribas para exame bac-
teriolégico, material 8sse colhide em étimas condicGes & semeados
quase sempre poucas horas apos. ()

Sabemos gque enfre as virias bactérias que podem provocar g
inflamacdo das meninges, o meningococo (Neisseria introcellula-
#18) é sem dvida a de maior importincia,

(*) Posteriormente tivemos oportunidade de estudar casos do interior de Bstado:
um lguide remeiige pelo Centro de SaGde de Sorccabs e outro pelo de Muococa. Em
ambes, apesar da distiacia e nimero de horas de viagem conseguimos isolar e ldan-
tificar o Nelsserig introacelluloris, gracas ap emprégo da aimosfera de didxido de car-
one, ndo se havendo verificado vegelasio pelo processe comsm.  Hin casor anteriores,
oz liquides enviados do infericor, semeados sdmente a 37°C, quase sempre forneciam
resultados negativos.
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E por ser o meningococo bastante exigente em relacio a cultu-
ra, ndo veget:ndo em meios pobres de proteinas nativag e em glguns
cascs ndo vegetande de modo algum, apesar do exame direto ravelar
intimeros diplococos Gram negatives, procuramos verificar o sen
desenvolvimento zemeando os liquidos céfalo-raquidiancs, em meios
apropriades, gue eram sempre incubados, eomparativamente, em as-
tufa a 37°C e em jarras contendo aproximadamente 10% de dioxide

T

de carbono, igualmente coleeados a 37°C.

Sébre a mnfluéneiz da atmosfera de (0, como fater de estf-
mulo no erescimento das Neisseries, como 34 frizamos, na parte
histGrica, as opinifes se dividem, sendo algumas favordvels, outras
contrarias, havendo até contraditérias.

As semeaduras foram sempre realizadas em melo de dgar-ovo,
por nds escothido pelo seu 6timo comportamentio na rotina.

A fim de obter uma atmosfera de didxido de carbone, em
higar de wusar recepientes apropriados de elevade custo, adota-
mos com bons resultados, jarras de vidro, com capacidade de dois
Hitros, frbricadas nos Estados Unidos, da marea “Ideal All Glass Jar”,
empregadas usnalmente para conservas e compotas de frutas,

Simplificando & téenica de Wadsworth®, colocdvamos em um
dog &ngulos do fundo da referida iarra, meia grama de carbonate
de sédio, depositdvamos com todo cuidado os tubos j4 semeados e
inelindvamos ligeiramente a jarra, de modo que o earbenato fieasse
em situacfo um pouco mais elevada e com uma pipeta Pasteur, dejxa-
vamos calr suavemente cérea de 10 em3 de Acide sulfirico a 109.
Fechidvamos herméticamente a jarra, tendo ¢ enidado de untar com
vaselina a rolha de borracha. Voltada novamente a jarra, a sua po-
sicdo normsl o dcido punha-se em contacto eom o carbonato, havendo
desprendimento de gds carbénice e evitande-se, dészse modo, o in-
comode emprége do tubinhe para o dcide,

Em cada caso, o liguido céfaio-raquidiano era semeado em dois
tubos de meio, em quantidades iguais, em média dez gotas para cada
um, ysando-se a mesma pipeta Pasteur, sendo um déles colocado na
jarra em atmosfera de didxido de carbono & 37°C e outro tesfe-
munha sdmenta g 37°C,

& imporiante notar que nunca semeamoes pela segunda vez o
Hguido do mesmo doente, nem utilizamos outro meio de cultura, o
que viria dificultar e mesmo alterar nossas conclusfes,
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Observavamos sempre o crescimento até 72 horas e anotdvamos
08 casos em gue havia malor ou igual vegetacio nos meios colocados
em atmosfera de didxide de carbong ou vantagem em tempo isto &,
sntecedéneia de 24 ou 48 horas sobre o crescimento simplesmente
a 37°C.

Os quadros a scguir nos dic uma idéia bastante elara. O pri-
meire resume nos 248 casos ou lguides esfudados, os resultados

proporcionais entre os exames diretos — positivos e negativos —
& o8 resultados das culiuras — positivas e negativas, O segundo

guadro resume o remiltado comparative das culturas positivas
incukbadas em aimosfera de didxido de carbone e pelo processo
comum, isto €, na estufs & 37°C.

RESULTADO GERAL DOS CABGE OU LIQUIDOS ES-
TULADOS. RESULTADOS DAS DIVERSASE PROPOR-
COES ENTRE O35 EXAMES DIREITOS: POBITIVOS
¥ NEGATIVOS E AS CULTURAS: POSITIVAS E

NEGATIVAR
Fuame Frame
Direto DHréto Total
Pogitive Negative
[76,8¢1 [32,58] 52,823
Cultura positiva &7 44 131
(66,41) (33,58} £1496,08)
{23011 [67,41] [47,18]
Culturs negativa 26 a1 117
{22,223 71,78) {106,00}
[100,001 [100,060]1 £100,80]
Total 113 135 248
(45,58) (54,44} (160,00)

As guantidades entre parénfesis vepresentam percenta-

gem sbbre o total das linhas covvespondentes.

As quantidades entre colehetes representan: pereentagem
sibre o total das colunas correspondentes.
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COMPARACAO DOS RESULTADOS DE CULTURAS
INCUBADAS EM ATMOSFERA DE CO, E PELO PRO-
CESS0 COMUM, NOS CAS0OS POSITIVOS.

Comparaedo e de Pe{c e%myem:z
; 2y Cusos soove o tola
de casos
Exclugividade de crescimento
em atmosfera de CO, 15 1,36
Antecedéncia de 48 horas na
vegetacdo em atmosfers de 12 9,09
Co, 62,87
Antecedéneia de 24 horas na
vegetacio em atmosfera de B8 42,42
o,
Concomiténeia de crescimento 49 37,12
Antecedéneia ou exclusividade
a 0 0,00
e crese. pelo processo comum.
Total ... i i, 132 99,59
CONCILUSSES
1 — Trabathando com liguidos céfalo-ragquidianos corresponden-

fos a 248 doentes, usando como meio de cultura dgar-ovo, incubado
a 87°C e em atmosfera de mais ou menos 10% de CO,, também a
37¢C, fol possivel, conseguir-se, como demonstram os quadros anexos,
exclusividade de vegetacio do meningococe em atmosfera de CQp em
15 casos (11,36%) ; antecedéncia de 48 horas em 12 casos (9,09%};
antecedéncia de 24 horas em 56 casos (42,42%) ; bem assim, como con-
comitinciaz de crescimento em 49 casos (37,12).
houve anfecedéncia ou exclusividade de crescimente pelo processo

comum, estufa a 37°C (0,60%).

Em nenhum caso
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Somados todos os casos, obtivemos uma vantagem global de
62,87 por cento, com o empriégo da atmosfera de CO, o que néo
é nada desprezivel.

2 — Como consequéncia destas verificacles, parece-nos de
grande utilidade o uso corrente da atmosfera de CO,, no isclamento
inicial do meningococo, e das restantes Neisseries, nos laboratérios
incumbidos de tais exames,

RESUMO

Com a finalidade de obter culturas do meningococo de wm
modo mals econstante e precoce, partindo do lguide céfalo-raqui-
diano de doentes de meningite cérebro-espinhal epidémica ineuba-
ram-se o8 meios de cultura gemeados, — dgar-ovo — em atmos-
fera de mais ou menos 10% de didxido de carbono a 87°C,

Todos 09 casos experimentados foram testemunhados por tubos
contendo 0 mesmo melo de cultura, semeados de modo idéntico e
colocados a 37°C.

Doz 248 casos estudados, 131 resultaram culturag positivas e
117 negativas,

Entre os 131 positives, heuve vantagem para os incubados em
atmosfera de GO, de 62,87%.

Tendo-se em vista o resultado acima, preconiza-se a incubacéo em
atmosfera de didxido de carbono no isolamento inicial do menin-
goCoeo,

SUMMARY

The AA. incubated culture media at an atmosphere of appro-
ximately 10% CQ,, for the quick isolation of meningococcus from
spinal fluid of patients suspected of cerebrospinal-meningitis.

All culture media gso incubated were controlied by similar media
incubated at 37°C. Positive culiures were obtained in 181 of 248
cases.,

The incubation at an atmosphere of 109 CO, offercd an advan-
tage of 62,87 per cent,

Considering these resulty the AA. advise the incubation at an
atmosphere of 10% €0, for the initial isolation of meningococcus,
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24 horas.

Case de exclusividade de creseimento Casc de vantagem de 24 horas na ve-
em atmosfera de CO, mostrando o ta- getacio,
manho encrme das coldnias em 48 horas.
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VARIACOES NAS FORMULAS LEUCOCITARIAS

JOSE LOPES NETO

Biologista do Institufe Adolfo Latz.

Uma vez gue nas férmulas leucocitérias empregam-se, ao lado
da observacio qualitativa da amostra sanguinea considerada, niime-
rog na expressio quantitativa dos resultados, hd, com relaclo a elas.
uma, até certo ponte falsa, nocfio de acuracidade. J& pelo fato de
na sua execucio ser examinada umsa amostra, e bem peguena, dum
humor tAo complexo e varidvel como o sangue, verifica-se g relati-
vidade da acoracidade de tals exames, Além disso, ao determini-
las, defronta~se o analista com uma série de fatdores que determinam
o aparecimento de erros nos resultados obtidos,

Hsi da parte de alguns, a conviccio de que é mais importante a
andlise qualitativa do sangue, com a verificaglo de alteracies dege-
nerativas, anormalidade e Imaturidade dos elementos sanguineos,
ete, que a observacdo guaniitativa das porcentagens dos diferentes
grupos leuecocitiarios, sendo desnecessaria, por tal razio, uma grande
acuracidade da férmula leucocitaria. Tal, porém, nfo se di. Os
aspectos, quantitative e qualitativo, das férmulas leucocitarias t8m
importincia idéntica e é da avaliaco conjunta de ambos que se
obtém as mais exatas informacdes para o diagnéstico clinico. Par-
ticularmente, os dados quantitativos sdo de grande importincia no
diagnéstico, prognésiico e na observacio da evolucfo das moléstias,
principalmente dag infecciosas, quer expostos como habitualmente
no hemograma de Schilling, quer sob a forma de indices {ais como-
o de Medlar, Houghton, Crawford, ete,

Desta maneira, ao lado da cuidadosa observacho qualitativa,
deve a expressfo guantitativa da férmula leucocitaria ser rigorosa
quanto possivel, pelo emprégo de medidas que reduzam o é&rro a
que estd sujeita.

Tais erros podem ser reunidos em dojs grupos:

I — erros de ordem técnieca;

II — erros de ordem distribucional,

Os primeiros que reunem 1éda uma série de erros técnicos tais
comg execucic defeituosa dos esfregacos, coloracio deficiente, ervos
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na classificacfo dos leucdeitos, ete, podem ser reduzidos pelo apri--
moramento da téenica empregada o dos conhecimentos do exami--
nador. N&o serdo por nbs considerados.

Os segundos, independentes do examinador, decorrem da de~
sigual distribuicdo dos diferentes leucéeitos no esfregaco, pela
variagiio da probabilidade de localizaclo dos mesmos. No caso par-
tieular dog esfregacos feitos em ldmina a distribuico é ainda modi-
fieada pelo fato de tenderem os leucdeitos de maior tamanho a se
ccietar nog bordos, e oz de menor tamanho no centro.  emprégn:
de esfregacos em laminulas evita esta dltima causa de érro, mas o
método da Bmina, mals pratico, embora menog acurado, & mais:
frequentemente empregado, sendo o érro grandements reduzido pelo-
emprégo de um método de contagem que leve em conta 4 marginaciio
e centralizacio leucocitdrias, come seja o “Método de Contagem em
Zig-zag nos Quatro Cantog”, de Schilling, no qual conta-se em cada.
canto do esfregaco um quarto do nlmero total de elementos que se
pretende considerar, e de tal maneira gue sejam percorridos campos.
guer do bordo, quer do centro da preparacio,

Preenchidos os reguisitos citadog, a acuracidade das férmulas:
lencoeitiriag passa a ser funcio do nlimero total de lenebdeitos con-
tados. De fato, decorrendo as variacles da amostra sanguinea dis-
tendida na ldmina, da desigual digtribuicfo dog diferentes leucdeitos
na mesma, guanio maior o nlimero de leucdeitos eontado, tanto me-
nores os desvios em relacdo ao valor real.

¥ objetive do presente trabalho:

1.° — verificar as variacbes dag férmulas leucocitiriag corres-
pondentes a diferenfes niimeros totais de leucdeitos enumerados.

2.0 — julgar da aplicacBo pratica dos resultados obtidos.

Para tal procedeu-se 3 verificaclo dos deavios das porcenfagens
dos diferentes grupes leucocitdrios, obtidas pelas contagens de 100,
200 e 400 leuetcitos comparando-ags com as em gque 500 foram
enumerados.

Os dados referentes a 500 leucéeitos foram escolhides para
valores base pelas seguinfey razdes:

1. — o nlmero de 500 leucdeitos é suficientemente grande para.
néo determinar variaces de grande amplitude;

2.° — & praticamente o miximo empregado nos exames hema-
tolégicos, sendo 6 muito raramente utilizados malores valbres.

3.9 — a contagem de 500 elementos n&o demandando muite
tempo para sua realizacdo pode ser utilizada na pratica didria.
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N&o empregamos as médiaz dos waldres encontrados comog
valores-base, pela razdo j& citada, dos desvios serem reduzidos pelo
aumento do niimero de leucécitos contado, o que faz com oue elas
‘sejam menos exatas que os dades referentes a 5O leucdeitos.

MATERIAL E METODOS

Dsfregacos de sangues normals e patoldgicos, em lAminas,
‘coradog pelos métodos de Leishman e May-Gruenwald-Giemsa,

Para enumerscio dos lencdcitos foi empregade o métode de
contagem em zig-zag nos quatro cantos.

Poram examinadas 50 l&minas selecionadas, de cada ums esiz-
‘belecendo-se as férmulas leucocitarias correspondenfes a 100, 200,
400 = BOO leucdeitos.

Em cada caso foram caleuladas as variagdes absolutas dos dife-
rentes grupos de letcocitos daz férmulas leucocitdrias correspon-
dentes a 100, 200 ¢ 400 elementos. Estes resultzdos foram agru-
pades em tabelas para cada grupo leucecitario, ou seja: eosindfilos,
hasgéfilos, neutrdfilos, linfécitos, mondeitos e plasméceitos.

Com referéncia a cada um dos grupos acima foram calculadas:

1.0 — a média das porcentagens correspondentes s 500 leu-
cocitos:

Moo
2.9 w— as médias das variacbes absolutas referentes as conta-
gens de 100, 200 o 400 leucbeitos;
MVIE}U
MV
MV.Q{)U
3.9 — as variacOes médias velativas, parciais, correspondentes:
VMR = MV
Moo
Vl\a‘IRzQQ preoy %\’?EI)(\
MSOO
VMR = MV oo
E“}ISG(?
4.9 — as variacdes médias relativas globais,

s resultados encontrados estdo expressos nas tabelas seguintes:
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VARIAQAO ABRSOLUTA DO3

AT ST YR
Porcenfagens MONGCITOR
SO0
Cisos et 0.0[ - ) =
leuedeiios Nimero de leuedcitos contados

(valores-base)

404

1o 260 |
!
1 2.6 4 0,4
P 2,8 8,2 2
3 2.8 1.2 0,2
4 i,8 9.2 1.8
5 7,48 H,4 2,4
8 5,8 2,4 1,0
7 2.0 1.0 0.5
E 4.6 1,4 1.8
4 98 0.4 0,1
10 3.4 2.4 1.4
1t 4.8 0,4 0.1
12 5.2 2.8 0,2
i3 3.8 1.2 2.2
14 4,4 0,6 0.6
13 7.4 0.4 1,1
14 1.6 2.8 i.8
i7 6,0 2.8 1.4
18 8.0 2,8 1,5
19 8.0 # 0
20 1.8 i8 8
2] 0,8 1,3 0,8
a2 4.0 2,0 5
23 4.4 i,8 4,6
24 7.8 1.2 0.7
25 4,0 1.6 1,4
264 16,0 1.2 L4
27 3.2 1,2 o8
28 5,0 3.0 1.9
219 H4 9% 0.1
3 2.4 6,4 0.8
a1 2,3 0,2 i
32 3.2 0,8 1,2
13 3% 0.8 4,2
3 2.4 ,§ 4,1
25 3.4 12 1%
a5 2.6 1.8 4,4
a7 5.0 1.4 1.5
a8 6,6 LG 1.1
260 4.0 NG 2.8
4 3.4 4,8 0,9
1 3,6 1.4 i
4% 1,8 .2 a2
478 2.2 R R
44 3,8 1,2 a2
45 5.8 .2 4.8
44 2.6 1.4 4
47 2.6 0 6.5
18 .0 8.0 1.5
48 3.2 82 0,2
A 2.3 3.2 i,8

o

o
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Claracteristicas estalisticus

Mo = 406 VMR = 2857 %

500 166

MV — 1,18 VMR = 1871 %

109 240

MV = 4,76 VMR = 8§12 %

206 4430

MYV = 0,33
400
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VARIACRO ABSOLUTA DOS
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93,33 Y%

109

VMR
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0,15
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89 %

200

VMR

= {,i4
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RELATIVAS PARCIAIS
VARIACCES MEDIAS
Leucdeitos Nimero de leucéeitos contodo
160 260 400
Eosindfilos ..... 22,04 % 13,62 o 4,72 %
....... 72,13 % 50,81 % 26,22 o
Neutrdfilos ..... 5,99 % 4,86 o 1,67 %
...... 2,81 %% 716 % 2,66 %
...... 28,57 % 18,71 % 8,12 o
Plasméeitos ..... 93,23 % 80 Ty 33,38 %
e j
Nimero de VARIACAQ ME-:
Teucéeitos DIA GLOBAL |
100 54,79 %
200 30,62 %
400 12,26 %
RESULTADGS
Foram 03 seguintes og resuliados encontrados:
1.% w as contagens de 100 leucdeitos mostram variacio reia-

tiva maxima de 92,38% e minima de 5,99%, com um walor médic
de 54,79% ;

2.9 — nas férmulas leucocitarias em que foram contados 200
leucéeitos houve uma variacdo relativa méxima de B0%, sendo a
minima 4,86% ¢ a média 30,652%;

3.9 — as eonlagens de 400 leucéeitos apresentam 33,839 como
valor maximo da variacic relativa, sendo a minima 1,57% - a
média 12,26%..
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CONCLUSSES

Dog dados verificados conclue-se:

1.° — A comparacio dos valdres das variacdes das contagens
de, rvespectivamente, 100, 200 e 400 Ieucdcitog em relaclo as porcen-
tagens referentes a 500 elemenios mostra um nitido decréscimo
quanto maior o nimero contads,

2.0 . Deavem ser preferidas as contagens de 400 on 500 ele-
mentos uma vez que as variacbes para tal nlimero nio sfio de grande
monta.

3.2 — As férmulag leucocitdriag com 200 elementos podem ser
toleradas nos casos de urgénecia, eomo medida de emergéneia, de-
vendo neste caso, ger confirmadas posteriormente pela contagem
de 400 ou 500 leucédeitos,

49 —. Ag contageng de 100 leuceitos ndo devem ser utilizadas,
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CONSIDERACOES SOBRE ANALISES DE
WHISKIES

LEAO TIKER,
Quimico do Institute Adolfo Lutz.

Para a fabricaciio de bebidas aleodlicay existem as mais variadas
matérias primas, como podemos ver no seguinte quadyo:

Motéria Prima Sewm distilacdo Com distilugo

a} Subst. acucaradag:

1y Uwas ...,
2y Frutas ............ Vinhos Conhaques
33 Groselhas ..........
4) Melaco de ag, de cana 4y Rum
5y Cerejas ............ 5) Kirsch
6y Ameixas ........... 8} Sliwowitz
7) Bagas de Zimbro ... 7} (Genebra, Gim
&) Cana .......onvnonn 8} Caninha
4} Residuos da obtencéoc 9) Bagaceirs
de wvinhos ..........

b) Produtos feculentos:

1} Cevada ............ 1}y Wodka-Whisky

2y Trigo oo vvieannin Cervejas 2} Wodka

3) Centele ............ 3) Whisky (Rye)

4y Batata ............. 4y Wodka

5y Milho ........ feaeen 5) Whisky (Bouz-
bon)

B) ATrozr .............. Saké 8y Arrak

Interessam-nos agui, alguns comentérics s6bre a bebida whisky,
de origem inglesa e norte americana, a qual, conforme 2 nossa
legislagéo, deve satisfazer os seguintes requisitos:

“Ber um destilado aleoblico de um mosto de cereais fermentado e
envelhecide em recipientes apropriados.”
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Como podemos ver na tabela, temos dois tipos principais de
whisgkies :

1) Rye, com um mosto contendo em média 50% de eenteio;

2) Bourbon, com um mosto eontendo 60 a 80% de milho.

Para podermos compreender melhor o critéric que tomamog para
analisar um whisky, vejamos as fases que temos que passar para a
sua fabricacdo.

1.%)  Germinagic do grdo. FEm condigles ¢ ambienie apro-
priados para germinagfo, faz-se com que & gemenie germine, sendo
depois séea e friturada.

2.°%)  Sacorificagde. As substinegias amilaceas que eonstituem
o gric germinado sio desdobradas por intermédio da diistase, gue
j4 existe no prépric meio, originando o di-sacarido mialtose, con-
forme a seguinte reacfo:

disstase
(CeH005) ey C1aHgo 04y
amido x maltose

Bsta por sua vez, por meio da maltase (fermento que se desen-
volve na levedura da cerveja) desdobra-se em duas moléeulas de
glicose.

C12H2s01: -+ HaO  2CaH;504
——
maliose maliase glicose

3.2y  Fermentacdo. A glicose formada por meio de fermentos
ou zimases se transforma em Aalcool conforme a seguinte reacglo:

CﬁHi‘,ﬁ:Oﬁ Zimases ZCQH",OH + 200‘5

ghicose > ilcool

No decorrer desta reacfo formam-se diversos produtos inter-
medidrios comio podemoes ver pela série de reacgdes seguintes:

Ay 1 mol. glicose 2 ml aec
A 4 mol ac__ 4 mol ac. al- glicero
1 mol. ac. Heaxo dioxi-aceton < —deide glicero /+ fostorien
di-fosforico fosférico fosforico —-mf\ -+
-+ +2 ml  ae
2H.PO. fosfogli-

cérico
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B) 2 mol. ac. fosto- —3» € mol. ae. fosfo-—3 & mol. ae. fosfopirdvieo
gleérico < glicérico -

H.0

) 2 mel. ac. fosfopirtivieo - 1 mol. glicose —3 2 mol. ae, pirdvico

2 €O,

2 acetaldeido

) 1 mel, glicose 1.0 produte de 7 meol, fosfoglicérico
-+ esterificacdo .
2H.P 0. e o e ) -
+ 2 mol. acetal-
2 mol. acetaldeido deido 2 mol. dgleonl

4.°)y  Destiloeie, O aleool fermentado é destilado em alam-
bigues apropriados,

5.%) Ewnvelhecimento. O produto destilado é entfio envelhecido
em recipientes apropriados durante 12, 24 meses ou mais,

Naturalmente, de fodos 8ztes processos formam-se subprodutos,
o8 guais levamos emy consideracfo na gnalise. Assim como vimos
formams-se dcidos que vao dar um cerlo grau de acidez ao pro-
duto. Dasg substincias protéicag que compéem o grio, formam-se
substinecias nirogenadas denominadas aminoacidos, og quals,
durante a fermentacio, vio constituiyr o chamado “fusel”, composto
de diversos alcocis de péso molecular superior ao do etilico e que
denominamios de &leoois superiores, Durante o envelhecimento ha
umy processe de reacic lenta entre os dcides e dlcoois formados,
formando compogtos tais como acetato de etila, de butila, ete., que
vao constituir ¢ gque denominamos pelo nome genérico de ésteres.

Finalmente formam-se produtos de oxidacio como sejam o0s
chamados aldeidos, e produtos de transformacfio pirogénica durante
a destilacio ou provenientes da propria madeira, gque grupamos na
forma do seu representante mais simples, ¢ furfurol.

Portanto, no processo analitico levamos em consideraciio einco
fatores principais que grupamos sob ¢ nome de componentes secui-
ddrios.  SAo &les: acidez, ésteres, aldeidos, furfurol e édlegois
superiores,
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Analisando diversos whiskies das mais diversas proceddneisg o
comparando tabelag das mais diversas anélises procedidas, chege-
mos em: média, zos seguintes fatores, avaliados em grams litro de
produto:

Componentes Tipo Tipo Tipo Mipo
seeundarios eagocds AMETLCANRO coriado wgctonal
Acidez ..., . ... 4,230 0,180 0,050 4,030
Bateres . ........ 1,860 0,800 4,500 0,200
Aldeidos ........ . 0,205 3,180 (3,090 0,040
Farfarel ........ 6,032 0,020 9,604 0,000
Alcoois superiores 2,400 1,260 0,800 0,270
Total ....... 4,627 2,180 1,484 0,540

Como vemos, o tipo escocés puro possue entre 4 ¢ 5 de com-
ponentes. O tipo americano que em geral é manipulado (blended),
pois corfam-ge porgdes escothidas do destilado com Adlcool de cereais,
j& possiie componentes que oscilam em redor de 2.500, O tino cortado
representa um whisky americano ou escocés diluide em élesol, pro-
cesso Este muito usado por cerfos importadores do produto que o
vendem como produto nacional. Finalmente, o tipo gue muitos fa-
bricantes colocam no mereado como sendo produte nacional é quase
izento de componentes, Este € feito com aleool aromatizado com as
chamadas esséneias de whisky, das gquals damos uma para exemplo.

Gleo de fuse! de batatas ........... 0,946 litros
Esséneia de fusel “Rye™ ........... 8,516 litroa
Eter de Bum .......o vt 9,468 litros
Egséneias de améndoag amargas .... T4 ec.
Alesol ... 23,85 litros
Vaniime ... .. .. .. . i 78 ec.
Heliotrepina ... ..co oo 1477 ce.
Tintura de balsamo de Perd ......... 36 ce

Dissolver 29 ce. da mistura déstes produtos em 2714 litros de
&leool, juntando-se 29 litros de Agua. Misturar, filtrar e colorir
com caramelo,
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Ao lado desta, existem oufras mails simples, como o chamado
“Beading 0il”, constituido de améndeas doces com adcido sulftirico
neutrslizado com ambnea e &lcoel, degtilando-se depeois a mistura.

Naturalmente um alecol aromatizado com umsa desias esséneias
ndo pode dar um fotal de componentes secundirios como um whisky
puro escocds,

Além de levarmos em consideracio os dados analiticos, deve-
mos tomar muito em conta os caracteres organocléticos da bebida,
como sejam o aspecto, a cdr, ¢ glsto e o cheiro. Notamos, porém, -
que todos &éstes caracteristicos coincidem perfeitamente com os resul-
tadog analfticos, pois, em geral, os produfos de componentes baixos
apresentam um gdsto que se aproxima mais ao do dlcool de cereais
retificado.

Té&m aparecido para contrdle, produtos falsificados, isto &, pro-
dutos manipulados clandestinamente e acondicionados em vasilhames
rotulados de produtos de renome. Estes produtos, porém, sfo facil-
mente identificdvels, guer pelos caracteres organcléticos alterados,
isto é, nio genuinocs do produto, quer pelos resultados analiticos
acusando componentes secundarios reduzidos.

Em vista disto, concluimos gue ¢ artigo da nossa legislaciio que
admite que as bebidas retificadas do “tipo gin”, o total de com-
ponentes de 1 gr. por litro, viria beneficiar alguns contraventores,
que ao declararem no rdtule o termo retificodo, poderiam usar um
produto artificial ou mesmo diluirem um bom whisky, ao extremo
de reduzirem & guarta parte oz seus componentes secundarios.

Pelos resultados verificados no decorrer desta contribuicdo, a
Gnica conclusfo a gue poderiamos chegar, seria a de admitirmos
whiskies com valores acima de 1,500 gms. por litro, de compenentes
secundarios, e com caracteres organoléticos proprios do produto.
Assgim sendo, poderiamos evitar uma exploracio de produtos cons-
tituidos exclusivamente de &lecois de cereals simplesmente aroma-
tizados ou de whiskies importados excessivamente cortados.

Estendendo estas consideracfes a ouiros tipos de bebidas,
queriamos admitir os dizeres do paragrafo tnico do artigo 479 da
Legislacio em vigor para o gin. Quanto s restantes mencionadas,
genebra, run, kirsch e korn, carveceriam de um estudo, para que
pudéssemos estabelecer uma média de componentes para tais pro-
dutos, afim de termos uma miedida padrio.
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RESUMO

1 — Produtogs fermentados com destilacio e sem destilacio:
materias primas.

2 — Tipos de whiskies.

3 — Procegso de fabricacio.

4 — Consideracgbes stbre os componentes secundirios.
5 — Formulas para falsificacdo.

6 — Conclusio.

a} Caracteres organoléticos proprios.

b} Componentes com ¢ minimo de 1,500 gramas por litro para
os considerados retificados,
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Il — Emprégo do acido paraminebenzdico.

MANOEL DE BRITTC ¥ SILVA
Biclogista do Instituto Adolfo Lutz

JOSE CARLOS RIBAS

Biologista do Departamento de Producio Animal.

As exigéneiag para cultivo do Meningococo, em relaglo aog
meiog de culfura empregados para tal fim, sfo conhecidag desde
1887, guando entfic Weichselbaum conseguiu isola-lo em cultura
pura, de seis casos de meningite cerebrospinall. Séo elas facilmen-
te compreensiveis, bastando para isso passarem-se em revista os inG-
meros melos propostos, com essa finalidade,

Com o aparecimento dag sulfamidas e seus compostos, com o
geu emprégo corrente e precoce na terapéutica das doencas infeccio-
sas, Uitimamente temos tido sérias dificuldades para obter culturas
positivas de meningococo, em pacientes sob tratamento. Do ponto
de vista bacteriolégico, éste fato nos priva da tnica base segura pa-
ra o diagnéstico etiolégico da infecclo, que seria o isolamento ¢ iden-
tificacdo do germe. Do ponto de vista clinico, impede o facultati-
vo de tomar as medidas terapéuticas e profilaticas necessirias para
eada cazo. ‘

InvestigacBes de alguns pesquisaderes plem em evidéncia que
“aq culturas negativas” em certos casos em gue compostos sulfona-
midicos foram empregados, sfo “falsos resultados™. Por ouiro
iado, trabalhos relativamente recentes de Stamp? e Green * na In-
glaterra, de MacLoads ¢ de Woods® nos Estados Unidog da América,
mostraram gue existem certas subsifincias inibidoras, capazes de
nulificar a acfio bacteriostdtica dag sulfamidas.

(*3 Trabatho apresentade na 2. Reuniie Quinzenal do Instituto Adoifo Latz
realizada em 20 do Fevereiro de 1846.
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Uma dessas substdneias, que hoje esti perfeitamente identifi-
cada, é o Acido paraminobenzéico, droga relativamente de baixo

custo e facil obtencéo,

Segundo Harris e Thimann 8 deve-se a Woods z descoberta da
acfo anti-sulfonamida do 4cido paraminobenzdico; &le demonstrou
que um fator inerente as leveduras e com propriedades quimicas se-
melhantes as do Acido paraminobenzdico é que impede a acio bac-
teoriostitica da sulfanilamida e da sulfapiridina.

Esta observacfo estendeu-se posteriormente “in vitro™-4.: e
“in vivo™ 67 a todes o8 tipos de sulfonamidas.

Em vista déstes trabalhos e dos resultados satisfatérios encon-
trados nos estudos de Charles Janeway, é gue nos propusemos a ex-
perimentar a adicic dessa substincia num dos meios de cultura
empregados na rofina da seccho de Meningite déste Instituto, subs-
tincia esta tida por varios autdres como inibidora das sulfamidas,
podendo, além disse, agir como um fator de crescimento ¥ das cul-
turas.

O autor acima citado uson sangue retirado de dols pacientes
com endocardite bacteriana subaguda, og quais estiveram sob trata-
mento com sulfapiridina por maig de um més, Semeou-08 em meios
de cultura com e sem Acido paraminobenzdico, verificando o eresei-
mento mais rapido ¢ abudanie nos primeiros, isto &, nos meios que
continham o dcido-paraminobenzdico. O germe cualtivado foi isolado
e identificado como Streptococeus viridans,

MATERIAL E TECNICA

Trabalhamos exclusivamente ecom lguidos cefalorraquidianos
provenientes de pacientes do Hospital Emilio Ribas e, dentre éles, s6
com 08 suspeitos de meningite cerebrospinal epidémica. Passiva-
mos, entdo, por uma faze de urna das maiores epidemias desta en-
tidade moérbida, registradas nesfes Glitimos tempos, segundo nos de-
elarou o Dr. Luiz Pereira Barreio Nelo, ilustre facultativo daguele
Hospital de Isolamento. Ainda, segundo o mesmo, os doentes em
geral chegavam ao Hospital j4 sob a terapéutica das sulfonamidas,
Nos “liguors™ estudados, infelizmente nao nos foi possivel dosar as
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sulfonamidas possivelmente presente sm taxas relativamente alias,
Tratando-se de pleno surto epidémico, foi-nos ficil conseguir 185
amostras de liquors no decorrer dos meses de agdsto a dezembro de
1945, provenicntes de 185 doentes, daguele IHospital, e tentar com os
mesmos obter culturas positivas nos meios em estudo contendo dcido
paraminobenzdico. Procedemos dessa maneira mesmo nos €asos
em que o8 exames bacterioseépicos deram resultado negativo, apds
a coloracdo de Gram e de Gabbett, a fim de afastar oufras possi-
veis meningites bacterianas enifio fora de nosso estudo.

O meio de cultura escolhido foi o dgar-wvo inclinado pois tem
sido o que nos tem dado melhores resultados nos trabalhos de rotina
déste laboratorio.

Usamos o que passamos a chamar de dgar-dve simples e ©
dgar-dve com deido pardamincbenzdico entrando esss substancia na
concentracfo, tida como 6tima, de bmg. por 100 cc de melo.

A téenica de preparo foi a seguinte: Agar com albumina de 8vo
500,0 em3; amido solavel, 1,8 grs; solucdo a 0,5% de Acido parami-
nobenzéico 5,0 em3. Dissolvido o amido em 20 em$ de Agua, ague-
cer em banho-maria. Esterilizar a 120°C durante 20 minutos,

A parte, esterilizar a solucio de Acldo paraminobenzébico. Jun-
tar as duas soluedes no Agar fundide. Distribuir em tubos de
16x160. Inclinar e depois de solidificado, controlar a csterilidade.

Tédas as amostras de “liquor” foram semeadas nesfes dois
melox com & mesma pipeta na guantidade de mais oy menos 0,5 c.o.
e postas na estufa a 37°C., permanecendo ai em observaglo por
72 horas, Quando ausentes de gualguer crescimento eram dados
como casos negatives. Nos casos em gue verificamos erescimento em
ambos os meios ohservando que, em gera) ésse crescimento era mais
abundante no meio que continha 4cido paramincbenzéico. Em outros
casos verificamos gue em 24 horas havia vegetacfo no meio com o
referido 4eido e nfio no de dgar Gvo simples, onde a vegetacio s6
vinha a positivar-se dentro de 48 horas de estufa, Em outros, ainda,
notamos que, havendo vegeiacdc entre 24-48 horas no meio com aci-
do, 26 a observavamos no dgar Hvo simples apés 72 horas de estufa,
€, 0 que € mais importante realcar, houve cases em que s6 obtivemos
culturas positivas no dgar 6vo com deido paraminobenzéico, restando
negativas as culturas no dgar 6vo simples, apds as 72 horas de estu-
fa. Estas tltimas verificacdes vinham provar a existéneia de sulfa-
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midas no “Hquor”, em concentracbes tais que impediam a vegeta-
¢do total ou pareial do meningocoeo nos melos comumente uysades
na rotina.

Os quadros abaixo dfo idéia mais nitida dos nossos resultados.
No guadro ndmero I mostramos um estudo dos resultados ¢ propor-
gOes enire os exames bacterioscdpicos ou diretos e as culturas. No
guadro nimero II, temos a comparacio dos resultados das culturas
positivas nos meiog de dgar-dvo simples e adgar-6vo com 4cido pa-
raminchenzéico.

QUADRO I

CAS08 EXPERIMENTADOS: 185 ESTUDO DOS
RESULTADOS E PROPORCOES ENTRE 08 EXAMES
DIREITOS E CULTURAS,

Exames Exames
diretos Total diretos
positivos negativos
Culiuras {’?‘7,_11] {45,951 {26,591
positivas B4 85 21
(75,30} (100,60} £24.71)
Culturas [#2,80] [54,057] [79,41]
negativas 19 100 81
{19,60) {100,00) {71,00)
£100,00] [100,06] 106,001
Total 23 185 162
(44,86} (100,00 {55,14)

(s nfmerog entre parentesis representam a percentagem
sébre o total das linhas correspondentes; e oz entre colchetes

representam =z percentagem sbbre o tofal

correspondentes.

das  colunas
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Quapro 1T

COMPARACAO DOS RESULTADOS DE CULTURAS EM
AGAR-OVOS COM ACIDO PARAMINOBENZOGICO E AGAR-
OV0O SEM ACIDO PARAMINOBENZOICO NOS 8 CASO0S

POSITIVOS
o o N.o de Percentagem sobre
oM PETACED Casos o total dos Casos
1
Exclusividade de eresci- ‘
mento em Agar-6vo com 18 21,18 |
ac. paraminchenzdico
Antecedéneia e cresci-
menio de 48 hs. em Agar-
N . 2 2,85
6vo com  a¢, paramino 35,29
benzdico
Antecedéneia de cresei-
mento de 48 hs. em 10 11,76
agar-gve ¢/ ac. parami-
nobenzdico i
Comeomitancia .
de crescimento 54 63,03
Exclusividade de cresci-
mento ne Agar-6ve sim- i 1,18
ples
Total ................ 85 100,80
CONCLUSOES

1. Pelos resultados expostes nes guadros acima, verificamos
o seguinte: o Agar 6vo com Acido paraminobenzdico foi-nos fran-
camente favorivel na obtenciio de culturas positivas para os me-
ningococos em 18 casos, dando-nos, portanto, uma percentagem do
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positividade superior ao seu testemunha, de 21,I8%; em 2 easos
obtivemos culturas positivas com antecedéncia de 48 horas, o que
nos 44 vaniagem, quanio ao diagndetico precoce, de 1,35%; em
10 casos tivemos antecedéncia de erescimento de 24 horas, isto é,
11,76 % de vantagem do meio com acido sbbre o de dgar-ovo gimples;
apenas em 1 easo verificamos o erescimento da cultura no agar-
dvo simples, ao lado de resultado negativo no dgar-6vo com acido pa-
raminobenzdico,

Vemos assim, que somados os cascs em que obtivemos exelusi-
vidade e antecedéncia de crescimento de 24-48 horas no meio de
dgar-6vo com acide paraminobenzdico, obtivemos vantagem global
déste meic s6bre o dgar 6vo simples de 35,29%, o gue nfo é nada
desprezivel.

2. Como consequéncia dessas verificacdes, parece-nos de uti-
lidade o emprégo do acido paraminobenzdico mos meios de ecultura
de rotina, e particularmente aconselhdvel quando se trata de ma-
terial de doentes supostos estarem zob guimioterapia sulfonami-
dica.

RESUMO

Os AA, com a finalidade de obter cultura de meningococo
nos liquidos cefalorraguidiancs de doentes suspeitos de meningite
cerebrospinal epidémica, sob tratamento pelas sulfonamidas, expe-
rimentaram o emprégo do acido paraminobenzéicé num dos meios
de cultura habitualmente empregados unsando como testemunhsa o
mesmo melo sem o referido acido.

Dog 185 easos estudados, 100 resultaram culburas negativas.

Entre os 85 positivos encontraram vantagem de 85,299 do
meio adicionado de &4cido paramimobenzéico sbbre o meio teste-
munha.

Em vista désses resultados, preconisam o emprégo dessa subs-
tincia — tida por muitos como um “fafor de crescimento” — nos
meios de cultura de rotina para os cascs sob tratamento pelas sul-
fonamidas,
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SUMMARY

The AA. aiming the cultivation of Meningoeocei from cere-
bro-spinal meningitis and under treatmemt by the sulfonamides
tried para-aminobenzoie acid in one of culture media employed,
while g control, without the acid was emploved,

Out of 185 cases investigated, 100 were negative for bacterial
growth.

Amongst the 85 positive cases there was an advantage of
35,29% in favour of the media containing para-aminobenzoic acid,
over the conirol,

In view of such results the A.A, advise the use of that subs-
tanee, considered by many as growth factor, in the routine culture
media, in cases of suspected meningococcal cerebrospinal meningitis
likely to be under treatment by the sulfamids.
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REDUTASE E EMPREGO DE RESAZURIN
NOS EXAMES DE LEITE (%)

THECDOSIC M. P. Da SILVA

Biclegista do Institute AdeMo Tatz,

s

A provs da redutase nos leites, ¢ empregada com o fim de sa
obter aproximadamente o teor de germes vivos no produto em
exame.

Foi estudada e posta em pratica por Barthel e Orla Jensen.
Atualmente é empregada principalmente nas anflises bacteriologicas
de leite. Com o auxilio desta prova é possivel a obtencio de valiosos
esclarecimentos gbbre a riqueza em germes vivos presentes no pro-
duto em amndlise.

Essa prova consiste no descoramento, mais ou menos rapido,
experimentado por uma solucdo de azul de metileno a 0,006 %. O
descoramento mantém intima interdependéneia eom o namero de
germes vivos contidos no leite, ou no produto em andlise, Quanto
maior o miimero de bactérias e célulag vivas, menor o tempo gasto
para o descoramento do reafivo, isse porgue um nimero maior de
microcrganismos vivos eongome maior guantidade de oxigénio, A
custa da reducdio do corante,

Como a prova da redutase é muito demorada, sendo necessirio
wguardar além de sete horas afim de comprovar as condigbes higié-
nicas do leite, procurcu-se substituir o azul de metilenio na prova da
redutase, empregando o Resazurin por formecer resultades muite
mais rapides. Os dadog fornecidos com o emprego do Resazurin
esclarecem a qualidade do leite em exame, t80 bem quanto a prova
com o azul metileno, sendo que, na Inglaterra, essa prova receben
aprovacido oficial. A redutase feita com o Resczurin, como fol ve-
rificado por nés, tem a vantagem de fornecer ao analista, em prazo
de 64 minutos, os mesmos informes que se oblém com a solucdo de
azul de metilenc em 7 horas,

O Resazurin é sindnimo do Diazoresorcinol e tem como férmula
bruta C,.H,0,N,

(¥} Trabalho aprovado pelz Primeira Jornada Brasileira de Bromatolegia,
que recomendou a sua publisacio.
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0Os variog autéres abaixo diseriminados estudaram o valor da
prova do Resazurin e pela leitura das conelusbes déstes trabalhos, é
possivel formar uma idéia do valor dessa prova, na classificacio
rapida da qualidade do leite em andliise.

Azsim, A, Ramsdell, Johnson!, chegaram 2s seguintes conciu-
shes: 1.9 .— K necessaria somente 1 hora para completar a prova do
Resazurin, enquanto a prova do azul de metileno requer um periodo
de tempo acima de 5 horas. 2.2 — Os leites podem ser classificados
em 4 gropos, conforme a sua condicdo sanitéria. 3.9 - Leites de
tberes doentes (mastites) e leites de vacas figioldogicamente anor-
malis, tem efeito significativeo na reduclo do Resazurin, e assim essa
prova & de valor para esta verificacio. 4.° — B possivel obler con-
siderdvels esclarecimentos zbbre a flora presente, observando as
variacles cromaticas que ocorrem durante o periodo de inegbagio na
mistura leite-Resazurin.

Barret, Rutan e Keenan? observaram que: 1.° — Podem ser
obtidos esclarecimentos s0bre a qualidade sanitaria do leite, no pe-
riodo de 1 hora, com a prova do Resazurin, og quais sfo comparaveis
aos obtidos em 7 horas, usandoe a prova do azul de metileno, 220 —. A
prova do Resazurin tem grande valor, quando assoeciada ao diagnéds-
fico microscdpico, diminuindo o tempr digpendide na determinacio
dos leites bons e permitindo desta maneira que se possam descobrir
mais prontamente as causas de duvida ou de dificuldade com rela-
¢ho aos leites ruins. 3. — A prova do Resazurin é superior a do
azul de metileno, porque é extremamente sensivel nos leites anor-
mais fisiclogicamente ou patoldgicamente,

Warner® verificon gue a prova do Resazurin nao oferece van-
tapens z8bre s prova aznl do metileno, guando se toma como
fim da reacfo 0 ponto branco, isto &, a reducho completa.

Johnst assim ftermina: guando a incubaclo a 37°C no leite re-
zarurinado continfia até a edr rosa, & exafidfo dz prova comparz-se
muito favoravelmente 4 da prova feifa com o azul de metilena.

Johng ¢ Howson® sfo de opinifio gue: o Resazurin é mals 0fil
que o azul de metileno na deferminacio de leites contendo grande
ndmero de microorganismosg, fracamente redufores.

Shacht ¢ Nicholsd, em seu relatdrio preliminar sébre a prova
de Besazurin, acham gue: na rejeiglo dos rebanhos, em condicdes
impréprias nas fazendas, a exatidac da prova Resazurin -+ eocalho
foi muito malor do que a obtida com as outras 4 provas usadas.
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Golding e Jorgensen’ demonstraram que: 1.9 — HAi estreita
eorrelacfo entre os resulados do método Standard de contagem
microbiana em placas e a prova do Resazurin, 2.° — s resultados
obtidos com leites de vArias procedénciazs, sfo perfeitamente con-
cordantes. 3.° — Sc¢b as condicBes citadas, a leitura em 60 minutos
é a mais aconselhivel e provavelmente a que fornece melthores re-
sultados, 4.° — Conhecendo a classe do leite, o produtor pode, por
meio da prova do Resazurin, evidenciar a qualidade do mesmo,

E assim poderiam, ser ainda citados cutros sutdres, todos éles
favordveis a prova do Resazurin,

Baseados nas pesguisas citadas, resolvemos repelir essas verl-
ficacbes empregando a prova do Resazurin na Secclio de Contriles
Biolégicos do Institute Adolfo Lutz, sob a crientacio do Dr. Bruno
Range]l Pestana, chefe da Subdivizio de Bromatologia e Quimica.
Foram empregadas ag téenicas seguintes:

TECNICAS

Para a prova da redutase com o azul de metileno, seguimos a
téenica indicada pelo Standard Methods for Milk Analysis e para
a fdo Resazurin, a que abaixo descrevemos:

Preparo da Solucdo de Resazurin. — 1.° — Solucho stock, —
Pesar exatamente 0,05 g de Resazurin (Eastman Kodak Company)
e transferir com os cuidados necessirios, pars tm balie aferido de
100 ml, e completar com agua destilada &sse volume. Depois de
digaolvido o Resazurin, passar para outro balgo de 150 ml e auto-
clavar a 120°C, 20 minutos. A solucio empregada na prova € obti-
da fazendo a diluicfio de 1 m! désse soluto stock, em 9 mil de Agua
destilada, Obtém-se assim um teor de 0,005% de Resazurin. Esta
golugdo conserva-se muito bem.

Aparelhamento, — O material empregado consiste em um
banho-maria regulavel a 37°C, com estantes para os tubos de prova.
Estey tubos sfo calibrados e de 10 m! ou de 16 x 160 e tals tubos
deverfio ser previamente esterilizados e providos com rélhas de
borracha, afim de se fazer a inversheo periédica cada B minutos.

Técenice, — Medir exalamente por melo de uma pipeta cali-
brada, 10 ml de leite e colecar no tubo calibrade ou tube de
16 x 160; juniar, com os cuidados de assepsia, 1ml da solucio de
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Resagurin, eolocando os tubos no banho-maria regulado a 37°C e
anotar a hora. Fazer a inversio dos tubos de 5 em 5 minutos. A
leitura da prova consiste nas mudancas de coloracio do Resazurin
em mistura eom o leite, a medida que oz microorganismos reduzem
o corante, passando pelos seguinies ifons:

1. — Tom azul gue significa apsbneia de alteracfio ou melhor,
nenhuma reducio sofrida pelo Resazurin.

2. — Tom arroxeado no infcio da reducdo, que em seguida
passa a0 roXo.

3.2 —— Tom rosa, que indica franca reducio.
4% -~ Tom branco, que significa o final da reacéo.

-

Essa mudanca de tonalidade de cbres é a principal caracteris-
tica informativa, pois é baseada nela que se avalia e se conclue sé-
bre o valor e a gualidade do leite em exame.

O principal objetivo do nosso trabalho foi comparar a prova de
60 minates de Resazurin com o tempe gasto na redutase pelo azul de
metileno e depois confroniar ag divergéneias observadas no resultado
final.

Fm 100 amostras por néds examinadas, empregamos as duas
provas comparativamente, tendo verificado que a mudanca de co-
Ioracio dos leites resazurinados se processava em quase todos, num
espaco de tempo gue regulava em uma guarta parte do tempo ne-
cessdrio pars a reducio do azul de metileno, Em fodos 8sses leites
foram fellos exames de conlagem em placzs, {ndice colimélrico e
confagem pelo método de Breed, sendo anotados oz leites em que
a prova do azul de metilenc se completou em menos de 4 horas.
Asgsim, na verificaciio da qualidade do leite, pela prova do Resazu-
rin, tomando-ge como base o tempo de 1 hora para a conclusio, po-
demos clasgifica-lo da seguinie forma:

Nerhuma mudanca de ebr na sclugdo de Resazurin = leite hom
Alteracio da edr azul para roxa na solucko do

Resazurin = leite regular
Alteraciio da cir azul para rosa na solucio do

Resazurin leite ruim

{l

Alteracdo da cbr azul para branea na sclucdo do
Resazurin = leite péssimo
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Para fazer a classificacio dos leites de pior qualidade, 18r as
variacbes crométicas dos tubos com leite resazurinado em espaco
de tempo de 30 minutos, isto &, na meiade dg duracdo da prova,
como aeima Tol difto, cbedecendo-se ao mesmo critério, guanto &
tonalidade dag cbres.

Segundo Schacht e Nichols, o critério a ser usade para a con-
clisfio da prova e a classificacfio dog leites, poderd ser o seguinfe:

1.* — Nenhuma mudanca da ¢dr azul original, depois de 1 hora
de incubacio — bom.
2.0 —.. Nenhuma mudanca da cbr azul original, em 1% hors,

porém mudanca entre 14 e 1 hora — indiferente.
3.0 — Mudanca em menos de 14 hora da cbr azul original
para roxo, rosa ou branco — mau.

Essa conclusfo, embora dé resultados satisfatérios, tem o in-
conveniente de necessitar o méaximo da atencfio do analista du-
rante o pericde de ineubacio a 37°C. Segundo ésses autdres, a
prova do Resazurin podde ser feita com a adicdo de coalho & solu-
¢do do corante, na proporcio de 0,1 a 0,2 ml por 100, porém nio
notamos nos leites examinados, grandes vantagens na conclusio ds
prova, mesmo porgue a solucio do Resazurin 4~ coaltho, nio se con-
serva por mais de uma hora. Julgamos pois, por economia de ma-
terial, ser melhor para a andlise a solucfo de Resazurin em Agua
destilada, sem o coalho. A solucfio de Resazurin -+ coalho parece
encurtar ligeiramente o tempo para a concluso das provas.

RESULTADOS

Asg 100 amostras analisadas revelaram o seguinte:

Azul de metileno: 29 amostras reduziram em 30 minutos: 16 em
60 minutos; 8 em 90 minutos; 3 em 1Z0; 4 em 150 minutos; 5 em
180; 5 em 210 minufos e 30 amostras reduziram acima de 4 horas
de incubacgo.

Lesgzurin: Prova com 66 minutos de ineuba¢do: 38 amos-
iras apresenfaram o tom branco; 23 o tom rosa; 9 o tom roxo e
30 amostras a fonalidade azul original da solucBo do Resazurin,

Foram considerados péssimos, pela prova do azul de metileno,
56 leites, e pela prova do Resazurin 61. Com o azul de metileno, 14
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leites foram considerados regulares, e 9 pelo Resazurin; 30 leites
foram considerados bong por ambas as provas.

A avaliacfo revelou: 1.9 -— Com z prova do azul de metileno:
gue 569 dos leites eram ruins, que 14% eram regulares e gue
30¢% eram bons; 29 — Com a prova do Resazurin em 60 minutos:
que 61% dos leites eram ruins, que 9% eram regulares e que 30%
eram bons.

Por 8zses resultados vemos que g prova do Resazurin fornece
elementos para a classificacio dos leites, pois pas 100 amosiras
analisadas, nio houve siquer um resultado que nfo combinasse, mui-
to aproximadamente com os resultados obiidos com o azul de me-
tileno, considerando que para esta prova, foram regeitados como
ruing 56 leites e tendo-se como base o tempo de reducdo inferior a
2 horas.

Guanto & prova do Resazurin, tomando-se como base a cbr rosa
para o tempo de 60 minutos, foram considerados péssimos ou ruins
61 leites. Trata-se de uma prova de fécil execucfio e largamente
experimentada na Inglaterra ¢ Estados Unidos e que tém sobretudo
a grande vantagem de economizar tempo, pois a prova da redutase
com o 2zul de metileno, embora seja uma prova de real valor, exige
do analista cbservacio por periodo dilatado, o que nem sempre &
posaivel. Além do fator tempo, € o que é importante, o Resazurin
é mais sensivel nos leites oriundos de vacag anormais e possie
raaior sensibilidade frente aos microorganismoes pouco redutores.

CONCLUBOES £ REZUMOG

1.9y  Empregando comparativamente o Resazurin e o azul de
metileno na prova da redutase, foram examinadas 100 amostras de
leite.

2.9y Com o emprégo do Resazurin, foram encontrados os se-
culntes resultados: 61% de leites ruing, 9% regulares ¢ 30% bons,

3.9} Com o emprégo do azul de metileno os resuitados foram
o8 seguintes: 569% de leites ruins, 14% regulares e 30% bons.

4.%) O emprégo do Resazurin como reative na prova da redu-
tase, torna-a muito mais rapida de que com o emprégo do azul de
metileno.

5.y A prova do Resazurin é uma prova de facil execucio
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6.9} O Resazurin € mais sensivel aos mieroorganismos pouco
redutores.

7.2) O emprégo do Resazurin oferece malor facilidade na ve-
rificagho do resultado, pois a mudanca de eoloracio do Resazurin &
mais evidente do gue o limite do descoramento completo do azul
de metileno.
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