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CARTAAOLEITOR

A Revista do Instituto Adolfo Lutz, criada em 1940, publicada
semestral e ininterruptamente, tem como objetivo principal divulgar
informacdes cientificas nas areas de interesse da Saude Publica. A partir
de 2001, esta Revista conta com a publicacdo dos resumos dos
Encontros do Instituto Adolfo Lutz e da Pés-Graduacédo da Coordenacéo
dos Institutos de Pesquisas (CIP/SES/SP), na forma de suplementos.

Todo esse sucesso tem sido possivel devido ao esfor¢co conjunto
da Comissao Editorial, Setor de Publicacdes/Diretoria de Servicos
Basicos e Diretoria Geral do Instituto Adolfo Lutz, bem como pela
colaboracéo de todos os funcionéarios deste Instituto e pesquisadores
externos.

Visando um aperfeicoamento continuo de nosso trabalho para
melhorar a qualidade da divulgacéo cientifica, estamos editando nossa
Revista num novo formato, alteramos as normas de publicacdo que
deverédo ser implantadas a partir de 2005 e que estéo publicadas no

final deste fasciculo.
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In vitro tests used as an alternativeto Draize in vivo tests
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RESUMO

Os procedimentos descritos por Draize deram origem aos testes de irritac8o ocular e cutanea adotados
internacionalmente paraavaliar produtos e substancias. Entretanto, eles sdo criticados por motivos éticos,
devido a crueldade com os animais, mesmo ap6s diferentes modificagcdes terem sido propostas nos
protocol os originais. Metodol ogias alternativas tém sido estudadas para avaliar atoxicidade de produtos
usados em seres humanos. Entre as mais citadas encontram-se as que utilizam organismos inferiores,
células vivas de mamiferos, sistemas organotipicos e substratos inertes, além de bancos de dados
informati zados e programas que avaliam atoxi cidade pel adeterminacdo de rel agéo estrutura-atividade. Os
métodos utilizando células vivas tém sido muito utilizados para predizer com seguranca a irritacéo,
contribuindo para a reducdo do nimero de animais utilizados nos testes in vivo. Até o momento, ndo
existem métodos validados para substituir os ensaios de irritacdo ocular e cutanea, mas somente para
avaliar substancias corrosivas.

Palavras-Chave. teste de Draize, irritago ocul ar, irritacdo cut@nea, citotoxicidade, testesin vitro

ABSTRACT

The procedures described by Draize have generated both eye and cutaneous irritation tests, which have
been internationally adopted to eval uate products and substances. However, they have been criticized for
ethical reasons, dueto their cruelty towards animals, even after the proposal of different modificationsin
the original methods. Thus, alternative techniques have been studied to evaluate the toxicity of products
used for human beings. Those, which utilizeinferior organisms, mammal living cells, organotypic systems
and inert substances, besides computerized databanks and programs that eval uate toxicity by determining
the structure-activity relationship. Methods using living cells have been widely used to safety predict
irritation, what contributes to the reduction of animals use for in vivo tests. So far, there are no validated
methods to replace the ocular and cutaneous irritation assays, except for the evaluation of corrosive
substances.

Key Words. Draizetests, ocular irritation, cutaneousirritation, cytotoxicity, in vitro tests.

INTRODUCAO

O potencid irritante de varias substéancias e produtos de
uso humano vem sendo avaliado, desde a década de 40, em
experimentos que utilizam animais de laboratorio. Alguns dos
ensaios adotados para tal finalidade, denominados testes de
irritagdo ocular ou cutanea, ainda hoje adotados pelos érgéos
oficiais, foraminicialmente descritos por Draize.

Procedimentos severos que afetam a seguranca dos
animaisresultam em criticas e discussdes por parte de entidades
ndo governamentais. Métodos alternativos vém sendo
investigados paratentar minimizar este conflito.

TESTES IN VIVO

Desde a antiguidade, varias espécies animais foram
utilizadas como modelos vivos, em estudos de situacfes de
risco, principamente do gas mostarda empregado durante a
guerra, e no desenvolvimento da industria farmacéutica no
seculo XX. O efeito prejudicia para os olhos, ocasionado por
algumas substancias, resultou no desenvolvimento da
toxicologiaocular que utilizava principal mente o coelho, como
modelo de estudo, para as avaliagdes de irritacéio®.

Noinicio dadécadade 40, Jonas S. Friendenwal d prop0s
a graduacao de niveis de severidade, dos diferentes

Rev. Ingt. Adolfo Lutz, 63(1):1-9, 2004 1
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componentes da irritagdo ocular, em escalas numéricas. Este
método foi modificado e adotado paraavaliar quantitativamente
substancias perigosas, bem como garantir a seguranca dos
produtos de aplicagado topica que eram aplicados sobre pele e
mucosas ocular e peniana de coelhos albinos da raga Nova
Zelandia. Os coelhos em relagdo aos outros animais possuem
pele permeavel, olhos grandes com anatomia e fisiologia bem
descrita, sdo féceis de manusear, apresentam vantagens no
aspecto econdmico, além de facil aquisicdo®™*.

O teste de irritagdo cuténea, segja do tipo primaria ou
cumulativa, estabel ece graduagdes para reagdes como edemae
eritema. O teste de irritag8o ocular estabel ece graduagtes para
asreacOesobservadas nacornes, irise conjuntiva. Os protocol os
definem o volume, forma de administracéo, intervalos de
observacdo e nimero de animais a serem utilizados. Estes
ensaios, denominados testes de Draize, foram adotados por
muitoslaboratdriosetornaram-se abase paraos métodosoficiais
deavaliacdo deirritacdo dérmicae ocular. Aplicam-se aprodutos
quimicos, de higiene, cosméticos, perfumes e correlatos, que
podem ser, conforme resultados obtidos, classificados em
irritantes e ndo irritantes>*",

Kay e Caandra> propuseram modificagdes quanto ao
critério de avaliagdo, estabelecendo oito classificacfes para o
potencial irritante, com graduagdes intermediarias entre ndo
irritante e maximamente irritante, ao contrério de Draize que
estabel eceu somente dois tipos de classificagdo, irritante e ndo
irritante.

O conceito dos trés Rs (3 Rs), reduction, refinement e
replacement, para o uso de animais, em ensaios ou no
desenvolvimento de pesquisas, foi definido apds a publicagdo
dolivro*“ThePrinciple of Humane Experimental Technique’ de
Russel e Burch em 1959. Este conceito tem como objetivo a
reducdo do nimero de animais, o refinamento dos métodos e a
reposi¢cao ou troca destes métodos por ensaios substitutos ou
alternativos in vitro. Com a publicac&o do livro de Singer em
1975, sobre a éticano tratamento dos animais, o teste ocular de
Draizetornou-se alvo paraas criticas das sociedades protetoras
dos animais®™.

Diferentes modificagdes vém sendo propostas por
pesquisadores de todo mundo envolvendo desde o nimero de
animais, quantidade do produto aplicado, tempo de irrigacéo
apos aplicagdo do produto, periodo de observacdo, graduacdo
e interpretacdo dos resultados. As mais aceitas sdo as que ndo
alteram a precisdo dos resultados obtidos nos ensaios de
irritagdo ocular e cuténea®.

A modificago maiscitadarefere-seao nUmerodeanimais,
originamente nove e atual mente nos protocol os oficiais variando
detrésaseiscoelhos, aexemplo dos protocol osda Organization
for Economic Cooperation and Devel opment (OECD), daFood
and Drug Administration (FDA) e do Ministério da Salde do
Japéo7°’99.

Springer et al.® analisaram a reducéo do nimero de
animais praticada no teste de irritagcdo ocular, por diferentes
entidades internacionais e sugeriram que o uso de seisanimais

2

evita, na maioria dos casos, resultados falsos positivos ou
negativos, além de muitas vezes eliminar anecessidade de uma
segunda bateriadetestes. Estas recomendagdes foram adotadas
pelos 6rgdos americanos, enquanto que 0S europeus
recomendam o emprego de até trés animais, dependendo do
tipo de produto a ser avaliado.

Diversos estudos sugerem diminuir a quantidade do
produto a ser aplicado no olho do animal, passando de 0,1 mL
como no método de Draize para 0,01 mL, sem alterar a
sensibilidade do método. A reducéo do volume sugerida visa,
ainda, tornar o ensaio mais préximo do emprego do produto,
passando arefletir o modo de uso real em humanos®“.

Roggeband et al.™, apds avaliarem detergentes liquidos
nas mesmas condi¢des, em voluntarios humanos e coelhos,
confirmaram que o teste de irritacdo ocular com baixo volume
em coel hos permite predizer o perigo deirritag&o ocular no ser
humano, poisasensibilidade geralmente é maior que aobservada
no homem.

Das propostas sugeridas para diminuir o incdmodo
causado pelos produtos, nos animais experimentais, encontra-
se ainda, a recomendagdo do uso de anestésicos, embora estes
possam contribuir paraalterar apermeabilidade da cornea’4482,

O teste de irritacdo dérmica vem sendo modificado por
diferentes agéncias reguladoras, porém sua esséncia continua
sendo a aplicagéo do produto sob oclusdo na pele dorsal do
coel ho, por periodo de 24 horas. Apds, aretiradado produto, 0s
animais sdo observados por intervalos de 24 e 72 horas. A
modificac8o mais citadae adotadacomo oficia pelaOECD, éo
tempo de exposicdo da amostra que passou a ser de quatro
horas, aém do nimero reduzido de animais que passou de seis
para pelo menos trés coelhos. As diferentes variagdes no
procedimento formam a base da classificagéo de corrosdo ou
irritacdo, dependendo da severidade da reacdo da pele, sua
persisténciaereversibilidade™.

Mesmo com algumas modificacdes j& estabelecidas, o
teste de Draize continua sendo muito combatido por
organizacdes ndo governamentais de protecdo animal. Os
cientistas ndo tém medido esforcos para que haja uma
harmonizacdo dos ensaios e a implementacéo dos 3Rs, nas
institui cAes de pesquisa e educacionais dos pai ses da Europa®.

A FDA jéa aceita sem a necessidade de correlagdo com
teste in vivo, o teste in vitro Limulus amebdcito lisado (LAL)
para deteccdo de endotoxinas bacterianas nos produtos
injetaveis de uso humano e animal, como substituto do teste de
pirogénio em coel hos. Ostestesdeirritacéo ocular e cuténeade
Draize, para a FDA, continuam sendo considerados os mais
confiaveis paraavaliar asegurangadas substanciasintroduzidas
no olho ou aplicadas ao seu redor, assm como aquel as aplicadas
na pele. Ja a Unido Européia, em suas emendas diretivas,
estabel ece prazos para o término do uso de animaisnos ensaios
de produtos acabados, ingredientes ou combinacdo de
ingredientes. Entretanto, estes prazos poderdo ser adiados se
0s métodos alternativos ndo forem validados pelo European
Center for Validation of Alternatives Methods (ECVAM)®,
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TESTES IN VITRO

O questionamento quanto ao uso de animais de
laboratério, naavaliagéo de risco dos produtos de uso humano,
resultou em vérios estudos apartir dadécadade 60, direcionados
ametodologiasque utilizam tecidos e célulasvivas de mamiferos,
organismos inferiores e substratos inertes®. Bancos de dados
informatizados e programas que avaliam a toxicidade pela
determinacdo de relagdo estrutura-atividade, também foram
desenvolvidos, por exemplo o Quantitation Structure Activity
Relationship (QSAR), cujo protocol o relacionaaestruturafisico-
quimica de um componente com sua toxicidade®” 13!, Estes
estudostém por finalidade principal obter metodol ogiasrépidas,
baratas, de facil execucdo e reprodutibilidade que possam ser
padronizadas e validadas, situagdo imprescindivel para que os
métodosin vitro a cancem aaceitagdo cientificainternacional.

As metodologias que utilizam tecidos e células vivas
sdo asmaisempregadas, poisaintrinsecacomplexidade celular
€ mantida. As células utilizadas podem ser de vérios tecidos,
tanto de origem humana quanto animal, sendo que a
sobrevivénciae/ou proliferacdo celular podem ser avaliadas por
contagem do nimero de células ou pelo uso de corantes vitais.
A incorporacéo de radioisétopos, formacdo de colébnias,
aderéncia celular, produtos de metabolismo entre outros sdo
parametros que também podem ser utilizadog®*37:5057.6469.718081

A verificacdo daviabilidade celular pel o uso de corantes
vitaiséum dos parametros empregados e dentre os mais citados
naliteraturaencontramos o brometo de 3 (4,5-dimetiltiazol-2-il)
2,5 difeniltetrazélio (MTT) e o vermelho neutro (3-amino-7-
dimethylamino-2-methyl phenazine hydrocloride). OMTT éum
sal amarelo solavel, metabolizado pelasuccinato desidrogenase
presente namitocondria, transformando-se em um produto azul
insoliivel. O vermelho neutro em pH fisiol dgico passafacilmente
através da membrana plasmética e se concentra no interior dos
lisossomos. A perda deste gradiente de pH por mortalidade/
morbidade dacélulaou aperdada permeabilidade damembrana
inibe a incorporacdo destes corantes®.

Umadas primeiras metodol ogias descritas paraavaliagéo
in vitro foi sugerida por Rosenbluth et a.”, que propuseram o
teste da biocompatibilidade para avaliar plésticos empregados
em artigos médico-hospitalares. Neste ensaio osmateriaiseram
colocados diretamente sobre uma monocamada de células de
mamifero e apds 24 horas estas cél ulas eram observadas, quanto
apresencaou ndo deagum efeito tdxico. No mesmo ano, Guess
et al.*” descreveram 0 método de difusdo em &gar, onde a
monocamada celular era sobreposta por umacamada de agar e
0s materiai saserem testados eram col ocados sobre esta camada
evitando assim, os problemas apresentados quando col ocados
diretamente em contato com amonocamadacel ular. Este método
é citado naAmerican Society for Testing and Materials (ASTM),
Farmacopéia Americana e pelas normas da International
Organization for Standartization (1SO) para avaliacéo de
polimeros de uso médico! 519091929394,

Combier e CastelliZ® compararam o teste deirritacdo ocular

de Draize e 0 método de difusdo em éagar utilizado como
alternativo. Algumas modificagBes no protocolo original do
método in vitro foramintroduzidas, aliseem relagdo atoxicidade
foi definida por um método planimétrico, onde o tamanho da
area das células mortas é desenhado em papel, que apds ser
pesado pode fornecer quatro classificagOes diferentes. Neste
estudo, os resultados foram agrupados em duas classes,
designadas como n&o irritante e irritante e a correlagéo
observada entre os dois métodos foi de 86% de concordancia.
O método de difusdo em &gar, segundo os autores pode ser
incluido nabateriadetestes paraavaliar o potencia deirritacéo
dos produtos cosméticos.

No inicio da década de 80, Mosmann®, Borenfreud e
Puerner®® descreveram outratécnica para quanti dades elevadas
de amostras. Nesta técnica, as células sdo semeadas em
microplacas e a viabilidade celular é avaliada por métodos
colorimétricos, utilizando aredugdo do MTT ou aincorporagéo
do vermelho neutro, os quais sdo quantificados por
espectrofotometria. Esta técnica € rapida e quantitativa, pois
permite avaliar vérias concentragdes do produto e calcular a
concentracdo que causa 50% de morte celular. Desde ent&o,
vérios estudos comparando o uso do vermelho neutro com o
MTT ou estudos utilizando um destes corantes tém sido
realizados paraadeterminacdo do indice médio de citotoxicidade
de muitas substancias®#14.16:4968.88,

Chibaet a. desenvol veram um estudo, onde analisaram
na mesma célula a viabilidade e o crescimento celular usando
simultaneamente vermelho neutro, MTT e cristal violeta O
método pode ser Util na avaliagdo da citotoxicidade de
substéncias mediadas por diferentes mecanismos, levando a
diferentes respostas e ainda, 0 uso de varios tipos de avaliagdo
evitaria resultados duvidosos. Estudos comparando
simultaneamente aviabilidade e o crescimento celular utilizando
os corantes vermelho neutro e o amino black respectivamente,
mostraram boa correlagdo com acombinagdo dos dois métodos
no mesmo ensaio, resultando em informagdes tanto sobre a
viabilidade como sobre o nimero de células®.

Com o proposito de se encontrar um protocolo que
substituisse 0s ensaios in vivo vérios outros modelos foram
desenvolvidos, dentre el es os chamados organotipicos, osquais
empregam 6rgaosisoladosdo animal, mantidos por curto periodo
de tempo in vitro preservando suas fungdes fisiologicas e
bioguimicas. Osmais conhecidos sdo ensai os com olho isolado
de coelho (IRE), olho isolado de galinha (CEET), opacidade e
permeabilidade de cornea bovina (BCOP) e cristalino bovino.
Todos estes métodos foram elaborados com o propésito de
selecionar e avaliar o potencial irritante de vérias substancias,
antes de serem aplicadas no método tradiciona deirritacdo ocular
deDraize?.

No estudo realizado por Chamberlain et al ., concluiu-
se que os métodos de olhos isolados e 0 BCOP podem ser
usados para selecdo prévia de substancias severamente
irritantes, antes da sua avaliagdo in vivo. O BCOP é 0 mais
recente dentre 0s ensai 0s organotipicos e, apesar de apresentar
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uma boa correlagdo com 0s ensaios in vivo, Seu uso como
metodologia seletiva deve ser prudente, devido aos resultados
falso-negativos apresentados. Este aspecto foi discutido por
outro autor gque sugere gjustes no protocolo*. Cooper et a.?®
demonstraram que o BCOP é menos sensivel que o IRE, talvez
devido ao maior niimero de camadas epiteliais no olho do boi
em relagdo ao encontrado na cornea do coelho.

Jester et a.*®, em seus estudos sobre 0s mecanismos
de lesdo da cOrnea, avaliaram o processo de irritagdo ocular
utilizando cornea de coelho cultivada in vitro. O modelo
apresentou boa correlagdo com os testes in vivo e facilitou o
conhecimento dos mecanismos de danos na cérnea causados
por substéncias promotoras de diferentes graus de irritagéo.
Este conhecimento pode ainda, ser aplicado no
desenvolvimento de modelos alternativos para avaliagdo de
irritacdo ocular.

Sistemas organotipicos, utilizando membrana cdrion-
alantdica de ovos embrionados de galinha, resultaram em dois
tipos de protocolos, 0 CAMVA (teste de membrana vascular
corion-alantéica) desenvolvido por pesguisadores americanos
gue usavam ovos embrionados de 10 a 14 dias e o HET-CAM
(teste de membrana cérion-alantdica de ovo de galinha)
desenvolvido por pesquisadores alemées com ovos
embrionados de nove dias. Estes protocolos foram baseados
naobservacdo davascul arizaggo damembranacérion-aantdica
que é praticamente similar aquela dos tecidos damucosaocular.
No CAMVA osparametrosde avaliacdo so osefeitosvasculares
como hemorragia, no HET-CAM além destes efeitos vascul ares
observa-se a desnaturagéo de proteinas®.

Os estudos realizados por Spielmann et al.® mostram
que o protocolo do HET-CAM prediz melhor o método in vivo,
para avaliar agentes tensoativos ou formulactes baseadas
nestes compostos, enquanto o CAMVA tem melhor desempenho
com formulagdes al codlicas. Estes model os muitasvezesgeram
polémica, ja que em alguns paises 0s ovos embrionérios de 14
dias sdo incluidos na categoria de experimentos in vivo®.

M étodos baseados nas funcdes celulares sdo também
utilizados, tais como o teste da passagem de fluoresceinae o
teste damedida do metabolismo celular. O teste da passagem
de fluoresceina reflete os aspectos funcionais das células
epiteliaiscomo barreira, nasregides dasligacesintercelulares
e na integridade da membrana plasmatica. Neste teste, as
linhagens celulares mais utilizadas sdo aMDCK (culturade
células de rim de cachorro) eaNHEK (culturade células de
queratindcitos humanos) porque mantém estas funcdes in
vitro. O teste do metabolismo celular érealizado por meio de
um aparelho que detecta alteracBes metabdlicas celulares
semelhantes a resposta local, das células oculares, frente
aos produtos irritantes. Muitas linhagens celulares tém sido
usadas para esta medidade atividade metabdlica. Os estudos
realizados por Botham et al.” indicam que estes testes podem
ser utilizados como substitutos do teste de irritagéo ocular
de Draize para irritantes severos e que respondem melhor a
determinados tipos de formulagdes. Os autores sugerem a
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necessidade de mais estudos intra e interlaboratoriais para
avaliar areprodutibilidade destes métodos.

Clothier et al.?” desenvolveram um protocol o utilizando
0 teste de passagem de fluoresceina combinado com o método
de viabilidade celular utilizando o corante azul de alamar. O
objetivofoi avaliar arespostairritante e o perfil derecuperacéo
do dano ocasionado nas células, simulando os mesmos
acontecimentos e os mesmos valores observados no protocolo
de Draize. A combinag&o dos efeitos iniciais e a taxa de
recuperacdo permitiram discriminar o potencial deirritagdo das
substancias e a sua concentragao.

Como alternativo ao teste deirritagdo ocular de Draize, a
InVitro International, Inc (USA) desenvolveu o Sistema Eytex®
gue consiste de multiplos protocol os, cadaqual especifico para
um tipo de amostra. Este sistema é baseado nas respostasfisicas
e bioquimicas de um conjunto de macromoléculas, a qual
consiste em umamatrix protéica, que produz turbidez similar a
opacidade da corneaem respostaairritantes quimicos. Estudos
revelam que amaior vantagem deste sistema € a habilidade de
testar vérios tipos fisicos de materiais, sendo também répido e
barato, apresentaainda, boa correl aco com o método de Draize,
segundo os resultados obtidos em varios laboratérios
americanos?-#246,

Sistemas alternativos como o Microtox® estéo
disponiveiscomercial mente. Bactérias|uminescentes sfo usadas
como alvo e a medida da reducéo de luminosidade como
indicador de toxicidade. Este método € proposto como pré-
triagem para alguns produtos e para outros mostra-se
inadequado®.

Nos testes de pele-equivalente que sdo modelos de
culturas tridimensionais de fibroblastos e queratindcitos
humanos, vérios parémetros podem ser observados, tais como:
viabilidadecomMTT ou vermelho neutro, PGE2 (prostaglanding)
como medida de resposta inflamatéria e dosagem de lactato
desidrogenase (LDH). Este tecido construido in vitro é
estratificado, mas n&o corneificado e por isso se assemelha ao
epitélio humano dacdrneaou conjuntiva. Foi demonstradaainda,
uma boa correlagdo com os ensaios de irritagdo in vivo3%67,

Diferentes metodologias tém sido propostas como
substitutas aos testes de Draize, desta forma muitos estudos
comparando-as vém sendo realizados. Alguns autores procuram
relacionar todos os eventos clinicos que ocorrem na cérnea e
na conjuntiva durante o processo de irritagdo ocular™.

V &rios autores comparam diferentes metodol ogias com
0s resultados dos testes de irritagdo ocular. Dentre as
metodol ogias foram consideradas diferenteslinhagens celulares
e os resultados comparados com distintos métodos in vitro,
taiscomo HET-CAM, BCOP, hemdlise de célulasvermelhasdo
sangue, Microtox®, Eytex®, entre outros. Apds a avaliagéo dos
resultados foi sugerida a utilizagdo de uma bateria de testes
parapredizer melhor o potencid irritante, poiscadamétodo reflete
determinadaetapado efeito ou aplica-se mais adequadamente a
determinado grupo de substancias®652%5%86578%  Na maioria
destes estudos, o produto avaliado caracteriza-se por ser um
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agente tensoativo, utilizado como ingrediente de diferentes
formulagbes de xampus, sabonetes liquidos e outros. Tais
produtos séo, na maioria das vezes, 0s responsaveis pela
irritacdo no olho do coelho.

Roguet e Schaefer™ fizeram uma revisdo sobre varios
tipos de células cultivadas in vitro e culturas de pele
reconstituidas. Segundo os autores, a evolug&o das técnicas de
culturas celulares podera contribuir muito paraa aplicagdo nos
estudos farmaco-toxicoldgicos in vitro, proporcionando o
refinamento de métodos alternativos aos animaisde laboratorio.

Majmudar e Smith® compararam vériostiposdecélulas
da pele utilizadas nos testes in vitro. Fizeram referéncias aos
model os tridimensionais da epiderme e derme humana como
sistemas in vitro eficazes para a detecgdo bioquimica e
histoldgicadeirritagdo, corrosdo efototoxicidade dapel e, apesar
de serem dispendiosos e de dificil manutencgéo.

Em 1993, o Interagency Regulatory Alternative Group
(IRAG) conduziu um Workshop com aintencéo de examinar a
importénciados métodos alternativos quando comparados com
o teste de irritag8o ocular de Draize. Neste estudo foram
identificadas cinco categorias de métodos agrupados com base
em principios gerais, bioldgicos ou bioquimicos. Os grupos de
trabalho formados foram de modelos organotipicos, testes
baseados na membrana corion-aantdica, testes baseados na
funcéo celular, testes de citotoxicidade e outros sistemas. Cerca
de 26 tipos diferentes de métodos foram revistos, concluindo-
se que os dados eram insuficientes para decidir pela total
substituicéo do teste in vivo. Os métodos alternativos podem,
porém ser usados nas indlstrias como triagem no processo de
avaliacdo de risco dos produtos em desenvolvimento e os
resultados de alguns model os podem levar aredugéo do nimero
de animais, quando conduzidos sob condic¢es bem definidas.
Recomendactes adicionai sforam sugeridas, taiscomo: aumentar
0 ndmero de pesquisas bésicas voltadas para identificagdo de
mecanismos alvo de resposta da injaria ocular humana;
estabel ecer banco de dados com substancias padréo; selecionar
baterias de testes paraidentificar substancias novas; identificar
métodos promissores parafacilitar os estudos de validaco; dar
prioridade a padronizacdo internacional 2.

Com o intuito de fornecer para as industrias de
cosméticos informagdes suficientes sobre o desempenho dos
métodos alternativos, a Cosmetic Toiletry and Fragance
Association (CTFA) desenvolveu um programa para avaliacéo
das limitagOes e da aplicabilidade de cada método alternativo.
Estudosde correlacdo in vivo/in vitro permitiram concluir quea
maioria dos métodos utilizados apresentou sensibilidade e
especificidade adequadas, com excecdo dos métodos de
liberacdo de vermelho neutro e da dosagem de lactato
desidrogenase®?*4,

Com base nos resultados obtidos no estudo
desenvolvido pelo CTFA, Lordo et al.* discutiram que embora
a preocupacdo fundamental seja quanto ao desempenho dos
métodos alternativos, a variabilidade dos resultados do teste
de Draize deve ser considerada. Esta variacdo dificulta a

validagdo dos métodos alternativos, uma vez que o objetivo €
predizer o grau deirritagdo do olho do coelho.

No inicio dadécadade 90, um grupo de pesquisadores,
financiados pelo Ministério da Salide do Japdo, propds um
projeto intitulado “ Study on Test Methods to Evaluate the
Safety of Cosmetics Containing New Ingredients’. O objetivo
do projeto foi investigar apossibilidade de substituir ostestes
in vivo de Draize por métodos in vitro. Apos rever os métodos
alternativos para ingredientes de cosméticos, decidiu-se
conduzir um estudo de validagéo interlaboratorial . Os métodos
foram selecionados com base nos principios cientificos,
consideracgdes éticas e na possibilidade do método ser usado
no Jap&o. O estudo foi dividido em trés etapas e 12 métodos
foram aplicados parao mesmo grupo de 38 substancias?*6787:8,
Todos os resultados gerados pelo projeto foram avaliados e
comparados por Ohno et al.®, que discutiram as vantagens e
as desvantagens de cada metodol ogia, juntamente com os seus
coeficientes de variagdo interlaboratorial e suas correlagtes
com o0 método in vivo. Estes autores concluiram que ndo é
indicado um Unico método para avaliar todos os tipos de
substancias, enquanto vérios métodos podem predizer melhor
0 potencial de irritagdo ocular, desde que usados com claro
entendimento de suas caracteristicas. Por exemplo, os testes
de citotoxicidade proporcionam informagdes a respeito dos
efeitos toxi cos dos mecani smos bioquimicos bésicosdacélula,
enguanto os testes de membranas corion-alant6ica avaliam
reagcOes Nos vasos sanguineos, e assim distintos métodos se
complementam.

Com o mesmo propésito de validar os métodos
alternativos ao teste de Draize, uma comissdo formada pelo
governo britanico e membros da comunidade européia,
“European Commission/British Home Office” (EC/HO)
desenvolveram um estudo interlaboratorial com o objetivo de
sugerir as autoridades reguladoras um ou mais métodos a serem
adotados como substitutos dos ensaios in vivo. Sessenta
substéncias foram avaliadas por nove métodos e quatro etapas
foram determinadas. Os métodos deveriam identificar todas as
substéncias severamente irritantes, substancias irritantes
pertencentes aumaclasse especifica, todosos niveisdeirritagdo
das substancias, sem observar aclasse quimicaetodososnivels
de irritagdo das substancias pertencentes a classes quimicas
especificas. Apds avaiarem todos os resultados, concluiu-se
gue alguns métodos poderiam predizer o potencia deirritagdo
ocular, mas com precisao muito baixa e utilidade préatica
guestionavel. A baixa precisdo poderiaestar relacionadacom a
escolha das substancias testes, com os protocolos usados no
estudo e com a variabilidade dos dados in vivo. A comissdo
sugere gque para solucdo deste problemamai s pesquisas bésicas
sejam desenvolvidas®.

A “European Cosmetic, Toiletry and Perfumary
Association” (COLIPA) 6rgdo que representa a industria de
cosméticos, desenvolveu um estudo de validagdo dos métodos
alternativos com o objetivo de avaliar suahabilidade em predizer
0 potencial de irritacdo ocular. Neste estudo 10 diferentes
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métodos aternativosforam avaliados paraanalisar 55 amostras,
sendo 23 ingredientes e 32 formulacgdes. Os resultados
preliminaresindicam que os métodos alternativos utilizados néo
poderiam ser considerados como vélidos para substituir o teste
de Draize, poisnenhum apresentou confiabilidade em demonstrar
as variagbes da escala deirritacéo ocular'.

Os detalhes sobre determinados métodos, do estudo
realizado pela COLIPA, foram comentados em publicagbes
posteriores. Southee et al.® descreveram os resultados do
ensaio de tecido equivalente (TEA) e verificaram que apesar
deste método apresentar boa correlagdo com os resultados in
vivo e ndo ser limitado aos materiais liquidos e sollveis, ndo
apresentou boa reprodutibilidade. Astécnicas de aplicacéo das
amostras, 0 manuseio e os tempos utilizados pelos dois
laboratérios onde este método foi realizado podem estar
relacionados com as diferencas observadas.

Courtellemont et al.* utilizaram o Predisafe®, um
protocolo disponivel comercialmente para avaliar a
citotoxicidade, utilizando alinhagem celular SIRC eamedidade
liberacdo do vermelho neutro (NRR). As andlises estatisticas
mostraram que 0 método pode predizer o potencial irritante de
uma grande categoria de produtos acabados. Ainda, associado
a sua facilidade de uso oferece vantagens relevantes para ser
utilizado narotina das indUstrias de cosméticos, como método
detriagem naavaliag&o dairritagdo ocular.

Lovell%t, com o objetivo de diminuir avariabilidade dos
resultados in vivo durante o estudo de validag&o dos métodos
in vitro da COLIPA, buscou a correlagdo entre os valores de
irritacdo ocular e os valores individuais dos danos observados
nos tecidos oculares dos coel hos, obtidos na avaliagdo das 55
amostras utilizadas. O autor realizou uma andlise estatistica
utilizando o método de multivaridveis e concluiu que hapoucas
evidéncias de que os valores individuais dos danos no tecido
possam mel horar ahabilidade de predizer o potencia deirritacéo
ocular pelos métodos alternativos.

M étodos que adotam discos de pele de coelho, mantidos
in vitro por até sete dias, para avaliar substancias irritantes ou
corrosivas foram desenvolvidos com o objetivo de substituir
ostestesdeirritacdo cutaneade Draize. O modelo € aplicavel na
avaliacdo da toxicidade dérmica, podendo utilizar vérios
parametros de avaliagdo™® %%,

Segundo Dickson et al.*, as culturas de queratindcitos
podem ser importantes na avaliag&o do potencial de irritagdo
dérmica. A atividade da fosfatase alcalina, tomada como
pardmetro pode ser considerada como indicador sensivel,
principalmente quando a substéncia testada altera as funcdes
das membranas dos lisossomos.

Até 0 momento ndo existem métodos validados para
substituir osensaios deirritacdo cuténea. No entanto, 0o ECVAM
concluiu, paraprodutos corrosivos, avalidacao de dois métodos
invitro. Neste estudo, em que foram anali sados quatro métodos,
0 objetivo foi verificar a capacidade de discriminar entre
substancias corrosivas e ndo corrosivas, além de identificar
corretamente certas classes de substancias. O primeiro foi 0
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teste de resisténcia elétrica transcutanea (TER), que utiliza
discos de epiderme derato paraavaliar aintegridade do estrato
corneo, afetada apods exposi¢cdo as substancias corrosivas. O
segundo teste foi o Corrositex® que emprega uma matriz de
col&geno reconstituida, elaborada para apresentar propriedades
fisico-quimicas semelhantes a da pele de rato, que em contato
com substancias corrosivas é aterada. O terceiro e o quarto
testes foram o EPISKIN® e o SKIN2?®, modelos de peles
tridimensionaisreconstituidas, onde aagéo corrosivaé avaliada
peladiminuicéo daviabilidade celular, constatada pelareducdo
do MTT.

Cadamétodo foi avaliado emtréslaboratoriosefrentea
60 substancias de diferentes categorias de corrosividade, ja
classificadas in vivo e com informactes de relacdo estrutura-
atividade. Todos os testes apresentaram reprodutibilidade intra
einterlaboratorial, mas somente ostestesde TER e 0 EPI SKIN®
atenderam aos principais objetivos do estudo, discriminando
as substancias corrosivas das ndo corrosivas. O Corrositex® so
identificou alguns tipos de substancias e 0 SKIN?® nédo
evidenciou resultados que permitissem sua validagao'>13*°,

OECVAM, devido ao sucesso davalidacdo dos métodos
alternativos para avaliagéo de substancias corrosivas, apontou
a necessidade urgente de validar testes in vitro para avaliar
irritagdo cutanea. Com este objetivo, Fentem et a .*° elaboraram
um estudo de pré-validagéo, no qual foram avaliados cinco
métodos. Observaram que dentre os métodos utilizados, os de
peleequivaente, EpiDERM® e EPI SKIN® apresentaram amel hor
reprodutibilidade intralaboratorial, mas s6 o EPISKIN® foi
aceitavel quanto a reprodutibilidade interlaboratorial.
Concluiram que nenhum dos métodos utilizados poderia ser
indicado no estudo formal devalidagéo, mais estudos deveriam
ser feitos paramelhorar os protocol os e os model os de predicéo
dostestes EPISKIN®e EpiDERM®.

Robinson et al.” fizeram uma reviso de todos os
resultados obtidos nos estudos de alguns métodos alternativos
utilizados paraavaliagéo do potencial de corrosdo eirritagdo da
pele. Neste trabalho verificaram que ha vérias ferramentas
basicas disponiveis para que avaliagdes seguras de corrosdo/
irritagdo cutanea possam ser conduzidas sem a realizacdo de
novos testes em animais.

O grande desafio, atualmente, é avalidacao dos métodos
alternativos, que tem gerado muita preocupagéo e discussao,
tanto por parte da comunidade cientifica quanto dos 6rgéos
reguladores. A utilizagdo de métodos validados busca garantir
0 mesmo nivel de protecédo oferecido pelos métodos oficials.

Sendo assim, alguns autores baseiam seus estudos na
definicdo de que validagdo “é um processo no qual os
parametros como confianga e relevancia de um método
alternativo sdo estabel ecidas para um propdsito particular”. A
confianga refere-se as condic¢des de reprodutibilidade e
capacidade com que um método pode predizer o resultado in
vivo. O método, paraser incluido no estudo de validag&o requer
estabelecimento de certos elementos, como a relevancia,
procedimentos operacionais padréo e as medidas de confianca
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que serdo confirmadas durante o processo de validagéo®.

A importancia davalidagéo, pré-validagéo, do conceito
trés Rs e outras questes foram abordadas por Balls e Fentem?®,
na regulamentacdo dos testes toxicoldgicos “in vitro”. A
validacéo deve ser vista como uma etapa essencial no
desenvolvimento do teste e sua aceitagdo ndo deve ser encarada
como barreira, mas como umaoportunidade paraacel erar o uso
dos testes in vitro na avaliagdo de risco dos produtos de uso
humano ou que possam causar danos no meio ambiente?,

Spielmann e Liebsch®* fazem referéncias aevolugéo dos
estudos de validagdo, comentam que eles tém custo elevado e
consomem um tempo médio de 10 anos. Segundo os autores, 0
progresso e a aceitacdo internacional dos testes de toxicidade
in vitro, s serd alcangado se a Europa, Japdo e os Estados
Unidos encontrarem maneiras de coordenar os estudos.
Comentam, ainda, que os protocol oselaborados pelo ECVAM e
OECD sé0 os mais apropriados para a validacdo destes testes.
Estes protocol os observam alguns critérios basi cos com rel acéo
ao método avaliado, tais como arelagéo entre arespostain vivo
e in vitro, demonstracdo de variabilidade, repetibilidade e
reprodutibilidade, desempenho do teste frente a substancias de
referénciae, ainda, que sejade dominio publico®.
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RESUMO

Com a finalidade de amenizar os problemas relacionados a caréncia de acido félico, muitos produtos
alimenticios estdo sendo submetidos ao processo de enriquecimento. Portanto, tornam-se necessarias
metodol ogias analiticas capazes de avaliar o comportamento dessa vitamina, quando adicionada a esses
produtos. O objetivo deste trabalho foi a validacdo de uma metodologia para a determinagéo de acido
folico adicionado amargarina, utilizando-se atécnicade cromatografialiquidade ataeficiéncia. A vitamina
foi extraidadamatriz com solugéo de KOH, seguida por etapade limpezacom &cido tricloroacético. O acido
folico foi separado utilizando-se colunade C , e solugdo acidificada e acetonitrila. A detecgdo foi feitaa
290nm e a quantificagdo por padronizacdo externa. A metodologia mostrou-se eficiente com taxas de
recuperacdo entre 94 e 97%, boarepetibilidade (CV de 0,5 a 1,4) elimites de deteccéo e quantificacdo de
1,3ng/g e 2,6ng/g, respectivamente. No estudo de vida-de-prateleiraredlizado, durante 4 meses de estocagem,
resultou em perdade grande parte da vitamina, aproximadamente 55%.

Palavras-Chave. &cido fdlico, cromatografialiquidade alta eficiéncia, estabilidade, margarina.

ABSTRACT

With the purpose to brighten up the problems related to the folic acid deficiency, many foods are being
enriched. Analytical methodologies are necessary to evaluate the behavior of this vitamin when added
into these products. The aim of the work was the validation of methodology for folic acid analysisin
enriched margarine. The vitamin was extracted from enriched margarine using KOH solution and the
extract was cleaned with trichl oroacetic acid. Thevitamin was separated in aC ; column, with acid solution
and acetonitrile as mobile phase. The ultraviolet detection was at 290nm and the quantification was by
external standardization. The methodology was efficient showed recovery ratesamong 94 and 97%, good
repeatability (V.C. 0.5t0 1.4%) and detection and quantification limitswere 1.3ng/g and 2.6ng/g, respectively.
Shelf life study, during 4 storage months, resulted in loss of great portion about vitamin, approached 55%.
Key Words. folic acid, high performance liquid chromatography, stability, margarine.

INTRODUCAO

A indUstriabrasileirade alimentos vem promovendo um
grande aumento do emprego de vitaminas para o enriquecimento
de vérios produtos’, entre elas o &cido folico, uma vitaminado
complexo B, que atuabioqui mi camente em importantes reagtes
detransporte de carbono’ essenciais para o bom funcionamento
do organismo. Atualmente, os pesquisadores, estdo
convencidos que o &cido félico éindispensavel adietahumana

eanimal, sendo considerado como a *“vitaminado futuro”.

Os possiveis efeitos adversos diretamente ligados a
dietas carentes de &cido fdlico, e que tem surtido repercussao
mundial, sdo as malformacgdes congénitas, os defeitos no tubo
neural de fetos e a espinha bifida, entre outros®’. Além disso,
muitos estudos apresentam evidéncias de que o acido félico
previne o cancer, a anemia e as doengas cardiacas® 1318,

A preocupagdo com a caréncia de écido félico na
alimentacdo de gestantes € tdo grande nos EUA, que em 1998
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foi criada uma campanha nacional de incentivo a ingestdo de
acidofdlico, cujo principal objetivo éareducdo dasmaformacdes
congénitas'®.

O processo de enriquecimento aumenta a qualidade dos
alimentos e pode vir a ser uma das solucfes para a ingestéo
insuficiente de &cido félico*1"%°, No Brasil, o leite, produtos
l&cteos, cereais, biscoitos, farinhas, entre outros, sdo o0s
alimentos preferencia mente escol hidos para o enriquecimento
com esta vitamina. Muitos desses alimentos s8o destinados ao
publico infantil, além de gestantes que tém suas necessidades
de ingestdo da vitamina aumentadas. Outro produto que esta
sendo enriquecido com é&cido félico é a margarina, bastante
consumida pela populacdo em geral, entretanto, com
caracteristicas muito diferentes dos alimentos até entdo
enriquecidos com essavitamina.

Embora cada vez mais aumente o nimero de alimentos
que estdo sendo enriquecidos com &acido fdlico, o controle
desses produtos € bastante dificultado pela auséncia de
metodologias confiaveis destinadas a esse fim. A metodologia
desenvolvida e validada por Catharino e Godoy® parece ser
bastante promissora, no sentido de tentar solucionar esse
problema.

A avaliagdo da qualidade dos produtos enriquecidos
com &cido félico, inclui também aaveriguacdo daestabilidade
dessa vitamina durante o processamento e estocagem dos
alimentos. Essa pesquisa é de grande importancia, também
para a industria, pois pode proporcionar o conhecimento da
viabilidade da adi¢éo das vitaminas a determinados produtos.
Uma fonte alimentar a ser enriquecida, deve apresentar
consumo significativo e homogéneo pelas diversas camadas
da populagéo e os nutrientes adicionados devem ser estéveis
e biodisponiveis apds 0 processamento e durante o periodo
de estocagem®.

Naliteratura sdo descritos poucostrabalhos que avaliam
aestabilidade do acido félico adicionado aalimentos, em geral.
Essas pesquisas mostram, em sua maioria, dados sobre a
resisténciade folatos, naturalmente presentes em determinados
alimentos e submetidos a alguns tipos de processamentos.

Os objetivos do presente trabal ho foram avalidacéo de
um método paraa determinacdo de &cido folico em margarina
enriquecidae suaaplicacio em teste de estabilidade davitamina
nesse tipo de alimento, durante estocagem.

MATERIAL E METODOS

Produtoavaliado

No Brasil, apenas uma empresa fabrica margarina
enriquecida com é&cido félico. Trés diferentes amostras foram
adquiridas em supermercados dacidade de Campinas-SP, com a
preocupacdo de se obter lotes com data de fabricagdo o mais
recente possivel, paraum posterior estudo devidade prateleira.
Cada lote foi composto por duas embalagens de 250g, que
tiveram o seu contelido homogeneizado antes da retirada de

amostra para andlise. As determinacfes foram realizadas em
duplicatas.

Reagentes

O padréo de &cido fdlico foi gentilmente cedido pela
M.Cassab Comércio e Industria LTDA, (SIGMA céd. F-7876,
lote 40H321). A acetonitrilagrau cromatografico, acido acético,
acido fosforico e hidroxido de potéssio, grau andlitico, foram
adquiridos da MERCK, Brasil. O &cido tricloroaceético, grau
analitico foi obtido da Synth. A &gua utilizada para o preparo
dasfasesmoveisfoi purificadano sstemaMilli-Q (MILLIPORE).
Asfases moveis, antes de serem utilizadas, foram filtradas em
filtrosMILLIPORE (HAWPeHVLP04700), com porosde0.45um
dediémetro.

Equipamento

Utilizou-se um cromatografo a liqguido HEWLETT
PACKARD (HP) s&rie 1100, com injetor automaticocomdela
100uL de capacidade, degaseificador, bomba quaternaria,
equipado com detector de arranjo de diodos. O sistema é
controlado pel o software HP-Chemstation, que permitiu andlise
dapurezado pico deinteresse e o melhor tratamento dos dados.
A colunaMicrosorb-MV, ODS-2, 5um, 150X 4,6mmd.i. (Raimin
Instrument Company) foi utilizada para o processo
cromatogréfico, protegida por uma coluna de guarda Bondesil
C g 5um, 10X4,6mmd.i (Varian).

Determinacao de &cido fdlico

Paraaanalisedo &cido folico em margarinaenriquecida,
seguida do estudo de vida-de-prateleira, utilizou-se a
metodologia desenvolvida por Catharino e Godoy®, validada
para produtos lacteos e cereals.

O contetdo de duas embal agens (250g) foi fundido em
forno de microondas convencional, por aproximadamente 15
segundos e tomado 1,0g de margarina, apds homogeneizagdo
total daamostra. O &cidofolicofoi extraido com 3,0mL desolugéo
de hidréxido de potéssio (0,2mol/L) em banho ultra-sonico por
10 minutos. O extrato foi transferido quantitativamente paraum
bal&o volumétrico de 10mL, adicionando-se 3,0mL de &cido
fosférico (0,1mol/L), 2,0mL de tampéao fosfato, composto por
Na,HPO, (0.25mol/L)/KH,PO, (0,37moal/L), 350uL de &cido
tricloroacético (TCA), aferindo-se o volume final com tampao
fosfato. Seguiram-se entdo as etapasdefiltragdo, aprimeiraem
papel defiltrocomum e aoutraem membranaDurapore (HAWP
01300 MILLIPORE), com porosde0,45um. Ofiltradofoi injetado,
imediatamente, no cromatégrafo aliquido (100ulL).

O écido fdlico foi separado em sistema de eluicéo por
gradiente, com 90% de solucéo acidificada (SA:0,166mol/L de
acido acético e 0,01mol/L de hidroxido de potéssio, apH 2,8), e
10% de acetonitrila (ACN)(v/v) noinicio dacorrida, chegando
em 8,5 minutosa 76% de SA e 24% de ACN, mantendo-se essa
proporcdo até 9,0 minutos. As condig¢des iniciais foram
retomadas e a colunare-equilibrada durante 10 minutos, antes
daproximainjecdo. A deteccdo foi feitaem detector de arranjo
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de diodos (DAD), utilizando-se o comprimento de onda de
leitura a 290nm. A identificacdo da vitamina foi feita por
comparagdo dos tempos de retencéo, obtidos com padrdes
analisados nas mesmas condicdes, co-cromatografia e pela
comparacdo dos espectros de absorcdo obtidos no DAD. A
pureza do pico foi determinada pelo sistema ploter disponivel
no software HP-Chemstation. A quantificagéo do acido fdlico
foi feita por padronizagéo externa, através da curva analitica
construidacom 7 niveis de concentragdo (0,01; 0,05; 0,10; 0,15;

0,30; 0,50; 1ug/mL), sendo cada ponto representado pelamédia
de trés determinacoes.

Validacdo da metodologia

Testes de recuperacéo e repetibilidade foram realizados
com as amostras analisadas neste trabalho, uma vez que a
metodol ogiasofreu a gumas modificagdes em relacdo ao método
original. Limites de deteccéo e quantificagdo também foram
determinados para essa novamatriz.

Tabela 1. Taxas de recuperacédo do padrdo de &cido félico adicionado em dois diferentes niveis de concentracdo a margarina.

Produto Nivel I (ug/g)

Recuperacao (%)

Nivel 1 (ng/g) Recuperacéo (%)

Margarina 08 94+1

15 97+2

Os resultados sdo médias de 5 determinag6es para cada nivel avaliado.

Tabela 2. Repetibilidade do acido fdlico adicionado a péo, farinhae margarina, em 2 diferentes niveis de concentracéo.

Alimento Concentracao Repetibilidade Concentracao Repetibilidade
Nivel I (ug/g) n Nivel 11 (ng/g) (n

Margarina 1,443 0,749

1433 0,759

1433 056 0,766 033

1472 0,761

1461 0,766
Media dos valores 1,45+0,02 0,760+ 0,007

Limitede confiangade 95% (t=2,78),

Area = 719 827 153"Amt -0.8835221
Ared qpq| Res%(1): 2.191 P
700
e 1]
600 27
/
500 _,./
.//’
400 18~
P
300 P
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200 P
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+
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Figura 1. Perfil cromatogréfico do extrato de margarina enriquecida com
acido folico . Coluna Microsorb-MV, ODS-2, 5mm, 150X4.6mm. Fase
movel: 10% de acetonitrila e 90% de solugap acidificada no inicio da
corrida, chegando em 8.5 minutos a 24% de acetonitrila e 76% de solugéo
acidificada (v/v), mantendo-se as condi¢Bes até 9.0 minutos. Vazéo de 0.5
mL/ minuto. Deteccéo a 290nm.
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Figura 2. Curva analitica do &cido félico, obtida por padronizagéo exter-
na, tracada com média de triplicatas.
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Tabela 3. Teores de &cido félico em margarina enri queci da durante estocagem.

Lotes/Data de fabricagao

Concentracao de acido folico(ug/g)

Apos a fabricacdo Ap0s estocagem
MtDP  CV(%) MP CV(%)
1 0,91+0,01 1 044+0,01 6
2 0,84+0,02 2 0,39+0,01 2
3 0,79+0,01 1 0,45:£0,03 2
M +DP 0,85+£0,06 7 043£0,05 13

M = DP—médiae estimativa do desvio padréo das determinagdes em duplicatas. CV — coeficiente de variagao.

Recuperacéo de Padroes

Paraaavaliacdo daexatiddo do método, foramrealizados
testes de recuperac8o de padrfes adicionados aos produtos
ndo enriquecidos, em dois niveis diferentes de concentracéo
1,5e0,8ug/g. Essesvaloresforam escol hidos de acordo com o
teor de &cido félico declarado no rétulo 1,12ug/g. Paraasandlises
foi utilizado 1,0g de margarina.

Repetibilidade

A avaliac8o desse parémetro foi redlizadaatravés de dez
determinacBes, nos dois niveis de concentracéo de écido félico
adicionado a matriz. A repetibilidade foi calculada de acordo
com Caulcutt e Boddy 2 através da equagao:

r=t«2.5r r = repetibilidade
sr = estimativa do desvio padréo
t = t de Student

Limites de Detec¢éo e Quantificacdo

Os limites de deteccdo foram estimados pela adicdo de
quanti dades conhecidas de padréo as amostras. Foi considerado
o limite de detec¢do a menor quantidade detectével na matriz
que produziu um sinal com umaamplitude trésvezes maior que
a do ruido (3S/R). O limite de quantificagéo foi considerado
como sendo duas vezes o limite de detecgao®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Validacdo da metodologia

A metodologia foi validada para a margarina, produto
com alto teor de gordura, verificando-se astaxas de recuperacéo
e repetibilidade para as amostras analisadas neste trabal ho.

As taxas de recuperaco obtidas estéo apresentadas na
Tabelal. Osvaloresvariaram entre 94 e 97% nosdoisniveisde
enriquecimento. As taxas de recuperag@o aqui obtidas séo
superiores aos relatados por Konings'? e Osseyi et al.’ que
obtiveram niveis de recuperagéo de &cido félico de 90% para
farinhae 93% paracereais. Essesval oresindicam umaboataxa
de recuperagdo para 0s niveis vitaminicos presentes nos
alimentos enriquecidos aqui analisados.

-2

8
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>
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&

== Lot 1
- Lote 2
& Lote 3

Porcentagem de retengio de dcido félico
-] -3 &

8

a n 40 60 L 00 1m0 140
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Figura 3. Perfil da degradacdo de &cido félico em margarina enriquecida.

A Tabela2 apresentaasfaixas de repetibilidade esperadas
entre cinco determinagdes, em duplicata, de &cido fdlico, em
dois diferentes niveis de concentragdo. Desta forma, espera-se
que valoresfornecidos por determinagdes em duplicatadifiram
dentro doslimitesfornecidos pel arepetibilidade, com aconfianca
indicada.

Observou-se que a maior diferenca, entre os valores
obtidosnas5 determinagdes, nos dois niveis de enriquecimento,
s8o menores que o valor de“r” calculado, comprovando a boa
repetibilidade do método, quando aplicado a matriz estudada.

O limite de deteccdo obtido foi 1,3ug/g, sendo, portanto,
considerado o limite de quantificacéo de 2,6ug/g. Os valores
foram os mesmos obtidos por Catharino e Godoy® e Konings®?
gue determinaram esses parametros em leites enriquecidos.

EtapaAnalitica

A Figural apresentao cromatogramareferenteaavaliagéo
de&cido félico em amostras de margarina. Nele, o pico do &cido
félico aparece isolado, com tempo de retencdo de
aproximadamente 8 minutos. A pureza dos picosfoi verificada
através dos parametros de pureza, fornecidos pel o software HP-
Chemstation, que confirmou a eficiéncia do sistema
cromatogréfico.
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Os teores de acido folico foram avaliados por
padronizagdo externa, tendo a curva analitica apresentado boa
linearidade nas faixas de concentragéo pré-estabelecidas. O
coeficiente de correlagdo obtido foi de0,99997 (Figura?2).

Na Tabela 3 estéo os teores encontrados nas amostras
de margarinarecém fabricadas e apds 4 meses de estocagem. Os
valoresiniciais(0,85ug/g, em média) ja se apresentavam abaixo
do declarado no rétulo do produto (1,12ug/g). Verificou-se que
ataxa de retencdo média ficou em torno de 39%. A Figura 2
ilustraaporcentagem de retencdo do &cido folico namargarina
durante os 4 meses de estocagem. A instabilidade observada
pode ser devidaaos processos oxidativos decorrentes damatriz
lipidicaque, segundo, Gregory® e Hawkes e Villota®, seriam os
principais responsaveis pela degradagéo do acido félico. N&o
foi encontrado naliteratura nenhum artigo arespeito da adi¢éo
de &cidofélico em qua quer produto com altosteoresde gordura,
parafins de comparagéo.

CONCLUSOES

O método avaliado mostrou-se apropriado para a
determinacéo do &cido félico em um alimento gorduroso como a
margarina, como demonstram a alta recuperagéo e a
repetibilidade, assim como, oslimites de detecgéo e quantificacdo
alcangados.

Os testes conduzidos com a margarina enriquecida
durante aestocagem demonstraram que eu um periodo de quatro
meses, mais da metade da vitamina desapareceu, ndo sendo
recomendado, portanto, esse alimento como um bom veiculo
parao enrigquecimento.

RFERENCIAS

1. Augustin, J., Tassinari, PD, Fellman, JK., et a. B vitamin content of
selected cereals and baked products. Cer. Foods World, 27(4): 159-
161, 1982.

14

2. Calcutt, R., Brody, R. Statistic for Analytical Chemists. led.
Londres, 1983.

3. Carvalho, P. R. N. Enriquecimento de Alimentos. Primeiro
seminario brasileiro de alimentos enriquecidos. Campinas: Instituto de
Tecnologia de Alimentos, 1-7, 1994.

4. Carvalho, P.R.N. Estudos de vida-de-prateleira de Alimentos
Enriguecidos. Segundo semin&rio brasileiro de alimentos enriquecidos.
Campinas: Instituto de Tecnologia de Alimentos, 5-8, 1996.

5. Catharino, R. R., Visentainer, J.V., Godoy, H. T. Avaliacdo das condi¢des
experimentais de CLAE na determinacé@o de &cido félico em leites
enriquecidos. Ciénc. Tecnol. Alimen., 23(3): 389-395, 2003.

6. Daly, S. et a. Minimum  effective dose of folic acid for food
fortification ~ to prevent neural-tube defects. Lancet., 350(9092):
1666-1669, 1997.

7. Devlin, T. M. Manual de Bioquimica com correlagdes clinicas.
Ed. Edgard Blucher, led., 1997, 527p.

8. Green, JM. 1996. A practical Guide to Analytical Method Validation.
Anal. Chem., 68, 1197-1203.

9. ‘Gregory |11, J. F. Chemical and nutritional aspects of folate research:
analytical procedures, methods of folate synthesis, stability, and
biocavailability of dietary folates . Adv. Food Nutr. Res., 33: 1-101,
1989.

10.Hawkes, J. G, Villota, R. Folates in Foods: reactivity, stability during
processing, and nutritional implications. Food Sci. Nutr., 28 (6):
439-538, 1989.

11.Katzung, B. G. Farmacologia bésica e clinica. S&o Paulo: Guanabara
Koogans, 5ed, 1994, 295p.

12.Konings, E. J. M. A validated liquid chromatographic method for
determining folates in vegetables, milk powder, liver and flour. JAOAC
Inter., 82(1): 119-127, 1999.

13.Madinow, M. R. et a. Reduction of plasma homocyst(e)ine levels by
breakfast cereal fortified with folic acid in patients with coronary
disease. New Engl. J. Med., 338(15): 1009-1015, 1998.

14.MaxwelL, D. P .E. Cost-control implications of nutrients fortification.
Prep. Food, 87-88, 1990.

15. Moshfegh, A. J. et a. Folate intakes. Food Surv. Res. Group. BHNRC,
ARS, USDA, Riverdale, MD, USA, 1998.

16.Osseyi, E. S, Wehling, R. L., Albrecht, J. A. Liquid chromatographic
method for determination added folic acid in fortified cereal products.
J. Chromatogr. A, 826(2): 235-240, 1998.

17.Ranum, P. Cereal enrichment. In: Handbook of Cereals Science
and Technology. Ed. Lowrenz, New York, 882, 1991.

18.Tsai, M. Y. et al. Genetic cause of mild hiperhomocysteinemia in
patients with premature occlusive coronary artery disease. Atherosc.,
143: 163-165, 1999.

19.Walter, P. Vitamin requeriments and enrichment of foods. Food
Chem., 49: 113-117, 1994.



ARTIGO ORIGINAL/ ORIGINAL ARTICLE

Avaliacao intralaboratorial e otimizacdo de metodo para
determinacao de tricotecenos em milho por cromatografia a gas-
espectrometria de massas

| ntral aboratorial eval uation and otimization of amethod for determination
of trichothecenes in corn by gas chromatography-mass spectrometry

RIALAG/969

ThaisVaé&iaMILANEZ™, LuciaM. VALENTE SOARES, Gideine GomesBAPTISTA?

* Endereco para correspondéncia: lSeg:?\o de Quimica Bioldgica, Instituto Adolfo Lutz, Av. Dr. Arnaldo, 355, CEP 01246-
, 902, S&o Paulo, SP

Departamento de Ciéncia de Alimentos da Faculdade de Engenharia de AlimentosyUNICAMP, Campinas/SP

Recebido: 31/10/2003 — Aceito para publicagdo: 12/02/2004

RESUMO

Tricotecenos s&o micotoxinas produzidas por diferentes espéciesde Fusarium. Estas micotoxinasformam
um grupo de cercade mais de cem compostos caracterizados pela presenca em suas estruturas do mesmo
sistemade anéistetraciclicos cirpenol. Alguns del es sdo contaminantes naturais em trigo e milho, como o
desoxinivalenol (DON), o nivalenol (N1V), atoxinaT-2 (T2), o diacetoxiscirpenol (DAS) eatoxinaHT-2
(HT2). No presentetrabalho foram avaliados e otimi zados sistemas de limpeza, extracdo e derivagdo para
determinac8o simultdnea de DON, NIV, DAS, HT2 e T2 em amostras de milho e seus produtos por
cromatografia a gés associada a espectrometria de massas (CG/EM). A extragdo com acetonitrila:dgua
(84:16) seguida de limpeza com coluna MycoSep 227 apresentou os melhores resultados para as cinco
toxinas estudadas. A derivacdo com anidrido trifluoroacético / bicarbonato de sodio mostrou-se melhor
tanto para a detecgdo como para quantificagdo dos tricotecenos estudados por CG/EM. As recuperagdes
obtidasvariaram de83,3a113,3% paraDON, 84,6 a114,5% paraNIV, 52,1 2122, 7% paraDAS, 71,1 a95,9%
paraT2ede81,8a155,4% paraHT2. Oslimitesde deteccdo variaram de 20 a50 ng/g paraDON, de 10240
ng/g para NIV, de 30 a 120 ng/g para DAS, de 20 a 100 ng/g para T2 e de 20 a 50 ng/g para HT2. A
repetitividade do método mostrou desvios padréo relativosvariando de4,5a18,1 paraDON, 2,9 a15,4 para
NIV, 3,4a48,1paraDAS, 3,1al4,4paraHT2ede6,4a47,3paraT2.

Palavras-Chave. tricotecenos, micotoxinas, milho, cromatografiaagas, espectrometriade massas.

ABSTRACT

Trichothecenes are the mycotoxins produced by different Fusarium species. Some of them, such as
deoxynivalenol (DON), nivalenol (N1V), diacetoxiscyrpenol (DAS), toxinsT-2 (T2) and HT-2 (HT2), are
natural contaminants of wheat and corn. Extraction, clean-up and derivatization stepswere eval uated and
optimized for simultaneous determination of DON, NIV, DAS, HT2 and T2 in corn and corn products
samples by gas chromatography-mass spectrometry (GC/MS). Extraction with acetonitrile: water (84:16)
followed by clean-up through MycoSep 227 column presented the best resultsfor the five toxins analysed.
Trifluoroacetic anhydride/ sodium bicarbonate derivatization showed better detection and quantification
for the trichothecenes studied by GC/MS. The recoveries ranged from 83.3 to 113.3% for DON, 84.6 to
114.5%for NIV, 52.1t0 122.7%for DAS, 71.1t0 95.9% for T2 and from 81.8to 155.4% for HT2. Thedetection
limitsranged from 20to 50 ng/g for DON, from 10to 40 ng/g for N1V, from 30to 120 ng/g for DAS, from 20
to 100 ng/g for T2 and from 20 to 50 ng/g for HT2. The repeatability of the method had relative standard
deviationsranging from4.5t0 18.1for DON, 2.5t0 15.4for NIV, 3.4t048.1for DAS, 3.1to 14.4for HT2 and
from6.4t047.3for T2.

Key Words. mycotoxins, trichothecenes, corn, gas chromatography, mass spectrometry.
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INTRODUCAO

Tricotecenos sdo micotoxinas de ampla ocorréncia em
cereais. | solados e caracterizados como contaminantes naturais
em trigo e milho est&o o desoxinivalenol (DON), o nivalenol
(NIV), odiacetoxiscirpenol (DAS) eastoxinasT-2 (T2) eHT-2
(HT2). Todos produzidos exclusivamente por espécies de
Fusarium?. Dentre todos, o DON é o de maior ocorrénciaem
alimentos e ragfes animais e também o0 menos toxico®. Os
tricotecenos apresentam efeitostdxicostaiscomo vomito, angina
necrdtica, diarréia, anorexia®>®. Ainda, apresencadetoxinaT?2
em gréos esta relacionada a doenca humana chamada Aleucia
ToxicaAlimentar (ATA).

O milho € um dos substratos mais susceptiveis a este
tipo de contaminacéo, porém os dados sdo ainda escassos sobre
aocorrénciadetricotecenosem milho brasileiro.

A deteccéo e adeterminacdo destas micotoxinas deve ser
realizada por métodos sensiveis e especificos, pois além de
ocorrerem em niveisde ng/g (ppb), constituem também um grupo
de estruturas muito semel hantes exigindo métodos que além de
as separar, também confirme suas identidades. Inicialmente foi
utilizadaacromatografiaem camadadel gadaauxiliadapor agentes
reveladores’. A cromatografialiquida de ataeficiéncia (CLAE)
vem sendo usada para tricotecenos do grupo B, os quais
apresentam uma pequena absor¢do no ultravioleta. Ja para
tricotecenos do grupo A, técnicas de derivacéo tem sido
empregadas para determina-los por CLAEY, bem como por
cromatografiaagas (CG). Atuamente CG édastécnicasamais
utilizadas principa mente acoplada & espectrometria de massas
(EM).A CG devido asuacapacidade superior deresoluggo, permite
a separagdo e a determinacdo simulténea dos tricotecenos dos
gruposA e B. Entretanto estatécnicarequer, em geral, etapas de
limpeza mais trabalhosas, envolvendo freqlientemente particéo
em conjunto com colunas de extrag@o em fase sdlida.

Ossistemas de extrag8o detricotecenos utilizam misturas
de solventes polares, como acetonitrila e metanol, misturados
com agua. No processo de clarificagdo, um dos precipitantes
mais utilizados é o sulfato deaménio e seaamostrafor gordurosa
faz-se uma etapa extra de desengorduramento seja com hexano
ou isoctano por exemplo. Para limpeza sdo muito utilizadas
colunas de extracéo em fase solida e os adsorventes utilizados
S50 0s mais variados, como carvéo ativo, Celite, alumina e
Florisi|®81,

O processo de derivagdo se faz necess&rio quando se
utiliza a CG, pois reduz a polaridade de grupamentos livres,
aumentaavolatilidade, introduz grupos que tornam o composto
adequado parao sistemade deteccdo e, além detudo, possibilita
a separacdo de substancias muito semelhantes entre si no seu
estado natural. Para os tricotecenos as derivagdes mais usuais
sdo asililagdo, afluoroacetilacéo e afluoroal quilacao®s’.

Nestetrabal ho foram avaliados e otimizados sistemas de
extracdo, limpezae derivagdo paradeterminacdo simultaneade
DON, NIV, DAS, HT2 e T2 utilizando cromatografia a gas
associadaa espectrometriade massas. A metodol ogiaotimizada
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foi avaliada intralaboratorialmente através da verificacéo da
recuperacdo, repetitividade e limite de deteccdo para os
tricotecenos estudados em milho e produtos de milho.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Amostrasde milho e produtosdemilho, entreelesfarinha
de milho, canjica, fuba, sémola, quirera, milho verde em latae
flocos de milho, provenientes do estado de S&o Paulo, foram
moidas até 16 mesh, embaladas em sacos plasticos duplos e
armazenadas em congel ador a-18°C até o momento daandlise.

Padroes

Foram preparadas solugdes estoque ao redor de 100ug/ml
de desoxinivalenol (DON), nivalenol (NIV) (SIGMA) em
acetonitrila, e de diacetoxiscirpenol (DAS), toxinasT-2 (T2) e
HT-2 (HT2) (SIGMA) em metanol, e solucdes de trabalho em
cerca de 10 ug/mL, todas acondicionadas em frascos bem
fechados, protegidos daluz e armazenados a-18°C.

Padrdes internos

Solucdes de alfa-cloralose 80 ug/mL (SIGMA) em
metanol e de éster metilico do &cido araquidico (Poly Science)
100 pg/mL em hexano, foram preparadas e acondicionadas em
frasco &mbar a-18°C.

Solventes e Reagentes

Trimetilclorosilano, n-trimetilsililimidazol, anidrido
trifluoroacético, 4-dimetil aminopiridina, imidazol (SIGMA) e
anidrido pentafluoropropidnico (Pierce). Colunas de extragdo
em fase solidaMycoSep 225 e 227 (Romer Labs).

Cromatdégrafo a gas com espectrometro de massas

Equipamento modelo GCQ (Finnigan MAT) com ion
trap operando com impacto de elétrons (70 eV). Processador
dedadosXcalibur 1.1. Colunacapilar Rtx-5M S (5% difenil-95%
dimetil polisiloxano) com 30m de comprimento, 0,25mm de
didmetro interno e 0,25 um de espessura de fase estacionéria
(Restek). Temperaturado injetor: 260°C. Programacdo do forno:
80°C/0,20 min, 22°C/min, 205°C/0,25min, 2°C/min até270°C, fluxo
constante, velocidade 40,0 cm/s.

Condigdesfixadas: modo full scan (cromatogramacom
osionstotais-TIC) e cromatogramado ion reconstituido (RIC).
Temperaturadafonte deions: 200°C edalinhadetransferéncia:
275°C. Volume de injecdo: 1 uL, modo de injecdo splitless e
tempo desplitless 1 min.

Avaliacao de sistemas de derivacao

Foram testados trés tipos de derivacéo: sililagdo com
trimetilsililmidazol (TMSI), fluoracetilagdo com anidrido
trifluoroacético (TFAA) e com anidrido pentafluoropropionico
(PFPA).
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Derivacao com trimetilsililimidazol (TMSI): de acordo com
Tanaka et al.%, foram adicionados 200 uL da mistura de n-
trimetilsililimidazol (TMSI), trimetilclorosilano e acetato de
etila(1:0,2:9). Ap6s 20 min em temperaturaambiente (cercade
25°C), adicionou-se 2800 ul de acetato de etila, amistura. Apos
homogeneizac&o realizou-seinje¢do de 1 uL no cromatografo.
Derivacdo com anidrido pentafluoropropiénico (PFPA): deacordo
com Solfrizzo (1997) (comunicaco pessoa ) foi adicionado 1 mL
de benzeno ao residuo, homogeneizado e a mistura evaporada
sob fluxo de nitrogénio. Ao residuo foram adicionados 500 uL da
misturatol uenc-acetonitrila(85+15, v/v) contendoimidazol 0,4 M,
seguido de 100 pL de PFPA. As solugdes foram misturadas e
derivadas por 1h a 60°C. Em seguida a solugdo foi resfriada até
cercade25°C eforam adicionados 500 uL dehexano. A faseorgéanica
foi lavadacom solugdo de bicarbonato de sodio 5% e em seguida
com &gua. A fase aquosafoi removida e afase organicasecacom
sulfato de sddio anidro. A fase organicafoi transferida para outro
frasco seco e 1 uL destafasefoi injetado no cromatdgrafo.
Derivacao com anidrido trifluoroacético (TFAA): paraeste
sistema de derivagdo foram testadas duas bases, bicarbonato
de sédio e dimetil amino piridina.

Reacdo em presenca de 4-dimetil aminopiridina (DMPA): foram
adicionados 1mL de solucdo de DMPA, 1,5 mg/mL da mistura
tolueno: acetonitrila (95+5, v/v) e200 uL de TFAA. A derivacdo
sedeu a60°C por 30min. Apdsatingir temperaturaambiente, foi
adicionado 1mL de solugdo de KH,PO, 5%. O frasco fechado foi
homogeneizado. Apds a separacdo das camadas, a camada
superior foi transferida para um segundo frasco contendo 1mL
deKH,PO, 5%. Apds novaagitagdo, afase superior foi transferida
parafrasco limpo efoi injetado 1uL no cromatografo.

Reacdo em presenga de bicarbonato de s6dio: de acordo com
Schwadorf e Muller? e Schollenberger et al.2°foi adicionado 1
mL de metanol, com breve sonificag8o, paragarantir auséncia
deumidade, e evaporado a40°C. Ao residuo foram adicionados
200 uL de TFAA e cercade 20mg de bicarbonato de sodio. O
frasco foi fechado, agitado e levado a 80°C por 30 min. Apds
estaetapa, ofrascofoi aberto e evaporado até secura. Ao residuo
foram adicionados 100 uL de tolueno e em seguida foram
acrescentados 400 uL de &gua. ApOs leve agitacéo, a fase
superior de tolueno foi transferida para outro frasco e foram
adicionados cerca de 5-10mg de sulfato de sodio anidro. Apds
cerca de 15 min, a fase de tolueno foi transferida para outro
frasco seco e 1ul foi injetado no cromatografo.

Avaliagdo de padréo interno

Foram testados o éster metilico do acido araquidico,
utilizado por Furlong e Vaente Soares® e Oliveira®?, e afa
cloralose, recomendado por Solfrizzo (1997) (comunicagdo
pessoal), Langseth e Rundberget” e Schothorst e Jekel ™.

Avaliacéo de sistema de extracao e limpeza

Teste do sistema de extraco e limpeza de Oliveira e Valente
Soarest utilizando coluna MycoSep 225: extracdo de 50g de

amostrafoi executadacom 270mL demetanol e 30 mL decloreto
de potassio 4% aquoso, por 5 min em liquidificador. Do extrato
filtrado foi tomadaumaaliquotade 150 mL paraclarificacdo com
sulfato de amdnio 30% aquoso. Apodsclarificacdo efiltracgo foi

tomadaoutraaliquotade 150 mL aqual foi transferidaparaum
funil de separacéo ja contendo 150 mL de &guadestilada. Duas
particdes com 15 mL dediclorometano foram realizadas. Asfases
organicas foram reunidas e dai foram retirados 15 mL, que foi

levado asecuraa50°C sob corrente de nitrogénio. O residuo foi

levado aumasegundaetapade limpezaem umacolunaMycoSep
225. O residuo seco foi redissolvido em 8 mL da mistura
acetonitrila:dgua (84:16,v/v) e aplicado na coluna. Foram
coletados4mL do eluato e evaporadosa80°C. O extrato secofoi

submetido a derivagéo.

Teste do sistema de extracéo e limpeza usando coluna MycoSep
225: a 259 da amostra triturada e homogeneizada foram
adicionados 100mL damisturade acetonitrila/agua (84+16, v/v)
e colocados em agitacdo em liquidificador por 5 min. Apds
decantacdo damisturafoi colhidaumaaliquotade cercade 6-8 mL

para um tubo de vidro. A coluna MycoSep foi inserida como um
émbolo neste tubo. Umaaliquotade 4 mL do extrato limpo foi

colhidaetransferidaparaum frasco &mbar ondefoi evaporadaa
secura. A seguir foi executada a derivacéo.

Teste de extragdo usando concentragdo da amostra antes da
coluna MycoSep 225: com ointuito deaumentar asensibilidade
do método foi testada uma etapa de concentragdo antes da
limpeza na coluna. Assim apds extracdo descritaem 7.2 foram
retiradas aliquotas de 50, 30 e 20 mL que foram evaporadas a
60°C até cercade 5mL. Asaliquotastiveram o volume completado
para 8 mL com acetonitrila/dgua (84+16, v/v). E alimpezafoi

realizada com colunaMycoSep 225. Foram retirados4 mL para
frasco ambar e executadaa derivacdo com TFAA.

Teste de extracio usando coluna MycoSep 227: idem comoem
7.2. utilizando colunaMycoSep 227, versdo da 225 com o dobro
da quantidade de recheio.

Validacéo intralaboratorial

Os testes de recuperagéo, repetitividade e limites de
deteccdo e quantificacio foram conduzidosem amostras, livresde
tricotecenos, artificialmente contaminadas com 0,5 ug/g de padréo
decadatricoteceno estudado (DON, NIV, DAS, T2eHT2).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Escolha do melhor agente de derivacao e das melhores condicdes
dederivagéo

A sililagdo € um processo de derivacdo utilizado
principa mente paratricotecenosdo grupo B, como DON e NIV,
neste caso tricotecenos dos grupos A e B foram derivados,
porém T2 e HT2 ficaram muito préximos, néo houveresolugéo
para estes tricotecenos do grupo A.

A sililac8o traz umavantagem que éamaior estabilidade
dos derivados, que podem ser estocados por pelo menos dez
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dias a -18°C7, porém, o excesso de reagente pode danificar a
coluna e podem aparecer picos duplos no cromatograma
(derivagd@o incompleta)™ (Figural).

A pentafluoroacetilacdo gerou cromatogramas com
muito ruido elinhade baseinstavel. Além disso, asensibilidade
fol pequena, ndo sendo possivel calcular arecuperacdo. Desta
forma este processo foi descartado.

Dois métodos de trifluoroacetilagdo foram testados: o
deArmstrong et al.! e o de Schwadorf e Muller? modificado por
Schollenberger et a .. A trifluoroacetilacgo deformagera gerou
cromatogramas mais limpos, tricotecenos mais bem resolvidos
e com maior sensibilidade inclusive perante a sillilagdo. A
trifluoroacetilagdo segundo Schwadorf e Muller? quando
comparada a utilizada por Armstrong et a.! envolve menos
etapas e, portanto, estd menos sujeita a perdas na etapa final
quando se trabalha com volumes menores que 100 puL. Com
trifluoroacetilacéo todos os tricotecenos foram obtidos bem
resolvidos (Figura 2). Os fragmentos mais caracteristicos
obtidos estéo naTabelal.

Alguns dos fragmentos observados na Tabela 1 se
repetem nos varios tricotecenos por setratarem de substancias

semel hantes. Além disso, 0 processo de fragmentac&o usado,
que foi o impacto de elétrons, gera muitos fragmentos
pequenos sendo que muitas vezes nem se observa o ion
molecular. Fragmentos menores podem levar este processo a
estar mais sujeito asinterferéncias de contaminantes e ao efeito
matriz. Estes fragmentos sdo pouco confiaveis para
identificacdo e podem ser ocultados numa quantificacéo.
Usualmente os fragmentos de massa maiores séo mais
caracteristicos.

A trifluoroacetilacéo trouxe derivados cujos fragmentos
apresentaram melhores relacfes sinal/ruido e os tricotecenos
bem resolvidos.

Outro parametro avaliado foi a sensibilidade (s) do
detector com relac8o a cada tricoteceno. Como o detector
utilizado responde a massa, definiu-se s como a area do pico
cromatogréfico integrado/massa do analito que passa pelo
detector. Desta forma observou-se que (Tabela 2) o detector
apresentava maior sensibilidade para os derivados-TFAA do
queosderivados-TMSI. A sensibilidade paraDON-TFA foi cerca
del,7 eparaNIV —TFA e T2-TFA praticamente o dobro do que
seus derivados sililados. Para HT2, a sensibilidade foi quase

B
(]

Figura 1. Cromatograma obtido por cromatografia gasosa/espectrometria
de massas de 2,4 ng de desoxinivalenol (DON), 2,1 ng de nivalenol (NIV),
2,2 ng de diacetoxiscirpenol (DAS), 22 ng de toxina HT-2 (HT2) e 10 ng
de toxina T-2 (T2), todos sililados, utilizando-se coluna Rtx-5MS, 30 m x
0,25 mm e 0,25 um de espessura de fase estacionéria (Restek Corp.,PA).
Programac&o: 80°C/0,20 min, para 205°C a 18°C/min, 205°C/0,25 min,
até 270°C a 2°C/min.

Figura 2. Cromatograma obtido por cromatografia gasosa/espectrometria
de massas de 4 ng de cada um dos tricotecenos trifluoroacetilados:
desoxinivalenol (DON), nivalenol (NIV), diacetoxiscirpenol (DAS), to-
xina T-2 (T2), toxina HT-2 (HT-2) e alfa-cloralose (PI), utilizando-se
coluna Rtx-5M S, 30 m x 0,25 mm e 0,25 um de espessura de fase estaci-
onéria (Restek Corp).

Tabela 1. Massas caracteristicas dos tricotecenos de acordo com a derivagdo realizada.

Tricotecenos Fragmentos m/z considerados mais caracteristicos
comsililagéo com fluoracetilagdo
DON 73,207,235, 259, 333, 393, 422,512 117,145, 194, 205, 231, 259, 373, 470, 584
NIV 73,191, 231, 261, 289, 349, 379, 482, 510, 585 194, 229, 257, 359, 371, 485, 696
DAS 73,124,159, 197, 244, 272, 290, 350, 378 91, 105, 124, 201, 229, 296, 359, 329, 402
T2 73,122,185, 244, 272, 290, 350, 436 121,138, 180, 205, 227, 327,401, 418, 462
HT2 73,157, 185, 203, 245, 275, 347, 466 121, 138, 180, 205, 341, 455, 472

DON = desoxinivalenol; NIV = nivalenol; DAS=diacetoxiscirpenol, HT2 =toxinaHT-2; T2 =toxinaT-2
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cinco vezesmaior e paraDAS asensibilidade foi praticamente
semel hante com relagdo aos derivados sililados.

Escolha do padréo interno

Na escolha do melhor padréo interno levou-se em
consideragdo o fato de que o éster metilico do &cido araquidico
ndo era derivado como os tricotecenos, ele era simplesmente
adicionado no extrato final com o intuito de controlar distor¢des
do volume de injec&o. Notou-se que cumpriu sua fungdo com
quatro dostricotecenos, porém, seutempo deretencdo coincidia
exatamente com o do DON. Ja o afa-cloralose funcionou para
todas as derivacdes testadas com pequenos ajustes na
programacao de temperatura da coluna, desta forma também
controlando a etapa de derivagdo uma vez que sua quantidade
€sempre constante. L angseth e Rundberget” jahaviam verificado
gue esta substancia preenchiatodos os requisitos de um padréo
interno tanto para derivados sililados como para os
pentafluoroacetilados e provavelmente funcionaria para os
heptafluoroacetilados. Neste estudo verificou-se que também
pode ser usado para os trifluoroacetilados. O alfa-cloralose
apresentou tempo deretencéo de 13,63 min quando sililado ede
7,17 min quando trifluoroacetilado. Seus fragmentos mais
caracteristicosforam 73, 147,191,205, 217, 245 com asililagdo e
81, 109, 223, 251,319, 479 com afluoracetilacéo.

Confirmacéo dos resultados

Para confirmac&o dos resultados geralmente trés ions
s80 considerados suficientes para confirmac&o de um espectro
de impacto de elétrons'®®. Neste trabalho a identidade dos
tricotecenos foi determinada comparando-se tempos de
retencdo, espectros de massas e presencga de cinco a seis
fragmentos de massas mais caracteristicos.

Na Tabela 3 estdo os fragmentos de massas
sel ecionados!®! para deteccéo e quantificacdo dostricotecenos
derivados tanto por sililacgo quanto por fluoroacetilagéo.

Paraaquantificacdo foram utilizadosde cinco aseisions/
fragmentos para cada tricoteceno, conforme Tabela 3, afim de
se diminuir oscilagdes observadas, provavelmente originarias
da prépria estrutura do equipamento ion trap (armadilha de
jons).

Avaliacéo de sistema de extracéo e limpeza

Nesta etapa foram utilizadas amostras de milho
artificialmente contaminadas com 0,5 ug/g de DON, N1V, DAS,
T2 eHT2 eforam observadas arecuperacdo dostricotecenos e
aspecto dos cromatogramas (eliminacdo de ruido e de
interferentes). A técnicade extragdo testada descritapor Furlong
e Valente Soares® modificada por Oliveira e Valente Soares™®
acrescidadalimpezaem colunaMycoSep 225 ndo apresentou
nenhuma recuperacdo, de nenhum dos tricotecenos, para as
matrizes farinha de milho, milho verde em lata e sémola. As
amostras de fubd mostraram recuperacéo para DON (150%),
DAS(32%), HT2 (133%), e T2 (190%). Paraacanjicaeflocosde
milho, houve recuperacdo de DON (116% e 83%,
respectivamente) e T2 (30% e 84%, respectivamente), todos
valores médios de duas andlises. NIV néo foi recuperado em
nenhum grau e em nenhuma das amostras. Devido a esta
incapacidade de recuperar NIV e DAS e as recuperaces de
DON, HT2 e T2 em todos os tipos de amostras serem
inadeguadas, este sistema de extragdo foi descartado.

No teste do sistema de extragéo e limpeza usando coluna
MycoSep 225, com concentragdo antes de limpeza em coluna
MycoSep 225, foram empregadas amostrasde canjica, fuba, milho
em lata, flocos e farinha de milho. A concentrac&o teve o intuito
de aumentar a quantidade de amostra no extrato final,
consequentemente aumentando a sensibilidade do método.
Porém n&o houve recuperacéo paraNIV e DAS naconcentracdo
dediquotade50mL eparaDON, HT2 e T2 asrecuperagdesforam
abaixo de 20%. Paraaliquotas de 20 e 30mL, apds concentracéo,
as recuperactes foram especialmente elevadas, acima de 200%,
para DAS, HT2 e T2. Para DON e NIV, ocorreu o oposto, as
recuperagBesforam baixas, menosde 10%, com excegdo dad iquota
de 20mL para amostras de canjica, cujos valores médios de
recuperacéo paraDON, NIV, DASeHT2foram 61, 77,200e118%
respectivamente. A recuperacdo para T2 ficou abaixo de 10%. O
efeito matriz foi decisivo, mesmo usando a reconstituicdo do
cromatogramaapenas com os fons caracteristicos das micotoxinas.
E provavel que muitos destes ions também fizessem parte da
fragmentacdo dosextratosde amostra. Estesresultadosmostraram
queacolunaMycoSep néo eraapropriadaparalimpezade extratos
concentrados de nenhuma forma.

Tabela 2. Sensibilidade (rel agéo &reaintegrada/ massa) paracadaum dostricotecenos derivados por sililagdo etrifluoroacetilacéo

TRICOTECENOS

derivados sililados **

SENSIBILIDADE (Cgng)*
derivados trifluoroacetilados * *

DON 1,06x 10°
NIV 0,44x10°
DAS 0,17x10°
HT2 0,29x 10°
T2 043x10°

1,77x10°
0,92x 10°
0,19x10°
1,39x 10°
0,93x 1¢°

DON = desoxinivalenol; NIV = nivalenol; DAS=diacetoxiscirpenol, HT2 =toxinaHT-2; T2 =toxinaT-2

* célculo baseado na concentrago de padrdes 6 ng/uL
** valores médios
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Tabela 3. Fragmentos m/z derivados mais frequientemente usados na quantificacdo e sel ecionados para este trabalho

Tricotecenos e Pl

Fragmentos m/z derivados

Alfa-cloralose (PI)

Sililagéo 73 191 205
Fluoroacetilagdo 81 109 223
DON

Sililacdo 73 235 393
Fluoroacetilagdo 117 145 231
NIV

slilagéo 73 191 261
Fluoroacetilagdo 229 257 359
DAS

sililacéo 73 244 290
fluoroacetilacdo 91 124 229
HT2

slilagéo 73 185 157
Fluoroacetilagdo 121 138 180
T2

Sililacdo 73 185 244
Fluoroacetilagdo 121 138 180

Referéncias

217 245

251 319

422 512 Mirochaet a. 1986
259 584* Mclachlan et al.1992
289 510 Mirochaet a. 1986
371 696> Mclachlan et al.1992
350 378 Mirochaet a. 1986
329 402 Mclachlan et al.1992
203 466 Mirochaet a. 1986
341 455 Mclachlan et al.1992
290 350 Mirochaet a. 1986
227 327 e 401 Mclachlan et al.1992

DON = desoxinivalenal; NIV = nivalenol;DAS = diacetoxiscirpenol, HT2 =toxinaHT-2; T2 =toxinaT-2

* jon molecular
Pl = padr&o interno

O mesmo método executado sem nenhuma concentragcéo
antes da limpeza com coluna MycoSep 225 apresentou
cromatogramas com a guns picosinterferentes, porém, nenhum
em tempo de retencdo que pudesse interferir na deteccdo e
quantificagdo dos tricotecenos ou do padréo interno. Porém
n&o se obteve recuperacdo para NIV em canjica (Tabela4). A
Figura 3 traz os cromatogramas obtidos por cromatografia
gasosa/espectrometriade massas de amostrade farinhade milho
sem contaminag&o e contaminada artificialmente com 0,5 ug/g
de cada tricoteceno testado.

O teste de extragéo e purificagdo foi também efetuado
com a coluna MycoSep 227, que tem o dobro do material de
recheio da 225, portanto destinadaaamostras mais complexas.
Os val ores obtidos nos testes com adic¢éo de 0,5ug/g de cada
tricoteceno nas amostras, com cinco repeticfes, estdo na
Tabela4.

Observando os dados da Tabela 4 verifica-se que de
forma geral os resultados estdo dentro da faixa aceitavel
estabelecida por Horwitz et a.* paraandlise de tragos (ppb), de
70a120%. Usando acoluna 227 conseguiu-serecuperar NIV de
canjica, o que ndo haviasido possivel com acoluna225. Porém,
continuou impossivel recuperar DON e NIV das amostras de
milho verde em lata, inclusive porque haumagrande regiéo no
inicio do cromatogramatotal mente coberta pel os co-extrativos,
que encobrem ndo apenas os tricotecenos que possuem 0s
tempos de retencéo menores, mastambém o PI. Neste caso para
calcular aconcentragdo de DAS, HT2 e T2 foi necessario usar
calibracdo externa.

De forma geral a coluna 227 foi considerada a mais
adequada para limpeza dos extratos das amostras de milho e
produtos de milho.
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Figura 3. Cromatogramas obtidos por cromatografia gasosa/
espectrometria de massas de amostra de farinha de milho com alfa-cloralose
(Pl) (A) sem contaminacéo e (B) contaminada artificialmente com 0,5 ug/g
de desoxinivalenol (DON), nivalenol (NIV), diacetoxiscirpenol (DAS) e
toxinasT-2 (T2) e HT-2 (HT2). Amostra extraida e limpa por método
usando 4 mL do extrato concentrado antes de passagem pela coluna
MycoSep 225 e submetida a derivacdo com TFAA.
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Validacdo intralaboratorial da metodologia escolhida

A recuperacdo e a repetitividade foram realizadas
cinco repeticdes em amostras de milho e produto de milho
artificialmente contaminadas com 0,5 ug/g de cada
tricoteceno, DON, NIV, DAS, HT2 e T2. As amostras
contaminadas foram extraidas com acetonitrila + agua
(84+16,v/v) e seus extratos passados pel as colunas MycoSep
227. Os extratos limpos foram derivados com TFAA/
bicarbonato de sodio sdlido.

Asrecuperactes (Tabela5) variaram de 83,3 a2 113,3 %
paraDON, 84,6 a114,5% paraNIV, 52,1a122,7% paraDAS, 71,1
a95,9%paraT2ede81,8a155,4 % paraHT2.

A repetitividade do método mostrou desvios padréo
relativos (DPR) variados de acordo com o tipo de amostrae o
tricoteceno avaliado, variando de 4,5 a 18,1 paraDON, 2,5 a
15,4 paraNIV, 3,4a48,1 paraDAS, 3,1a14,4paraHT2ede6,4
a47,3paraT2. Ascurvasde calibragdo interna foram lineares
de 0,8 a10,0 ng/uL paraDON e NIV, de 0,8 a6,0 ng/uL para
DAS, de0,8a20,0ng/uL paraT2ede0,8a35,0 ng/uL paraHT2.
Foram tragadas curvas de calibrac8o externa para utilizagéo
nas amostras de milho verde em lata. As curvas de calibragéo
externaforam linearesde 0,8 210,0 ng/uL DON, DAS, HT2eT2
ede0,8a8,0 ng/uL paraNIV.

Osresultados das recuperactes e doslimites de detecgéo
e quantificagdo em amostras de produtos de milho foram
superiores aos obtidos nas amostras de milho em gréo. O efeito
matriz foi muito grande. Segundo Plattner et al.** namaioriados
casos é o ruido quimico, e ndo asensibilidade, o fator limitante
naandise de umamicotoxina, em particular num sissemaCGEM.
Ruido quimico é considerado como os sinais interferentes
produzidos por constituintes estranhos da amostra.

Os limites de deteccdo foram calculados baseando-se
nas recomendacgfes de Taylor?, sendo verificadas as
concentracfes que originaram picos com um sinal pelo menos
trésvezes 0 DPR, e que 0 pico cromatogréafico do tricoteceno
gerasse seu espectro coincidente nos cinco fragmentos
selecionados, assegurando desta forma a comprovagéo de sua
identidade. Oslimites de quantificac&o foram considerados como
quinze vezes o desvio padréo relativo, os resultados para as
diferentes matrizes est&o na Tabela 6.

Os resultados obtidos quando comparados aos da
literatura paramatrizescomo milho apresentam certa proximidade.
Rosen e Rosen?® obtiveram recuperagéo variando de 80 a100%
eDPRentre 1,6 e 14,2%, usando CGEM com modo SIM. Tanaka
et a.® obteverecuperacdo de81 a92% e DPR de4,4 a5,7 também
utilizando CGEM com SIM.

Este trabalho utilizou impacto de elétrons (IE) e foi
aplicada a técnica de reconstitui¢do de ions do cromatograma.
Os altos valores obtidos em algumas recuperacfes podem ser
devidos a uma coincidéncia dos ions escolhidos para RIC
também fazerem parte daamostra. Além disso, éimportante dizer
gue no instrumento com ion trap pode ocorrer auto-ionizagdo
dos ions, que pode prejudicar a quantificagdo, alterando a
quantidade de amostra e consequentemente mudar
drasticamente a sensibilidade®. Este € um motivo pelo qua
equipamentos com fon trap séo mais indicados para
guantificacdo com ionizagdo quimica e ndo com impacto de
el étrons®. Entretanto, este estudo superou, pelo menosem parte,
estes problemas e os resultados obti dos se assemel ham aoutros
citados naliteratura.

Duas revisdes mais recentes, Langseth e Rundberger” e
Krska et al.® concluiram que a deteccdo por espectrometria de

Tabela 4. Valores médios de recuperacdo (%) de amostras de milho e produtos de milho artificial mente contaminadas (0,5 ug/g) de
DON, NIV, DAS, HT2 e T2 usando limpeza com colunas MycoSep 225 e 227.

Amostras Recuperagao™
DON NIV DAS HT2 T2 Coluna usada
Canjica 81,0 Nr 75,0 81,0 108,0 225
105,7 99,2 1227 115,9 929 227
Fuba 86,0 64,0 62,8 105,2 103,9 225
1133 1125 69,4 129,2 884 227
Farinhade milho 95,1 68,1 102,6 100,7 1189 225
99,8 89,9 835 1554 959 227
Quirera 111,0 80,0 69,0 82,0 106,0 225
833 84,8 74,2 102,6 745 227
Flocos de milho 140,0 84,0 68,0 124,0 108,0 225
87,2 86,7 1123 1054 71,7 227
Milho em lata nr nr 1220 76,0 124,0 225
nr nr 116,8 818 71,1 227
Milho em gréo 854 84,1 109,3 1084 69,6 225
86,1 84,6 101,6 89,1 71,1 227

*Valores médios de cinco repeti¢cdes, nr = ndo recuperado; DON = desoxinivalenol; NIV = nivalenal;

DAS=diacetoxiscirpenol, HT2 =toxinaHT-2; T2 =toxinaT-2
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Tabela 5. Va oresmédios de recuperacado, desvio padréo e desvio padréo relativo, paraDON, NIV, DAS, HT2 e T2 paraamostrasde

produtos de milho, utilizando colunaMycoSep 227

milho canjica  flocosde  farinha fuba quirera sémola milho
emgréo milho demilho emlata
DON %R média* 86,1 105,7 87,2 993 1133 833 1025 nr
DP 56 48 11 181 80 48 148
DPR 65 45 127 181 71 15 144
NIV %R média* 84,6 99,2 86,7 899 1125 848 1145 nr
DP 25 82 134 122 55 35 50
DPR 29 83 154 136 49 41 44
DAS %R média* 1016 1227 1123 835 694 742 521 1163
DP 18 18 38 201 83 3B7 97 99
DPR 116 96 34 241 120 481 187 85
HT2 %R média* 891 1159 1054 1554 1292 1026 1409 818
DP 129 6,1 33 16,0 99 146 89 102
DPR 144 52 31 103 7.7 142 6,3 125
T2 %R média* 711 29 7.7 959 884 745 836 711
DP 45 181 50 6,7 11 119 145 336
DPR 64 195 70 70 125 16,1 173 473

%Rmedia* = porcentagem de recuperacao média de cinco determinagdes; DPR= desvio padréo relativo; DP = desvio padréo ;

nr = n&o recuperado

Tabela 6. Limitesde deteccdo e quantificacdo (ng/g) dederivadostrifluoroacetiladosde DON, NIV, DAS, T2e HT2 determinadosem

milho em gréo e produtos de milho por CG-EM

DON
LQ
D0

Tricoteceno NIV

DAS HT2 T2

milho em gréo
Canjica

Quirera
flocosdemilho
farinhademilho
Fuba

Sémola
milhoverdeemlata nd nd nd nd

8885838806
B88588b6
B88EE8880b

70
170
300
120
220

B883BE 86
EEEE8ERBEO
BEBERERSE
EEEEBBEEL
EEEEEELELS
SRBSEBBEIL

NOTA: valores médios de 5 repeticdes; nd = ndo determinado; LD = limite de deteccéo; LQ = limite de quantificagdo; DON =
desoxinivalenol; NIV = nivalenol; T2=toxinaT-2; HT2 = toxinaHT-2; DAS = diacetoxiscirpenol

massas € essencial para obtencdo de resultados confiaveis a
respeito de tricotecenos presentes em pequenas concentragoes.
E ha uma vantagem neste método que € a determinagéo
simulténea de vérios tricotecenos.

CONCLUSOES

Extracdo utilizando acetonitrila e &gua (84 + 16, v/v) e
limpezacom colunaMycoSep 227 mostrou-se amais adequada
paradeterminacdo dostricotecenosDON, NIV, DAS, HT2eT2
em milho e produtos de milho por cromatografiaagés associada
a espectrometria de massas. Em termos de derivacéo o uso de
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anidrido trifluoroacético em presenca de bicarbonato de sodio
solido produziu resultados mais sensiveis, menosinterferentes
e boa estabilidade.

Os cromatogramas foram reconstituidos com os
fragmentos mais caracteristicos parareduzir o efeito matriz com
bons resultados. Para quantificacéo, foi empregada a
padronizacdo internaparaamai oriadasamostras, e padronizacdo
externaparaamostras de milho verde enlatado.

As recuperactes variaram para os diversos produtos de
milhode83,3a113,3% paraDON, 84,6 a114,5% paraNIV, 52,1 a
122, 7% paraDAS, 71,1a95,9 % paraT2 ede81,8a155,4 % para
HT2. Oslimitesde detecco variaram de 20 a50 ng/g paraDON,
de10a40ng/gparaNIV, de30a120 ng/g paraDAS, de20a50
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para HT2 e de 20 a 100 para T2. Os limites de quantificagdo
variaram de 70 a300 ng/g paraDON, de 50 a200 ng/g paraNIV,
de60a300 ng/gparaDAS, de50a250 ng/gparaHT2ede70a
500 ng/g paraT2.

A repetitividade do método mostrou desvios padréo
relativos (DPR) variados de acordo com o tipo de amostra e de
tricoteceno, variando de4,5a18,1 paraDON, 2,5a15,4 paraNIV,
3,4a48,1paraDAS, 3,1al14,4paraHT2ede6,4a47,3paraT2.
Asamostras que mostraram maioresvaloresde DPR edelimites
de deteccdo e quantificag8o foram aquelas que apresentaram
maior quantidade de co-extrativos nos seus cromatogramas, em
especial milho verde em|ataefarinhade milho.
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RESUMO

O leite é um importante constituinte da dieta alimentar do homem e apresenta um consumo elevado,
principa mente pela populagéo infantil. Os residuos de agrotoxicos ndo intencionais e seus metabolitos
podem ser encontrados no leite em decorréncia do consumo de agua, pastagens e ragGes com residuos
pelo gado ou pelo uso de agrotdxicos para controle de ectoparasitas. Com o objetivo de avaliar osnivels
desses residuos foram analisadas 73 amostras de leite, coletadas pela Vigilancia Sanitaria em diversos
estabel ecimentos comerciais do Estado de Sao Paul o nos anos de 2000 e 2002. A andlise dos agrotdxicos
foi efetuadapor cromatografiaagas e cromatografiaaliquido dealtaeficiéncia. Paraverificar aexatidao e
precisdo do método foram realizados estudos de recuperagdes cujos resultados variaram de 71 a 105%,
todosdentro doslimitesaceitaveis, com coeficientes devariaggo entre 1,2 € 17,8%. O limite de quantificacdo
do método foi de 0,01mg/kg parahexaclorobenzeno, o HCH, § HCH, y HCH, adrin, heptacl oro, heptacloro
epoxido, endosulfan I, endosulfan I1, sulfato de endosulfan, dieldrin, endrin, pp’ DDE, pp’ DDD, op’ DDT,
pp'DDT; 0,02 mg/kg para A ciaotrina, a cipermetrina, deltametrina e 0,10 mg/kg para carbendazim e
tiabendazol. Nenhum dos agrotoxicos avaliados foram encontrados na amostras de leite analisadas.
Palavras-Chave. residuosdeagrotdxicos, organoclorados, piretréides, benzimidazois, leite, cromatografia

ABSTRACT

Milk isanimportant constituent of human diet, and its consumption rateis high especially among children.
Unintentional pesticide residuesand their metabolitesmay befound in milk asaresult from the consumption
of water, grazing ground, and residues-containing foods by cattle, or from the use of pesticides on cattle
for controlling ectoparasites. With the objective of evaluating the levels of theseresidues, 73 milk samples
collected in 2000 and 2002 by the Sanitary Surveillance authoritiesfrom diverse commercial establishments
inthe State of S80 Paulo were analyzed. Pesticidesanalysiswere carried out by means of gaschromatography
and high performance liquid chromatography. Recovery studies were performed in order to assess the
accuracy and the precision of the method. Recovery resultsranged from 71 to 105%, all of them within the
acceptablelimits, with coefficients of variation from 1.2 to 17.8%. Quantification limit of the method was
0.01 mg/kg for hexachlorobenzene, aHCH, BHCH, yHCH, a drin, heptachl or, heptachl or epoxide, endosulfan
I, endosulfan 11, endosulfan sulfate, dieldrin, endrin, pp’ DDE, pp’ DDD, op’ DDT, pp’ DDT; and 0.02 mg/kg
for Acyhalothrin, acypermethrin and deltamethrin; and 0.10 mg/kg for carbendazin and thiabendazol. None
of evaluated pesticides were found in any of the analyzed milk samples.

Key Words. pesticideresidues, organochlorine, pyrethroids, benzimidazoles, milk, chromatography.
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INTRODUCAO

O leite apresenta um consumo elevado pela populacéo,
principalmente pelainfantil, com valor estimado de 160g por dia
para adultos e 1450g para criangas de até 6 anos’ na América
Latina. Embora a legislagdo brasileira ndo permita o uso dos
organoclorados persistentes na agricultura desde 1985%, eles
foram utilizados até 1998 em campanhas de salide publica para
controle de vetores de doenga. Os residuos destes compostos
podem fazer parte da nossa biosfera ainda por anos, devido a
alta persisténcia e lipossolubilidade.

Dentre os organoclorados, o hexaclorobenzeno, os
isdmeros alfa HCH, gama HCH e o metabdlito beta HCH, os
isdmerosop' DDT epp’' DDT eosmetabdlitosop’ DDE, pp' DDE,
op' DDD, pp’' DDD, dieldrin eendrin s2o persistentesno ambiente,
acumulam em teci dos gordurosos de mamiferos e so excretados
no leite. O principal metabdlito do heptacloro em plantas € o
heptacloro epdxido, encontrado, também, em tecidos, fezes e
urinade animais. H4umaforte tendénciado heptacloro epoxido
se acumular na gordura®. A meia vida de heptacloro no solo é
de 9 a 10 meses®. O problema ambiental dos pesticidas
organoclorados ndo se restringe a compostos organicos com
cloro na molécula, mas agquel es que apresentam cadeia ciclica
de carbonos, incluindo cadei as arométi cas, compostos apolares
elipofilicos, pouco reativos quimicamente e conseqiientemente
muito estiveis no meio ambiente™®.

Atualmente tém sido utilizados agrotéxicos de outras
classes quimicas como os piretrdides, benzimidazois e éster do
acido sulfuroso de um diol ciclico clorado. Os piretréides
deltametrina, alfaci permetrinaelambdacial otrinasio inseticidas
ndo sistémicos e ndo persistentes. Os fungicidas da classe dos
benzimidazois benomil, carbendazim e tiabendazol s&o
sistémicos. Carbendazim é metabdlito de benomil e tiofanato
metilico. Endosulfan éum éster do &cido sulfuroso de um diol
ciclico clorado n&o persistente e acumulativo como 0s outros
compostos organoclorados do grupo de ciclodienos!® %,

Residuos de agrotéxicos ndo intencionais e seus
metabdlitos podem ser encontrados no leite em decorrénciado
consumo de &gua, pastagens e ragbes com residuos ou pelo
uso dos mesmos no gado paracontrole de ectoparasitas. Alguns
agrotoxicos, como osdaclasse dosbenzimidazéis, sfo utilizados
na pecudria para controlar os ectoparasitas do gado e podem
ser absorvidos viacuténea, contribuem para o aparecimento de
residuos tanto no leite como na carne.

A legidacdo brasileira® estabel ecelimites de 0,006 mg/kg
para aldrin, 0,008 mg/kg para dieldrin, 0,004 mg/kg para
heptacloro, 0,04 mg/kg paraDDT e metabdlitos em leite e de
0,2 mg/kg para aldrin, alfa HCH, beta HCH, HCB, dieldrin,
heptacloro, 2,0 mg/kg paragamaHCH, 1,0 mg/kg paraDDT e
metabdlitos, 0,5 mg/kg paraEndrin, Clordano e 0,1 mg/kg para
Mirex® em carnes.

A Organizacéo Mundia da Salide através da Comissdo
do Codex Alimentarius? estabeleceparaleiteederivadoslimites
méximaos de residuos de 0,006 mg/kg paraadrin edieldrin; 0,006

mg/kg paraheptacl oro; 0,02 mg/kg paraDDT e0,004 mg/kg para
endosulfan. Os LMRs referentes ao uso de agrotoxicos para
tratamento externo do animal sdo: 0,01 mg /kg paragamaHCH,
0,02 mg /kg paradeltametrinae 0,05 mg/kg paracipermetrinae
os decorrentes do uso veterinario 0,1 mg/kg paratiabendazol e
0,1 mg/kg para carbendazim decorrentes do uso de benomil,
carbendazim ou tiofanato metilico®.

A presenca de residuos de agrotdxicos e seus produtos
de transformac&o no leite podem representar um risco para a
salde dos consumidores.

O leite bovino tem sido adotado em alguns paises como
indicador para medir de persisténcia de substancias quimicas
na agricultura e poluentes do meio ambiente.

Esta pesquisa tem por objetivo avaliar a qualidade do
leite consumido e distribuido a populacéo do Estado de S&o
Paulo quanto aos residuos de agrotoxicos.

MATERIAL E METODOS

As amostras foram coletadas em estabel ecimentos
comerciais de diferentes Municipios do Estado de S&o Paulo
pelaequipetécnicadaVigilanciaSanitéria. Foram coletadas 73
amostrasdeleite, sendo 52 em 2000 e 21 em 2002. Em 2000, 41
referem-sealeite UHT integral, 9 deleite pasteurizado tipo B, 2
de leite desnatado. As 21 amostras coletadas no ano de 2002
eram deleitetipo C paradeterminagéo dos seguintes principios
ativos organocloradosHCB, alfaHCH, betaHCH, gamaHCH,
adrin, heptacloro, heptacl oro epdxido, dieldrin, endrin, pp’ DDE,
pp’'DDD, op’'DDT e pp’'DDT; piretréides lambdacialotrina,
alfacipermetrina e deltametring; benzimidazdis: carbendazime
tiabendazol; e éster do &cido sulfuroso deumdioal ciclico clorado:
alfa endosulfan, beta endosulfan e sulfato de endosulfan,
totalizando 1481 determinagdes.

Principio do Método

Foi adotado 0 método de Stelwandter?® para andlise de
residuos de pesticidas organoclorados, piretrdides e éster do
acido sulfuroso de um dial ciclico clorado. A determinagéo
qualitativa e quantitativafoi realizada por cromatografia a gés
com detetor de captura de elétrons.

A andlise de residuos de benzimidazéis foi feita pelo
meétodo utilizado por Arenas! e Long et a.?°, com alteragdes,
conformedescrito por Barretto et a .2, seguidade determinagéo
por cromatografiaaliquido dealtaeficiéncia

Procedimento

Para determinacéo dos organoclorados, piretroides e éster do
4cido sulfuroso de um diol ciclico clorado

Macerar 10,0g deleitee 15,0g desilicagel calcinadaaté
resultar em po. Transferir paraumacolunacromatogréfica15,0g
desilicagel desativadaa10%. Adicionar aproximadamente 1g
desulfato de sodio anidro, e posteriormente, amisturadasilica
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com leite. Empacotar muito bem. Eluir com 200mL damisturade
n-hexano e diclorometano na proporc¢éo de 4:1 e em seguida
com 200mL da mistura de n-hexano e diclorometano na
proporcdo de 1:1. Recolher os dois eluatos em bal des de fundo
chato de 350mL e concentrar com o emprego de evaporador
rotativo a40°C até quase asecura. Adicionar aproximadamente
5mL de n-hexano e concentrar novamente até que o todo o
diclorometano sgjaevaporado. Transferir quantitativamente para
tubo graduado, completando o volume a 5mL com n-hexano.
Transferir os extratos para frascos de amostrador automatico e
injetar 2uL em cromatOgrafo a gas com detector de captura de
elétrons.

Para determinag&o de benzimidazois

Pesar 10,0g daamostrade leite em um tubo de centrifuga
de50mL. Adicionar 20mL deacetato deetilaparaHPLC. Tampar
e agitar. Deixar em repouso por 30 minutos. Centrifugar a
aproximadamente 4000 rpm por 5 minutos. Transferir 10mL do
extrato organico para um tubo graduado com tampa.
Concentrar até quase a secura em banho-maria sob corrente
de Nitrogénio eressuspender a2mL com fasemoével. Filtrar em
membrana de 0,45 pm de porosidade através de seringa de
vidro de5mL. Recolher em tubo devidro com tampa. Transferir
0 extrato parao frasco de amostrador automético einjetar 20uL
em cromatografo a liquido de alta eficiéncia, devidamente
otimizado.

Condig6es cromatogréficas:

Para determinagdo de organoclorados,
endosulfan:
cromatogréfo agas com detector de capturade elétrons;
colunacapilar (30mx 0,32mmx 0,25umdefilme);
fase estacionéria: 5% defenil metil siloxano;
fluxo do gasdearraste: Nitrogénio:1,0mL/min;
temperaturado forno: 60°C por 1 min.; 10°C/min. até220°C
por 6 min.; 33°C/min. até€ 280°C por 17 min.;
temperaturado injetor: 250°C; modo deinjegéo: splitless
etemperaturado detector: 300°C.

piretroides e

Para determinag&o de benzimidazdis:

cromatografo a liquido de alta eficiéncia com detector
U.V. (A=286nm);

coluna: agoinox, 125mm x 4mm;

fase estacionéria: Spherisorb ODS-2,5um;

fase movel: solugéo deKH,PO, a 1%: metanol, 35:65;

fluxo dafasemével: 0,60 mL/min;

temperatura: 25°C.

Estudos de recuperagtes

Para avaliar a exatidéo e precisdo do método, amostras
deleite sem agrotdxicosforam fortificadasem triplicatacom os
principiosativos estudados nos niveisdo limite de quantificagdo
eduasvezeso limitede quantificagdo. Foram calculadosamédia,
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desvio padréo e o coeficiente de variacdo para cada nivel
estudado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de leite analisadas néo apresentaram
residuos de agrotoxicos. O limite de deteccdo do método foi de
0,003 mg/kg parahexaclorobenzeno, alfaHCH, gamaHCH, adrin,
heptacloro, endosulfan I, endosulfan 11; 0,004 mg/kg para beta
HCH, heptacloro epdxido, pp’ DDE, dieldrin, endrin, sulfato de
endosulfan; 0,006 mg/kg parapp’ DDD, op’' DDT, pp' DDT; 0,008
paralambdacial otrina, alfaci permetrinadeltametring; 0,05 mg/kg
paracarbendazim etiabendazol.

As médias das recuperacdes no nivel do limite de
quantificacdo (LQ) variaram de 71 a 105%, dentro dos limites
aceitaveist, e oscoeficientesde variagdo entre 1,2 € 16,5%. No
nivel de 2 L.Q. as recuperagdes variaram de 83 a 99% e os
coeficientesdevariagdo entre 5,2 € 17,8. O limitede quantificacdo
do método foi de 0,01mg/kg para hexacl orobenzeno, alfaHCH,
betaHCH, gama HCH, adrin, heptacloro, heptacloro epoxido,
endosulfan I, endosulfan I, sulfato de endosulfan, dieldrin,
endrin, pp’ DDE, pp’ DDD, op’ DDT, pp' DDT; 0,02 mg/kg para
lambdacialotrina, afacipermetrina, deltametrinae 0,10 mg/kg para
carbendazim etiabendazol.

O método avaiado neste trabalho® tem sido também
utilizado em Programas de Controle de Qualidade Analitica
Interlaboratorial, apresentando resultados satisfatérios® .

O resultado do monitoramento de residuos de
agrotéxicos nas amostras de acordo com o tipo de leite nos
anos de 2000 e 2002 encontram-se nas Tabelas 1 e 2,
respectivamente.

Em estudos realizados por Lara et al.’>%1® foram
encontrados residuos de organoclorados em leite bovino
consumido nacidade de S&o Paulo nosanosde 1971, 1979, 1980
e1981.

Em 1999, Barretto et al.® pesquisaram residuos de
organoclorados, piretroides, benzimidazdis e éster do &cido
sulfuroso de um diol ciclico clorado em 109 amostras de | eite,
coletadas em diferentes cidades do Estado de S&o Paulo, e ndo
encontraram residuos nos respectivos limites de quantificagéo
do método.

Na Figura 1 encontram-se 0s niveis médios de
organoclorados encontrados em leite bovino consumido pela
populagéo de S&o Paulo de acordo com os resultados obtidos
por Laraet al.*> %18 em anos anteriores, Barretto et a .* em 1999
e os dados do presente estudo.

Comparando os resultados de estudos anteriores de
residuos de agrotoxicos organocl orados em leite, reali zados por
Laraet al.’>1%18 observa-se um aumento do nivel médio deHCH
total em 1979 (0,21 mg/kg)*®e 1980 (0,27 mg/kg)*® referente a
média encontrada em 1970 (0,03 mg/kg)*® por outro lado
observaram um decréscimo em 1981 (0,18mg/kg)*8. Emrelagcéo
aosniveismédiosde DDT, foram praticamente 0s mesmos, entre
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os estudos realizados em 19797, 1980 e 1981%. Em 1998/99, emmuitos paises. Krauthacker e Reiner' estudaram DDT total,
Barreto et a.® e na presente pesquisa ndo foram encontrados  PCBs, HCB eisdmerosde HCH por varias décadasem aimentos
residuosdeHCH eDDT nosrespectivoslimitesdequantificacdo  (leite, carne, peixe) eleite humano da Croaciae observaramum
do método. decréscimo dos nivels de residuos na maioria dos compostos

Por sua importancia na alimentacdo, trabalhos de analisados. John et a.™ realizaram um estudo no periodo de
monitoramento tém sido realizados em leite e seussubprodutos ~ 1993-1996 na cidade de Jaipur- india para investigar a

Tabela 1. Resultado do monitoramento de residuos de agrotéxicos nas amostras de |eite no ano de 2000

Classe deAgrotoxico Agrotoxicos LQdo NUmero de amostras sem residuos de agrotoxicos
de acordo com o grupo analisados M étodo TipodelLeite
Quimico (n=14) (mg/kg) B UHT Desnatado Total
(n=9) (n=41) (n=2) (n=52)
Organoclorados Hexaclorobenzeno
HCH total 001 9(100%) 41 (100%) 2(100%) 52 (100%)
) DDT tota
Heptacloro
Heptacloro epdxido
Didldrin
Endrin
Piretroides Lambdacialotrina, 002 9(100%) 41 (100%) 2(100%) 52 (100%)
Alfacipermetring,
Deltametrina
Benzimidazois Carbendazim 0,10 9(100%) 41 (100%) 2(100%) 52 (100%)
Tiabendazol

Ester deum Diol
CiclicoClorado Endosulfan total 001 9(100%) 41 (100%) 2(100%) 52 (100%)
n: nUmero de amostras

Tabela 2 . Resultado de monitoramento de residuos de agrotoxicos nas amostras de L eite no ano de 2002

Classe deAgrotoxico Agrotoxicos LQdo NUmero de amostras sem
de acordo com o grupo analisados M étodo residuos de agrotoxicos
Quimico (n=14) (mg/kg)
LeitetipoC Total(n=52)
Organoclorados Hexaclorobenzeno
HCH total 001 21(100%) 21(100%)
DDT tota
Heptacloro
Heptacloro
epdxido
Didldrin
Endrin
Piretroides Lambdacia otrina 002 21 (100%) 21 (100%)
Alfacipermetrina
Deltametrina
Benzimidazois Carbendazim 010 21 (100%) 21 (100%)
Tiabendazol
Ester deum Diol Endosulfan total 001 21(100%) 21(100%)
CiclicoClorado

n: nimero de amostras
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Figural. Distribuicdo de média de HCH total, DDT total e Dieldrin, em mg/Kg, segundo ano, Sao Paulo, Brasil.

contaminagdo por residuos de agrotoxicos organoclorados em
leite bovino e de bufalo e encontraram residuos de DDT e seus
metabdlitosDDE eDDD, isbmerosde HCH (alfa, betaegama),
heptacl oro e seu epdxido. Em um estudo publicado em 1996 por
L osada e Fenandez? na Espanhaforam encontradosHCH, DDT
emetabolitos, heptacloro epdxido, dieldrin emleite bovinoem
niveismenores que 0,01 mg/kg.

Outros estudos demonstraram a presenca de agrotoxicos
organoclorados em carne e gordura bovina. Na década de 80,
Maiae Brant? estudaram a ocorrénciade residuos de pesticidas
organoclorados em amostras de carne bovina provenientes de
diversasregidesde Minas Gerais e asmédiasencontradasforam:
0,29 mg/KgdeHCH tota; 0,02 mg/Kg deDieldrine 0,01 mg/Kg
de DDT, sendo que as oriundas das regides de maior
desenvolvimento agricola foram aquelas que apresentaram o0s
valores mais elevados. Nishikawa et a 2 (1982) detectaram
organoclorados em 211 (96,8%) das 218 amostras de conservas
de carnes bovinado Estado de S&o Paulo, sendo que em 91,3%
dasamostrasforam encontradosDDT e seus metabdlitos e 80%
delas apresentaram valores acima dos limites maximos de
residuos. Carvalho et al.® 1984, analisaram 2959 amostras de
gordurabovinaprovenientesde carcacasdefrigorificos. Destas,
95,4% apresentaram residuos de DD T e metabdlitos, 92,5% de
HCH, 69,6% dedieldrin, 57,9% de heptacl oro e seu metabdlito,
52,8% de HCB, 42,3% delindano, 10,8% de endrin e 11,4% de
mirex

Nishikawa, em 19852, encontrou residuos de
organoclorados em todas as 2653 amostras de gordura bovina,
provenientes de carcagas defrigorificos, sendo que em 49 (1,8%)
delas os niveis de residuos estavam acima dos limites de
tolerénciaeosvaloresmaisatosforam 2,43 mg/kg demirex, 1,44
mg/kg de HCH e 1,00 mg/kg dedieldrin.
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Este estudo e os demais relatados apresentaram
decréscimo dos niveis de organoclorados quando comparados
com 0s pesquisados em décadas passadas. Nos Ultimos anos
ndo tém sido encontrados residuos de organoclorados, ou,
guando presentes, apresentam baixos niveis.

Desde adécadade 70 tem sido constatada a presenca de
residuos de agrotoxicos organoclorados no leite materno,
constituindo-se como principa via de transferéncia destes
residuos damée paraacrianca, além daguel arepresentada pela
passagem transplacentaria?’. A crianga que realmente esta no
apice desta cadeia recebe maior carga de contaminantes pelo
fendmeno da biomagnificagdo. Oliveiraet a.% constataram no
leite humano concentracdes mais el evadas que no leite bovino,
devido ao fato damulher estar em nivel tréfico acimanacadeia
alimentar. Outros trabalhos mais recentes tém encontrado
organoclorados em |eite materno. Konishi et al.** (1972 a1988)
demonstraram que apds mais de 10 anos de proibic¢édo de uso no
Japéo os organoclorados continuam a ser encontrados em leite
humano em baixos niveis. Ntow? encontrou residuos de
organoclorados em leite materno, sendo queamédiade HCB e
pp' DDT foi respectivamente 0,04 mg/kg nagordurado leiteede
0,0175 mg/kg no leitetotal. Laraet a.'” encontraram HCH em
niveisque variaram de 0,003 a 0,758 mg/L e DDT de 0,010 a
2,610 mg/L em amostrasdeleite humano.

NaHungria, Turi et a.* determinaram residuosem leite
devacastratadas com os ectoparasiticidas piretrdi des e diazinon,
sendo que foi encontrado diazinon em apenas uma amostra no
primeiro dia apos o tratamento (0,025mg/kg) e os piretréides
ndo foram detectados em nenhuma das demais amostras
analisadas.

Este estudo contribuiu para 0 conhecimento quanto a
qualidade do | eite consumido no Estado de S&o Paulo em relacéo
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aos residuos de agrotéxicos. Todas as amostras de leite
estudadas ndo apresentaram residuos dos agrotoxicos
estudados.

Asmedidasregulamentadorastomadas pel os Ministérios
da Sadde e da Agricultura, visando restricdo de uso dos
organoclorados persi stentes, pode ser uma causadadiminuicdo
dos niveis desses residuos nos Ultimos anos.

Por outro lado, o fato de n&o ter sido encontrado residuos
de agrotdxicos das outras classes de agrotoxicos pesquisadas
neste estudo, pode ser explicado pelas suas caracteristicas de
persisténcia e metabolismo. Endosulfan é metabolizado
rapidamente em mamiferos, principalmente para sulfato de
endosulfan. Endosulfan | ell édegradado nosoloDT,,, 30a70
dias. Sulfato de endosulfan, em solo, degradamaislentamente,
de5 a8 meses'®?. A degradacéo de deltametrinaem solo e dgua
ocorre entre 1 e 2 semanas. A DT, é de 13 semanas para
alfacipermetrina e de 4 a 12 semanas em solo para
lambdacialotrina?®. Benomil € rapidamente convertido a
carbendazim no meio ambiente, com meiasvidasde2al19hem
agua e solo, respectivamente. Tiofanato metilico em plantas,
solo e em solugdo aquosa, na presenca de raios ultravioleta, €
transformado em carbendazim que degrada a 2-
aminobenzimidazole e 5-hidroxi-2-aminobenzimidazole®.
Carbendazim decompde no meio ambiente com meiavidade 3 a
12 meses em solo e de 2 a 25 meses em agua em condicles
aerobicae anaerobica, respectivamente. E relativamente estavel
em animais com lenta degradac&o para 2-aminobenzimidazol e,
nao toxico®. Tiabendazol, em mamiferos, se transforma
principalmente para 5-hidroxitiabendazol, sendo que 87% é
eliminado na urina em 24 horas, apds administracdo oral?.
Portanto, os agrotéxicos das classes éster de um &cido sulfuroso
deumdiol ciclico clorado, os piretrdides e os benzimidazdis s8o
menos persistentes e degradam mais rapidamente quando
comparados com os organoclorados. O resultado obtido nas
amostras de leite pode ser devido a auséncia de residuos dos
agrotoxicos estudados nos produtos consumidos pelo gado,
a0 ndo uso ou uso adequado dos mesmos.

O uso de agrotoxicos deve ser efetuado de acordo com
asBoas PréticasAgricolas paraevitar que pastagens, forragens
e gréos destinados a alimentacéo do gado contenha niveis de
agrotoxicos em desacordo com os niveis estabelecidos para a
seguranca do consumidor. Por outro lado, também deve existir
um controle em relagdo ao uso veterinario.

O uso de agrotéxicos deve ser efetuado de acordo com
as Boas Praticas Agricolas para evitar que todo tipo de
alimentacdo consumida pelo gado contenha niveis de
agrotdxicos acima dos estabel ecidos para a seguranca humana.
Deve existir também um controle em rel agdo ao uso veterindrio.

CONCLUSOES

Todas as amostras de |eite estudadas ndo apresentaram
residuos dos agrotéxicos estudados. Deve-se salientar a

importancia da continuidade de programas de monitoramento
do leite paraavaliagéo dos niveis de residuos de agrotoxicos e
do meio ambiente.

Osdados de nivel sde agrotdxicos podem aindasubsidiar
célculos da ingestéo didria aceitéavel e permitir que medidas
preventivas e de controle, quando necessdrias, possam ser
efetuadas antes que a contaminacdo se torne um risco para a
salde publica.

REFERENCIAS

1. Arenas, R.V.; Johnson, N. A. Liquid chromatographic fluorescence
method for the determination of thiabendazole residues in green bananas
and banana pulp. J. AOAC Int., 77(3): 710-3, 1994.

2. Arenas, R.V.; Johnson, N.A. Liquid-chromatographic fluorescence
method for multiresidue determination of thiabendazole and 5-
hydroxythiabendazole in milk. J. AOAC Int., 78(3): 642-6,
1995.

3. Barretto, H.H.C. et a. Niveis de pesticidas organoclorados, piretroides,
benzimidazois e endosulfan em leite no periodo de 1998 a 1999. In:
Livro de Resumos do Il Encontro do Instituto Adolfo Lutz
Laboratério de Saude Publica Pesquisa e Desenvolvimento,
18 a 21 de outubro de 1999, Centro de Convencdes Rebougas, Sdo
Paulo-SP, vol.1, p&g.129, 1999.

4. Brasil. Portaria n® 329, Ministério da Agricultura, de 02 de setembro
de 1985. Diario Oficial da Uni&o, Brasilia, 03 de setembro de 1985,
Secdo |, p.12941.

5. Brasil.Instrugdo Normativa n° 3, de 22 de janeiro de 1999. Defesa
Agropecuéria do Ministério da Agricultura e Abastecimento Ministério
da Agricultura e do Abastecimento, Diario Oficial da Unido, Brasilia,
17 de fevereiro de 1999, Secéo |, p.28-9.

6. Carvalho, J.P.P. et a. Residuos de praguicidas organoclorados em
gordura bovina. Bioldgico, 50(2): 39-48, 1984.

7. FAO/WHO- Plant Production and Protection Paper. Pesticide
residues in food.Report 2000, 225 Rome, 2001.

8. FAPAS- Food Analysis Performance Assessment Scheme.Reports to
participants in food analysis performance assessment scheme
FAPAS — Organochlorine pesticides, CSL — Central Science
Laboratory, MAFF, 1994-2002.

9. Jaramillo, PA.; Eslava, P. E.; Rosiles, M. R. Niveles de pesticidas
organoclorados en grasa de canales bovinas procedentes del centro y
sureste mexicanos. Vet. Mex., 25(2): 105-8, 1994.

10.John, P. J.; Bakore, N.; Bhatnagar, P. Assessment of organochlorine
pesticide residue levels in dairly milk and buffalo milk from Jaipur
City, Rajasthan, India. Environ. Int., 26: 231-6, 2001.

11.JOINT FAO/WHO - Food Standards Programme CODEX Alimentarius
Commission. Good laboratory practice on pesticide residue in
food. Supplement 1, v.2. Section 4.2, 164, 1993.

12.JOINT FAO/WHO - Food Standards Programme CODEX
Alimentarius.Commission. pesticide residues in food -
maximum residue limits. Volume 2B, 2 ed., 533, Rome, 2000.

13.Konishi Y; Kuwabara K; Hori, S. Continuous surveillance of
organochlorine compounds in human breast milk from 1972 to 1998
in Osaka, Japan. Arch. Environ. Contam. Toxicol.; 40(4): 571-8,
2001.

14.Krauthcker B; Reiner E . Organochlorine compounds in human milk
and food of animal origin in samples from Croatia. Arth. Hig. Rada
Toksidol., 52(2): 217-27, 2001.

15.Lara, W.H.; Barretto, H.H.; Inomata, O.N.K. Residuos de pesticidas
clorados em leite consumido em S&o Paulo. Rev. Inst. Adolfo Lutz,
31: 13-20, 1971.

16.Lara, W.H.; Barretto, H.H.; Inomata, O.N.K. Variacdo dos niveis de
residuos de pesticidas organoclorados em leite consumido na cidade de
Sao0 Paulo em 1979. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 40: 65-73, 1980.

29



Lemes, V. R. R. et a. Monitoramento de residuos de agrotoxicos em | eite consumido pela popul agéo do estado de S&o Paulo, Brasil, 2000 e 2002.
Rev. Inst. Adolfo Lutz, 63(1):24-30, 2004

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Lara, W.H.; Barretto, H.H.; Inomata, O.N.K. Residuos de pesticidas
organoclorados em leite humano, Sao Paulo, Brasil, 1979-1981. Rev.
Inst. Adolfo Lutz, 42: 45-52, 1982.

Lara, W.H.; Barretto, H.H.; Inomata, O.N.K. Variagdo dos niveis de
residuos de pesticidas organoclorados em leite pasteurizado tipo B,
distribuido na cidade de S&o Paulo, de 1980 a 1981. Rev. Inst. Adolfo
Lutz, 45: 43-52, 1985.

Lemes,V.R.R; Inomata, O.N.K.; Barretto, H.H.C. Residuos de
endosulfan em tubérculos e frutos. Rev Inst. Adolfo Lutz, 53 (1/2):
49-54, 1993.

Long, A.R. et al. Multiresidue method for isolation and liquid
chromatographic determination of seven benzimidazole anthelmintics
in milk. J. Assoc. Off. Anal. Chem., 72(5): 739-741, 1989.
Losada, A.; Fenéndez, N. Organochlorine pesticide residues in bovine
milk from Ledn (Spain). Sci. Total Environ., 181: 133-5, 1996.
Maia, R ; Brant, PC. Estudo comparativo de contaminacdo da
carne bovina para residuos de pesticidas clorados nas regifes do Estado
de Minas Gerais, Brasil. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 40 (1):15-21, 1980.
Nishikawa, A. M. Praguicidas organoclorados em gordura bovina.
S&o Paulo, 1985. [Dissertacdo de mestrado — Faculdade de Saude
Plblica, Universidade de S&o Paulo].

30

24. Nishikawa, A. M. et a. Niveis de residuos de praguicidas organoclorados

25.

em conservas de carnes bovina. Bioldgico, 48(8): 189-193, 1982.
Ntow, W. J. Organochlorine pesticides in water, sediment, crops, and
human fluids in a farming community in Ghana Arch. Environ. Contam.
Toxicol, 40(4);557-63, 2001.

26.0liveira, M.A.G; Dores, E.FG.C. Niveis de praguicidas organoclorados

27.

28.

29.

30.

no leite materno de uma populacdo de Cuiaba- Mato Grosso.
Pesticidas: R. Ecotox. e Meio Ambiente, 8: 77-9, 1998.
Spadotto, C.A.; Gomes M.A.; Rodrigues, G.S. Uso de agrotoxicos nas
diferentes regides brasileiras. Pesticidas: R. Ecotox. e Meio
Ambiente, 8: 111-126, 1998.

Steiwandter, H. Contributions to silica gel application in pesticide
residue analysis. Fresenius Z Anal. Chem., 312: 342-5, 1982.
Tomlin, C. (editor). The Pesticide Manual: incorporating the
agrochemicals handbook, 10" ed. Cambridge: British Crop.
Protection Council, the Royal Society of Chemistry, 1994, 1341p.
Tari, MS; Soés K; Végh E. Determination of residues of pyrethroid
and organophosphorus ectoparasiticides in foods of animal origin.
Acta Vet. Hung, 48 (2): 139-49, 2000.



ARTIGO ORIGINAL/ ORIGINAL ARTICLE

Residuos de pentaclorofenol em agua de consumo de uma regiao
préoxima a madeireira

Pentachlorophenol residues in drinking water from an area close to a
lumberyard

RIALA6/971
TerezaA.KUSSUMI* , VeraR.R. LEMES*, Sonia B. ROCHA*, HeloisaH.C.BARRETTO*

* Enderego para correspondéncia: 1.Instituto Adolfo Lutz — S8o Paulo, Brasil - Seg@o de Aditivos e Pesticidas Residuais, Av.
Dr. Arnaldo, 355 — 01246-902 — S&o Paulo —SP — Brasil, telefone (11) 30682945 — fax: (11) 30625363
e-mail: tkussumi @hotmail.com.br
Recebido: 13/03/2003 — Aceito para publicacdo: 06/05/2004

RESUMO

O pentaclorofenol (PCP), usado como fungicidae herbicidano Brasil, teve seu uso proibido naagricultura
em 1985. Atualmente tem permissdo de uso para tratamento de madeira. A altavolatilidade do PCPe a
solubilidade de suaformaionizada s&o os principaisfatores para sua propagacéo no ambiente. A exposi¢éo
cronicaao PCP pode causar danos ao figado erins. Em relagdo aagéo carcinogénica, o PCP éclassificado
no grupo B2, com evidénciasuficiente em estudo com animais, porém os dados em humanos S80 escassos.
O objetivo deste estudo foi avaliar os residuos de pentaclorofenol em oito amostras de agua de consumo
coletadas proximaaumamadeireiraem Belém do Pard A extracéo foi feitacom solvente em meio &cido,
seguidade derivatizag&o e adeterminacdo por cromatografiaagas com detector de capturade elétrons. O
limitede quantificagdo foi de 0,5 nug/L. O método avaliado apresentou resultados satisfatorios paraanalise
de residuos, com recuperacfes que variaram de 80 a 103% e coeficiente de variagdo de 2,1 a 3,9%,
dependendo do nivel fortificado. As amostras estudadas ndo apresentaram residuos de pentaclorofenol
acima do limite de quantificagdo do método, sendo adequadas para 0 consumo.

Palavras-Chave. pentaclorofenol, organocl orados, clorofendis, agrotdxicos, agua, contaminagao ambiental,
cromatografiaagas.

ABSTRACT

Pentachlorophenol (PCP) wasemployed asfungicide and herbicidein Brazil. Itsusefor agricultural purposes
has been prohibited since 1985, and nowadaysit has been permitted for wood treatment. High voltility of
PCP and solubility of itsionized form are the principal factors in its dissemination in the environment.
Chronic exposure to PCP may cause damageto liver and kidneys. Regarding to its carcinogenic activity,
PCP hasbeen classified into group 2B, and this activity has sufficiently evidenced from animal studies, but
still scanty in human beings. The objective of the present study was to evaluate the PCP residuesin eight
samplesof drinking water collected from alocality closeto alumberyardin Belém, State of Par& The PCP
extraction was performed using solvent in an acidic medium, followed by derivatization and determination
by means of gas chromatography with an el ectron capture detector. The quantification limit was of 0.5 ug/
L. The evaluated procedure exhibited satisfactory results for residue analysis with recovery rate ranging
from 80to 103% , and a coefficient of variation ranged from 2.1 to 3.9%, depending on thefortified level.
The analyzed water samples have not presented PCP residues above the method quantification limit,
therefore they have been suitable for consumption.

Key Words. water, pentachlorophenol, chlorophenols, pesticides, environment contamination, gas
chromatography.
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INTRODUCAO

O pentaclorofenol (PCP), conhecido como p6 daChina,
€ uma substéncia do grupo de compostos fendlicos que foi
introduzido nadécadade 1930. O PCP e seussaisforam usados
como agrotdxicos com umavariedade de aplicagbes naindustria,
na agricultura e em uso doméstico. Hoje sdo ainda utilizados
contra fungos, como preservativo de madeira. Podem conter
outros clorofendis como impurezas, principal mente 0sisdmeros
de tetraclorofendis e alguns microcontaminantes como as
policlorodibenzodioxinas (PCDDs) e policlorodibenzofuranos
(PCDFs), entreoutros. Suaaltavolatilidade easolubilidade de
sua forma ionizada sdo os principais fatores para propagacéo
da contaminagdo no ambiente. Dependendo do solvente,
temperatura, pH e tipo de madeira, mais de 80% do PCP pode
evaporar damadeiratratada apds 12 meses.®

A adsor¢éo de PCP no solo decresce com o aumento de
pH e € mais mével em solos minerais e menos mével em solos
acidos e arenosos®. Na Holanda, Wegman e Van den Broek?,
relataram uma mediana de 8,4 pug /kg peso seco de
pentaclorofenol e a &gua de superficie continha 0,41 ug/L.
Sedimentos monitoradospor PierceeVictor? gpresentaram média
de 364 pg/kg de sedimento seco, comparado com niveisnadgua
de apenas 0,1 ug/L. Zheng et a* encontraram pentaclorofenol
em &gua, sedimento e peixe do Lago Dongting na China em
niveisde até 103,7 ug/L em &gua, de 48,3 mg/kg em sedimento
deaté 9,3 mg/kg em peixe.

O PCPaindaéfortementeligado amatériaorganicae seus
produtos de degradac&o podem ser formados natural mente,
contaminando &guas subterréness. Tragosde PCDDs sfo formados
fotoquimicamente pelairradiacdo de Na-PCB em sol uggo aquosa®.

A dtavolatilidade do PCP e a solubilidade de suaforma
ionizada sfo os principai sfatores parapropagacéo dacontaminacio
no ambiente. O uso de incineragdo ndo controlada de PCP é uma
das maisimportantesfontes de PCDDs e PCDFs no ambiente®.

A exposicéo cronica ao PCP pode causar danos eo figado e
rins. Umestudo detoxicologiacronicaord emratosrevelouumNOEL
de3mg/kg/diaeaingestéo didiaacatave de0,03mgkg/dia:®, Em
relacdo a carcinogenicidade o PCP é classificado no grupo B2, ou
sga, possui evidéncia suficientes em estudo com animais® e
inadequadaem humanos©®® A estimativaquantitativaderisco de
carcinogenicidade atravésdaexposi¢éo oral peladguade consumo
naconcentracdo de 0,3 ug/L éde 1 em 1 milh&o de pessoas; na
concentragdo de 3 ug/L é€de 1 em 100.000 pessoas e no nivel de
30ug/L oriscode 1 em 10.000 pessoast. Deacordo com Guiddines
for Peticidesin Drinking Water® é estabe ecido umvaor provisirio
de 9 ug/L paraédguapotavel e representa 10% dalngestéo Didria
Tolerdvel (TDI), ousga, 0,3ug/kg p.c./dia, consderado o consumo
diério de 2L/pessoa/dia e 60kg como peso corpéreo (p.c). Pelas
caracteristicastoxicol 6gicase atapersisténciano meio ambiente'®
teve seu uso restringido na agricultura em muitos paises, sendo
considerado como poluente prioritario no meio ambiente aquético
pelaUni&o Europda(EV), ProgramaAmbienta dasNagdesUnidas
(UNEP) eAgénciade Protecio Ambienta (EPA)>**, A legidacdo
brasileire? permite a utilizacdo de pentaclorofenato de sodio no
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tratamento demadeira e estabel ece val or méximo permitido de 10
ug/L parapentaclorofenol em algumasclasses de agua® e deQug/
L para aaguapotével®.

O objetivo desse estudo foi avaliar e adaptar um método
simpleserépido, com limite de quantificacdo que permiteavaliar
aguas com suspeita de contaminacdo por pentaclorofenol e
avaliar os niveis de residuos de pentaclorofenol em agua de
consumo de umaregido proximaamadei reiraem Belém do Pard,
Brasil, 2002.

MATERIAL E METODO

No presente trabalho foi adaptado o método descrito
por Polese?, Siqueira®® e Rudling® em diferentes matrizes, para
determinacéo de pentaclorofenol em &gua.

Principio do método

Extrag@o com solvente organico em meio acido, seguida
de derivatizacdo do pentaclorofenol com anidrido acético para
acetato de pentaclorofenol e quantificag&o por cromatografiaa
gas com detector de captura de elétrons.

Amostras

Para andlise de possiveis interferentes da matriz foi
coletada amostra de &gua controle, isenta de pentaclorofenal.

Foram coletadasem janeiro de 2002, oito amostrasde agua
de consumo com suspeitade contaminagdo em umaregido proxima
amadeireira em Belém do Parg, Brasil, para verificar possivel
contaminagéo por pentaclorofenol. Dessas amostras, uma foi
coletada diretamente nafonte, e asdemai s provenientes de pogos
tubulares, sendo que quatro dessas foram coletadas diretamente
dos pogos e trés em diferentes pontos apos tratamento.

As amostras foram coletadas em frascos de vidro com
tampa, previamente lavadas no minimo trésvezescom adguaa
ser amostrada, eforam enviadas ao laboratdrio sob refrigeracéo
em caixadeisopor com geloreciclavel.

Procedimento

Transferiu-se 200mL de amostra para um funil de
separacdo de 500mL. Ajustou-se o pH a 2 com HCl 2 N.
Adicionou-se duasvezes 20mL de n-hexano, agitou-se e extraiu-
se afase orgénica Asfases organicas foram particionadas com
duas vezes 50mL de solugdo e K ,CO, 0,1M. Adicionou-se ImL
de anidrido acético aos extratos aquosos e agitou-se
vagarosamente o funil de separacéo, até o desprendimento total
de gases. Extraiu-se a fase aquosa com 20mL de n-hexano,
recolheu-se em baldo volumétrico, completando o volume a
20mL. Injetou-se em cromatografo agas.

Analisou-se 0 branco de reagentes e agua controle para
certificar aausnciadeinterferentesnotempo deretencéo deinteresse.

Parametros cromatograficos
Cromatégrafo agas HP 6890, com detetor de capturade
elétrons ©Ni;
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coluna capilar OV 5 (30 m x 0,32 mm x 0,25 pm de
espessura do filme);

gésdearragte: nitrogénio (Pureza: 99,999%); fluxo: 1 mL/min;

temperaturado detector: 330°C;

temperaturadoinjetor: 240°C;

temperaturadacoluna: 60°C (1 minuto), 60-220°C 10°C/ min
(6 minutos), 220- 280°C 20°C/min( 7 minutos).

Curvade calibracdo

Foi utilizado o padréo de pentaclorofenol (99% de pureza)
EPA. Preparou-se solugcbes padrdo nas seguintes
concentragdes: 5, 10, 25, 50, 100, 150, 250 ug/L em n-hexanoe
construiu-se acurvade calibracdo paraavaliar alinearidade de
resposta e realizar as analises quantitativas.

Estudos de recuperacéo

Paraavaliagcdo do método, fortificou-seaamostracontrole
cinco vezes para cada nivel, adicionando-se padrao de
pentaclorofenol em 200 mL de amostra nas seguintes
concentragdes: 0,5ug/L ; 1,0 ug/L e 5,0 pg/L . As amostras
foram homogeneizadas e as andlises foram realizadas de acordo
com o método descrito. Calculou-seamédia, o desvio padrao e
o coeficiente de variagdo para cada nivel estudado.

RESULTADQOS

Encontram-se na literatura vérios métodos de
determinacdo de fendis em agua®>151"1%27 pentaclorofenol em
urina® e solo®?. Muitos dos métodos utilizados envolvem
acidificacdo e conversio do PCP parasuasformasndo ionizavels,
extragdo com solventes orgéanicos, possiveis purificagdes
através da extragdo em solucéo basica e determinagdo por
cromatografiacom derivatizaggo, sendo que alguns utilizam CG
com detetor seletivo de massab*.

O método estudado® foi escolhido por ser de facil
EXEeCUGa0, usar equipamento compativel com o existente no
laboratorio e ser especifico e sensivel para andlise de &gua. A
determinacéo é feita por derivatizacdo do pentaclorofenol para
acetato de pentaclorofenol por cromatografiaagas com detector
de capturadeelétronseo limite de quantificacdo foi de0,5ug/L.

A analise do branco de reagentes e a dgua controle ndo
apresentaram interferentes no tempo de retencdo de interesse.

Nas condi¢cbes cromatograficas otimizadas, o

cromatograma apresentou umaboaresolugdo paraaandise de
acetato de pentaclorofenol com curva de calibragcdo com boa
linearidade (correlagdo = 0,998). A Tabela1l mostraosresultados
da avaliagdo do método como exatiddo e precisdo, através dos
estudos de recuperacdes com as médias (%), desvios padréo e
coeficientes de variagdo (%).

Nenhuma das amostras apresentaram residuos de
pentaclorofenol no limite de quantificagdo do método quefoi de

05ug/L.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Asmédiasdasrecuperacdesvariaram de 84 a99%
e o coeficiente de variagéo de 2,1 a 3,9%, conforme pode ser
observado na Tabela 1, com todos os resultados dentro dos
limites aceitéveis para andlise de residuos que € de 70 a 120%
pararecuperacoes e de até 20% paraos coeficientes de variagao®,
apresentando uma boa exatidéo e precisio.

Autores de diversos estudos em aguas superficiais tém
relatado a presenca de pentacl orofenol. Em &guas de superficie
no Canad&'® que receberam efluentes de indUstriade tratamento
de madeiraforam encontrados niveis que variaram de ND (néo
detectado) até 7,3 pg/L e as concentragfes no sedimento
variaram de ND a 590 ug /kg. Wong e Crosby * relataram
concentragdes de PCP que variaram de 1 a800 ug/L em aguade
superficie préxima ao local de tratamento de madeira e
aproximadamente 20 ug/L em &guade drenagem de agricultura.
No Brasil, foi realizado um estudo de monitoramento de aguaem
Tucurui, em éreas de serrarias e tratamento de madeira. As
amostras foram col etadas antes dainundagéo do reservatério e
foram encontrados niveis de PCP que variaram de5a 14 pg/L.
Apo6s ainundagdo a area foi coberta com 46 bilhdes de m® de
aguae o PCPnaofoi detectadono LD de4 ug/L?%. Zuinet al*
analisaram pentaclorofenol e hexaclorobenzeno em &guas
superficiais de pogos utilizadas paraabastecimento em Samarité
S0 Vicente-SP, localidade contaminada com lixo industrial.
Encontraram PCP em apenas trés amostras de &gua de pogo
superficial coletadas proximas ao chorume em niveis de até
26,6ng/L, explicado por umacontaminaggo diretae em nenhuma
das demais amostras col etadas em distancias e profundidades
maiores. Ken et a® analisaram PCP em pocos em diferentes
profundidades os valores vararam de 0,10 a 20,2 mg/L e em
profundidades maiores de 0,006 a3,32 mg/L, demonstraram que

Tabela 1. Resultados das recuperacdes de pentaclorofenol em adgua

Niveisde Recuperagdes** (%) Desvio Coeficientede
fortificacdo(pg/L) Variagdo Média padréo( =) variagdo (%)
05* 81-87 & 28 34
10 98103 2] 21 21
50 89-97 37 39

* Limite de quantificagcdo do método = 0,5 pg/L
** Médiade cinco determinactes
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o nivel de PCP decresce com a profundidade.

Fox e Joshi®® analisaram agua e sedimento em regi&o
proveniente de tratamento de madeira e os niveis de PCP no
sedimento variaram de 1 a 60 pg /kg peso seco enquanto as
aguas superficiai s continham apenas 0,015 pug/L.

Buhlet et al .® encontraram 0,06 ug/L de PCP em aguade
consumo e0,7ug/L emrio.

Ovdor maisato reportado pel o Commitee of Drinking Water”
em aguapotavel nos Estados UnidosdaAmérica foi de 1,4 ug/L .

Nos estudos!®t31832 tém sido relatados a presenca
pentaclorofenol em aguas superficiais provenientes de &reas
contaminadas, 0 que nem sempre ocorre em aguas mais
profundas®. A possibilidade de migracdo de PCP pode decrescer
com adistancia e profundidade® e depende da composicéo do
solo e das condigdes fisico-quimicas®.

Concluimos que o método avaliado foi satisfatdrio pela
facilidade de execucdo, sens bilidadeeaplicabilidade, permiteavaliar
niveis de tracos de pentaclorofenol em amostras ambientais e de
consumo. Todas as amostras de &gua andisadas estéo proprias a0
consumo em relacdo ao pentaclorofenol. E de fundamental
importancia o monitoramento de PCP em areas com suspeita de
contaminacao, principamenteem locaisdetratamento eestocagem
damadeiraesugerimosqueem avaliagbesambientaisfuturassgam
incluidas amostras de solo, sedimento e organismos agquéticos.
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RESUMO

A validagéo tem por objetivo assegurar que o método analitico é adegquado ao que se propde quantificar
e pode ser realizada por estudos interlaboratoriais ou intralaboratoriais. A exatiddo € um dos principais
fatores a serem estabel ecidos navalidagéo, podendo ser avaliada com o uso de materiais dereferéncia
Os métodos espectrof otométri cos sdo os mais utilizados na quantificagdo do aminoécido hidroxiprolina
na rotina de andlise de tecido colageno devido a precisdo, simplicidade, baixo custo e rapidez. Este
trabalho teve por objetivo validar intral aboratorial mente ametodol ogia espectrof otométrica oficial da
AOAC (Association of Official Analytical Chemists) para quantificagdo do aminoacido hidroxiprolina
utilizando amostras de conservas de carne de estudo interlaboratorial FAPAS/MAFF/UK (Food
Analysis Performance Assessment Scheme / Ministry of Agriculture, Fishries and Food / United
Kingdom) como material dereferéncia. A curvade padronizacédo apresentou linearidade (r=0,9991) na
faixautilizada. O método revelou limite de quantificacdo de hidroxiprolinanaaliquota de andlise de
0,030 wg/mL com desvio padréo relativo de 6,5% e naamostra0,0075g/100g. Astaxas de recuperacao
variaram de 90 a 95% determinadas em 3 niveis de concentragcdo da amostra FAPAS fortificada. As
taxas de repetitividade obtiveram CV (coeficiente de variacdo) inferiores a4%. A participagdo em nove
séries do programa interlaboratorial de proficiéncia FAPAS/MAFF/UK no periodo de 1997 a 2003
revel ou boa exatidéo com resultados sati sfatérios em 89% das analises. A metodol ogia apresentou-se
eficiente quando aplicada a conservas de carne, podendo ser considerada validada
intral aboratorialmente.

Palavras-Chave. validagao, hidroxiprolina, método espectrof otométrico, determinagdo quantitativa,
colageno, conserva de carne.

ABSTRACT

The purpose of validation approach isto assure the adequacy of an analytical method, and it may be
performed by either inter - or intralaboratory studies. Accuracy is one of the main factors in the
validation process, and it may be evaluated by employing reference samples. For hydroxyproline
determination of collagen routine analysis, spectrophotometry methods are used due to the precision,
accuracy, simplicity, low cost and rapidity. The present investigation aimed at the intralaboratory
validation of the official AOAC (Association of Official Analytical Chemists) spectrophotometric
determination of hydroxyproline in canned meat employing the FAPAS/MAFF/UK (Food Analysis
Performance Assessment Scheme/ Ministry of Agriculture, Fishries and Food / United Kingdom) as
reference material. The calibration curve showed linearity (r=0.9991) in the applied concentration
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interval. The method reveal ed quantification limit of 0.030ug/mL with relative standard deviation of
6.5%, and 0.0075g/100g for the sample. The recovery rates were of 90-95% for three spiked
concentrations FAPAS samples. The repeatability rates displayed the CV (variation coefficient) below
4%. Participation in nine series of interlaboratory FAPAS/MAFF proficiency program, during the
period between 1997 and 2003, reveal ed satisfactory resultsin 89% of evaluations. The method was
considered efficient for canned meat analyses, and it may therefore be considered asintralaboratorially

validated.

Key Words. validation, hydroxyproline, spectrophotometric method, quantitative determination,

collagen, canned meat

INTRODUCAO

Com a implantacéo dos Programas de Qualidade nos
Institutos de Pesqguisa, tornou-se necessario a participagao
em programas interlaboratoriais e a validagdo de métodos
analiticos. Através desses programas € possivel auto-avaliar,
comparar resultados obtidos usando diferentes técnicas
analiticas, testar metodologias, avaliar o desempenho do
laboratorio e obter materiais de referénciacertificados. O “ Food
Analysis Performance Assessment Scheme (FAPAS) - CSL
Food Science Laboratory — Ministry of Agriculture, Fishries
and Food (MAFF), UK” tem sido o programainterlaboratorial
de andlise de alimentos mais utilizado no Reino Unido e em
vaérios paises do mundo®. Segundo o FAPAS?, com afinalizacdo
dos resultados, tendo-se estabelecido a concentracdo do
analito, as amostras excedentes podem ser utilizadas como
material “ quase-referéncia’, damesmamaneiraque osmateriais
dereferénciacertificados (CRMs). Materiais de teste FAPAS
nao sdo CRMs porém, como materiais certificados naérea de
alimentos sdo escassos, muitas vezes poderado ser a Uinicafonte
dereferénciadisponivel®.

O laboratério, ao empregar métodos de ensaios quimicos
emitidos por organismos de normalizacéo, organizactes
reconhecidas nasua area de atuacdo ou publicadosem livros e/
ou periédicos de grande credibilidade nacomunidade cientifica,
necessita demonstrar que tem condi¢tes de operar de maneira
adequada estes métodos, dentro das condicOes especificas
existentes nas suas instalagdes antes de implantéa1os™.

O primeiro passo paraaobtencgéo deresultados anal iticos
confidveis esta na validacdo do método analitico, podendo ser
validado intralaboratorialmente ou interlaboratorialmente. No
préprio laboratério, através de testes de recuperagéo e um ou
dois dos enfoques seguintes, o analistapode validar um método
analitico: @) comparagdo com um método independente; b)
emprego de material de referéncia certificado.
Interlaboratorialmente, a validacdo pode ser obtida através de
um estudo colaborativo envolvendo vérios laboratdrios. Nota-
se que o método escolhido que ja foi objeto de um estudo
colaborativo; ainda assim esta obrigado a ser validado
intralaboratorialmente para provar que pode ser usado no
|aboratorio?.
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Validagdo € um conjunto de operacfes necessarias para
demonstrar que um procedi mento é adequado paraaaplicacéo
pretendida. A validagcdo de um método analitico tem por
objetivo o conhecimento de seu potencial aplicativo e de suas
limitagBes, sendo essencia para a correta interpretacdo dos
resultados obtidos na aplicagcdo do método. O processo de
validacdo tem o objetivo de explicar a repetitividade e a
reprodutibilidade de um método, pela interpretagdo dos
parémetros que definem a exatiddo e a precisdo do mesmo. A
repetitividade € o grau de concordéancia entre os resultados
das andlises individuais quando o procedimento é aplicado
repetidamente a maltiplas analises da mesma amostra
homogénea em idénticas condi¢gdes em curto intervalo de
tempo. A reprodutibilidade difere darepetitividade por utilizar
laboratérios, operadores e equipamentos diferentes, entre
outros.

O processo de validagéo de um teste quantitativo exige
além do conhecimento jamencionado daexatidao e da precisdo,
o conhecimento da especificidade, do limite de quantificacdo e
da linearidade. O limite de deteccdo devera ser estabelecido
somente nas andlises de impurezas e ensai os limite.

Osmétodos de analise devem apresentar especificidade,
pois os alimentos sdo de constituicdo quimica complexa,
podendo seus componentes interferir nos resultados. Um
meétodo que produz resposta paraapenas um analito € chamado
especifico™.

Quando séo realizadas medidas em amostras com
baixos niveis do analito ou de uma propriedade, como, por
exemplo, andlise de tracos, é importante saber qual o menor
valor de concentracdo do analito ou da propriedade que pode
ser detectado pelo método. O termo “limite de detecgao”
ndo é aceito por todos, apesar de ser usado em alguns
documentos setoriais. O limite de detecgdo do equipamento
(LDE) édefinido como aconcentracdo do analito que produz
um sinal de trés a cinco vezes a razao sinal/ruido do
equipamento. O limite de deteccdo do método (LDM) é
definido como a concentragdo minima de uma substancia
medida e declarada com 95% ou 99% de confianca de que a
concentragcdo do analito € maior que zero. O LDM é
determinado através de andlise completa de uma dada matriz
contendo o analito™.
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Para qual quer método quantitativo, existe umafaixade
concentracBes do analito ou valores da propriedade na qual o
método pode ser aplicado. No limite inferior da faixa de
concentracdo, os fatores limitantes sdo os valores dos limites
de deteccéo e de quantificacgo. No limite superior, os fatores
limitantes dependem do sistema de resposta do equipamento
demedicao. A faixalinear detrabalho deum método deensaio é
o intervalo entre os niveis inferior e superior de concentragéo
do analito no qual foi demonstrado ser possivel adeterminacéo
com precisdo, exatidao e linearidade exigidas, sob as condi¢des
especificadas para 0 ensaio'.

Linearidade é ahabilidade das respostas analiticas serem
diretamente proporcionais as concentracGes das substancias
em estudo'®. A faixa linear é definida como a faixa de
concentragBes na qual a sensibilidade pode ser considerada
constante. O limite inferior deve ser igual ou maior do que o
limite de deteccdo do método. As etapas de diluicdo e
concentrac8o devem ser praticadas sem o risco de introduzir
erros sisteméticos (bias). A linearidade da curva de calibracéo
pode ser calculada a partir da equagdo da regressdo linear,
determinada pel o método dos minimos quadrados. O coeficiente
de correlacdo linear (r) é freqlientemente usado paraindicar o
quanto pode ser considerada adequada a reta como modelo
matematico. Um valor maior que 0,90 &, usualmente, requerido.
O método pode ser considerado livre de tendéncias (unbiased)
se o corredor de confiangadaretaderegresséo linear contiver a
origem*.

Os valores da curva analitica ndo devem apresentar
valores aberrantes e devem apresentar homoscedasticidade.
Homoscedasti ci dade ou heteroscedasticidade é aindependéncia
ou dependéncia da variancia das respostas com as
concentragBes do analito. Seo valor damaior varianciadividido
pelo somatdrio das variancias for menor que o tabelado de
Cochran, o método é homoscedastico, e, portanto, a curva
analitica pode ser construida pelo método dos minimos
guadrados normaist.

O limite de quantificagdo € amaisbaixaconcentracao do
analito em exame que pode ser quantificada com limite de
confiabilidade aceitével utilizando um determinado procedimento
experimental®. Pode ser considerado como sendo aconcentracao
do analito correspondente ao valor dameédia do branco mais 5,
6 ou 10 desvios-padréo. Algumas vezes é também denominado
“limite dedeterminagdo” . Naprética, corresponde normal mente
a0 padréo de calibragdo de menor concentracéo (excluindo o
branco). Estelimite, apdster sido determinado, deve ser testado
para averiguar se as exatiddo e precisdo conseguidas séo
satisfatorias.

Exatiddo do método é definida como sendo a
concordanciadosvaloresexperimentaiscom o valor dereferéncia
aceito como convencionalmente verdadeiro!. Os processos
normal mente utilizados para avaliar a exatiddo de um método
s80, entre outros: uso de materiais de referéncia, participacdo
em comparagOes interlaboratoriais e realizagdo de ensaios de
recuperacao’. A taxade recuperacdo é definidacomo arelacéo

entre o resultado experimental obtido depois daanalise de uma
amostra fortificada com uma quantidade conhecida do analito
(spike), e o valor tedrico destaquantidade fortificada'. O analito
deve ser adicionado a amostra em pelo menos trés diferentes
concentracfes'. A faixade variagdo de recuperagdo aceitavel é
de70a110% edeve ser expressaparacadanivel de concentracdo
estudado®.

A presencadahidroxiprolinano colégeno, representando
aproximadamente 14% do mesmo, € umacaracteristicaparticular
da proteina porgue este aminoacido ocorre somente em poucas
proteinas, a saber, elastina (1,6%), € em menor extensdo na
proteinado complemento do soro (C1q), eem algumas proteinas
vegetais®. Por causa desta composi¢do incomum, € grande o
interesse no desenvolvimento de métodos acurados na
quantificacdo deste aminoéacido, que permite quantificar
indiretamente o teor de colageno.

Segundo aAOAC?, ahidroxiprolinaé quantitativamente
determinada como medida do material colagenoso em carne e
produtos carneos. O tecido conjuntivo colagenoso contém 12,5%
de hidroxiprolina quando o fator de conversio de nitrogénio a
proteina6,25 é utilizado, ou 14% quando o fator €5,55.

A deteccdo e adeterminagéo acuradade hidroxiprolinaé
um requerimento essencial paraaciénciaetecnologiade carnes
que busca explicar a verdadeira contribuicéo do colageno para
aestruturae qualidade dacarne. Em geral, acarne com elevada
propor¢&o detecido conjuntivo é consideradade baixaqualidade,
devido a reducédo da sua maciez e valor nutriciona®, estando
grande parte dos aminoacidos essenciais em proporgao
acentuadamente reduzida, e o triptofano comumente ausente®.
O tecndlogo de alimentos também requer técnicas analiticas
confiaveisparaauxiliar no controle de qualidade de um produto
uniforme, que também estejade acordo com alegislagcdo vigente
guanto a sua composicao. Dependendo da natureza da
investigagdo e da amostra, ha vérios métodos para a deteccéo
de proteinas colagenosas do tecido conjuntivo e quantificagdo
do aminoéacido hidroxiprolina, a saber: a) espectrometria de
ressonancia magnética nuclear'’, b) técnica ELISA para a
determinacdo dos véarios componentes do tecido conjuntivo’;
c) métodos histoquimicos®®*%, d) cromatografia em fase
gasosacom detector de massal®, e) cromatografialiquidadealta
eficiéncia?; T) espectroscopiade transmissao no infravermelho
proximo* g) andlise de aminoacidos!??1282 e h)
espectrofotometria ou colorimetrial*16182022_ Alguns dos
métodos citados podem ser to bons quanto os colorimétricos,
contudo muitos deles necessitam operadores e equipamentos
especializados resultando custo elevado, ndo sendo apropriados
para um grande nimero de amostras’.

Na determinagéo espectrofotométrica da concentragao
de hidroxiprolina, aamostraéinicialmente hidrolisadacom écido
para liberar a hidroxiprolina da ligagao peptidica. Isto é
geramentea cangado com H,SO, 3,5M a105°C por 16hemtubos
fechados ou com HCl 6M a 110°C por 8-24h sob refluxo. O
aminoacido livre é determinado colorimetricamente apos
oxidacdo a pirrol (Figura 1) e reacdo com 4-
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Figura 1. Mecanismo proposto para a oxidacdo da hidroxiprolina a pirrol. Hidroxiprolina (1) é oxidada inicialmente a &cido o.-ceto-y-hidroxi-3-
aminovalérico linear (I1), o qual est4d em equilibrio com a estrutura ciclica de &cido A’-pirrolina-4-hidroxi-2-carboxilico (111). A perda da molécula
de &gua resulta uma estrutura instavel (1V) a qual, espontaneamente, através de rearranjo, resulta em acido pirrol-2-carboxilico (V). A etapa final de

descarboxilagdo a pirrol (V1) ocorre durante o agquecimento ap6s a adi¢do do reagente cromogénico, 4-dimetilaminobenzaldeido’.

dimetilaminobenzaldeido (reagente de Ehrlich) resultando um
composto de coloragdo vermelho-plrpura. A cloramina T é
atualmente o agente oxidante preferido naformagdo do pirrol.

Na existéncia de uma legidacdo que estabeleca teores
maximos de proteinado tecido conjuntivo colagenoso em carnes
e produtos carneos, o teor de colégeno deve ser determinado
com seguranca, havendo a necessidade de métodos de andlise
derotinaque sgjam simples, confidvei se suficientemente rapidos.

No Brasil, a validagdo dos métodos analiticos tem sido
uma preocupacdo dos pesquisadores, mas desconhecem-se
relatos sobre a validagdo de métodos para a quantificacdo do
aminoécido hidroxiprolina.

O objetivo do presente trabalho foi validar
intral aboratorialmente o procedimento de analise quantitativa
na determinacdo do aminoécido hidroxiprolinasegundo método
espectrofotométrico oficial preconizado pelaAOAC?, utilizando
amostras de conservas de carne de estudo interlaboratorial
FAPAS'MAFF/UK.

MATERIAL E METODOS

Material
Amostras

Para a validagdo do método utilizaram-se amostras de
conservas de carne esterilizadas (Figura 2) de estudo
interlaboratorial FAPAS/MAFF/UK. As amostras denominadas
“canned meat test material” foram analisadas quanto aos teores
de hidroxiprolina, no periodo de 1997 a 2003, correspondendo
essas andlises a participacdo do Laboratorio em 9 séries
(“Rounds’) do programa interlaboratorial. De acordo com os
procedimentos do FAPAS, o material teste constituiu-se de

38

porcentagensvariaveisde carne suina, toucinho, farinhaderosca,
aguae sa que foram homogeneizados em “ cutter”, envasados a
vacuo em latas cilindricas de aproximadamente 150g e
autoclavados aum tempo de esterilizaggo (F,) pré-estabel ecido.

Padréo

Foi preparada uma solugéo padréo de hidroxiprolinaem
agua(Merck, parafins bioquimicos) naconcentragéo de 839ug/
mL, por pesagem diretade 0,1678g em 200mL de &guadestilada.

Reagentes

Os solventes orgéanicos n-propanol e 2-propanol
utilizados foram de grau espectrofotométrico; os demais
reagentes utilizados foram de grau purezaanalitica.

Equipamentos

Trabalhou-se com espectrofotémetro ultravioleta e
visivel (HP-8453 gerenciado pelo software UV-VIS
Chemistation), balanca analitica (Bosch SAE200), pHmetro
digital (Hanna HI 93321), banho-maria termostatizado a 60°C
(Fanem - Unitemp).

Meétodos
Procedimento de analise quantitativa

A determinacdo da hidroxiprolina seguiu metodologia
preconizada pelaAOAC? e estabel ecidapor DellaTorre et al .,
ondeaamostra(4,00g) foi hidrolisadasob refluxo com 30 mL de
acido cloridrico 6M por 8h a 110°C, filtrada e diluida. A
hidroxiprolinafoi oxidadaapirrol pelacloraminaT em tamp&o
citrato-acetato pH 6,0 (temperatura ambiente, 20 minutos). O
pirrol com o reagente de Ehrlich (4-dimetilaminobenzal deido em
acido perclorico/2-propanol) a 60°C por 15 minutos formaum
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complexo vermel ho-plrpura, que, segundo ametodol ogiacficia,
deve ser medido a 560nm. Neste estudo, o estabel ecimento do
comprimento de ondade maximaabsorcao foi obtido atravésda
varredura espectrofotométrica de uma solugdo padréo de
hidroxiprolina, diluidaa0,030ug/mL, submetidaao procedimento
acima. A quantificacdo das amostras realizou-se pelas
interpolagBes dos resultados de absorbancia colocadas na
equacdo de regressdo linear da reta padréo.

Linearidade

A linearidade foi observada pelo gréfico dos resultados
dos ensaios em funcéo da concentracéo do analito e calculada
apartir daequacéo daregressdo linear, determinada pel o método
dos minimos quadrados. A linearidade foi determinada pelo
coeficiente de correlacdo (r) da curva analitica, das solugdes
padrdo de hidroxiprolina, tratadas pelo procedimento,
distribuidas uniformemente no interval o de trabal ho™.

Limite de Quantificagéo

O limitede quantificacdo foi estabel ecido como o padréo
de calibracdo da curva analitica de menor concentracéo
(excluindo o branco) medido de forma quantitativa com nivel
aceitavel de precisdo e exatidao™.

Sensibilidade

A sensibilidadefoi determinadasimultaneamente ao teste
de linearidade e expressa pelo coeficiente angular da curvade
calibragéo, sendo dependente danaturezado analito edatécnica
de deteccao™.

Recuperacéo

A amostra de conserva de carne obtida em estudo
interlaboratorial FAPAS/IMAFF (“Round 25”) foi previamente
avaliada para o teor do aminoacido hidroxiprolina. Ostestes
de recuperacéo foram realizados com aadicéo de 5, 10 e 20

Figura 2. Amostra de conserva de carne para estudo de controle
interlaboratorial FAPAS na quantificagdo de hidroxiprolina

mL de solugdo padréo de hidroxiprolina ha concentragéo de
839 ug/mL aamostraFAPAS, em triplicata, afim de se obter
os niveis de concentracdo de hidroxiprolina na aliquota de
analise de 0,280 (metade da concentracdo determinada da
amostra de conserva FAPAS); 0,559 (igual) e 1,119 ug/mL
(dobro). A recuperacdo foi calculada pela relacéo entre a
concentragdo determinada e a tedrica (adicionada no inicio
do procedimento) apés seguir o procedimento analitico
completot.

Precisdo
Repetitividade

O estudo da repetitividade abrangeu a determinacéo de
hidroxiprolinade amostras de conservacéarnea(FAPAS, “ Round”
25), adicionadas de padr&o hidroxiprolina (839ug/mL) nostrés
niveis de concentracdo (dobro, igual e metade da concentracéo
esperada), em triplicata. A repetitividade foi expressa pela
dispersdo dos resultados entre as replicatas nos niveis de
concentracdo de adicdo do padréo, através do coeficiente de
variagdo (%CV). Asdeterminagdesforam realizadas no mesmo
diaecom o mesmo analista’.

Exatid&o

A exatiddo do procedimento analitico de quantificagcédo
dehidroxiprolinafoi expresso pelo valor-z, representando grau
de concordancia entre os resultados laboratoriais individuais
encontrados e os valores aceitos como referéncia nos estudos
de andlise de controle interlaboratorial FAPAS/MAFF/UK
(resultados FAPAS), no periodo de 1997 a2003.

Tratamento estatistico dos dados
Determinacdo de valores aberrantes

Na verificagdo se 0 menor e/ou maior valor era
aberrante ou se ndo fazia parte da populacéo de valores
gerados durante as etapas de validagédo do método, utilizou-

y =0,3917x + 0,0182
r=0,9991
1,20
—~ 1,00 -
£
c
2 0,80
©e
3 0,60 -
[=
«C
£ 040
(7]
-1
< 0,20
0,00 \ ‘ : : ‘
0,00 050 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00
Concentragéo hidroxiprolina (ug/mL)

Figura 3. Curva analitica de determinacdo do aminoacido
hidroxiprolina
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Tabela 1. Resultados da andlise das solugGes padréo de hidroxiprolina segundo método espectrofotométrico AOAC2.

Solugédo padréo Absorbancia (559nm) DP CV(%) Variancia
Hidroxiprolina* (ug/mL)

0,030 0,014 0,001 65 0,0000009

0,604 0,268 0,003 12 0,0000096

1,359 0,558 0,015 27 0,0002260

1,963 0,794 0,010 12 0,0000940

2,718 1,071 0,014 13 0,0001930

* Analisesrealizadas em quadruplicata

DP = desvio padréo

CV=coeficiente de variacdo

Tabela 2. Taxas de recuperacdo dos padrdes de hidroxiprolina adicionados em amostras de conserva de carne FAPAS.

Niveis Concentracdo Concentracdo Concentracdo DP  Recuperacd0 Recuperacdo DP  CV(%)
(aliquota) (aliquota) média (%) média (%)
adicionada* determinada determinada
(ug/mL) (ug/ml) (ug/ml)
I 0,28 027 026 001 %4 P29 36 39
025 893
026 P9
Il 056 053 053 001 A6 A6 18 19
052 238
04 %4
1] 112 101 101 001 20,2 05 05 06
102 911
101 902

* Analisesrealizadas em triplicata

DP = desvio padréo

CV = coeficiente de variacdo

Tabela 3. Resultados das parti cipaces no controle interlaboratorial FAPAS

N Ano “Round” Resultado Resultado Vdorz
[aboratorio* (%) FAPAS(%)
1 1997 18 0,073 0,067 03
2 1998 2 0,165 0,168 01
3 1998 2 0,176 0,166 02
4 1999 :3) 0,209 0,198 02
5 2000 27 0,216 0,203 02
6 2001 0 0,112 0135 -0,7
7 2002 Y 0177 0,202 -05
8 2002 A 0,181 0,187 -05
9 2003 <) 0114 0,133 22

*Andlisesreaizadasem triplicata

se o teste de Grubbs para o nivel de significanciade 0,05. O y = média dos valores obtidos
valor y, foi considerado aberrante quando G calculado era
maior ao tabelado em funcéo do nimero de replicatas (n),

conforme a equagao*:

Onde:

G=(y,y)is

y, = valor suspeito de ser aberrante
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s= desvio padréo dos valores obtidos
Vaorestabelados: n=3, G, =1,15; =4, G =1,48,n=5,G =1,72

Homoscedasticidade/heteroscedasticidade

A homoscedasticidade foi avaliada através do método
de Cochrant, em quadruplicataparaos5 pontosdacurvaanalitica
(0,030—-2,718 ug/mL), calculando-se as variancias dasrespostas
de absorbéancia de cada ponto de concentragdo, dividindo-se a



DellaTorre, J. C. deM. et a. Validagao do método espectrof otométrico para quantificacéio do aminoécido hidroxiprolinaem conservasde carne.

Rev. Inst. Adolfo Lutz, 63(1):35-42, 2004

maior variancia (S?) pela somatéria das variancias (XS e
comparacdo do valor obtido com o valor tabelado, segundo a
formulac, =S . /XS

maior

RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantificagdo de hidroxiprolina segundo método
AOAC?, aplicando-se o procedimento a um padréo diluido,
revelou um pico méximo de absorbancia no comprimento de
onda de 559nm. Na Tabela 1 estéo apresentados os resultados
de absorbancia, desvio-padréo (DP), coeficiente de variagdo
(CV) e variancia obtidos na andlise das solugtes padréo de
hidroxiprolinaparaas cinco diferentes concentragoes, utilizadas
na elaboracdo dacurvaanalitica.

A determinacdo da homoscedasticidade /
heteroscedasticidade verificada através do método de Cochran
(c, =% .,/ 2S) revelouc_, igua a0,525 para os resultados
devarianciaestabelecidanaTabelal. Comoc_, émenor quec,,
(0,684 para 5 pontos) concluiu-se que o método é
homoscedastico. Como o critério de homoscedasticidade foi
cumprido, acurvade calibragdo foi calculada pelo método dos
guadrados minimos, revelando a equagdo da reta
y=0,3917x+0,0182 e coeficiente de correlaco (r) igual a0,9991
(Figura3). Destaformaficaestabel ecido alinearidade dacurva
analitica pela proximidade de r ao valor 1 e a sensibilidade de
0,3917 mL pg? expressa pelainclinacdo da curvade regressdo
linear (coeficienteangular dareta).

O limite de quantificag&o de hidroxiprolina na aliquota
deandliseficou definido como 0,030 ug/mL com desvio padréo
relativo de 6,5% (Tabela 1) ede 0,0075g/100g de hidroxiprolina
naamostra. A curvaanaliticaabrangeu de 0,030 ug/mL a2,718
png/mL de hidroxiprolina, limite superior com desvio padréo
relativo de 1,3%.

As taxas de recuperacéo de hidroxiprolina das amostras
de conservasde carne FAPAS adicionadas de padrdo em 3 niveis
de concentracdo, foram calculadas pela relacdo entre a
concentragdo médiadeterminada e aconcentragdio médiatedrica
(adicionada) para cada nivel de concentracdo estudado (Tabela
2). Osresultadosrevelaram astaxas de recuperacdo de 92,9, 94,6
e 90,5%, respectivamente, para as concentragOes finais tedricas
metade, igual e dobro. A recuperacdo média de 92,7%, embora
ligeiramente inferior a 96,1%, obtida no estudo colaborativo de
Kolar®, mostra-se dentro do intervalo aceito 70 — 110%'. A
repetitividade expressa pela dispersdo dos resultados entre
replicatas através do coeficiente de variacdo, revelou vaores de
CV inferioresa3,9%. N&o houve suspeitasde val ores aberrantes.

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados dos
ensai os de exatidéo realizados com nove amostras de conservas
de carnes de estudos interlaboratoriais de proficiéncia FAPAS/
MAFF/UK, no periodo de 1997 a 2003. No relatério final que
retornou aos laboratérios participantes, ficou estabelecido o
valor-z (“z-score”) daandlise paracadalaboratério, onde z=(x-
X)/o; x=concentracdo do analito determinada, X =concentracdo

verdadeirado analito, c=desvio-padr&o parao valor x, podendo-
se considerar o resultado satisfatério se [z]<2, questionavel
quando 2<[z]<3 einsatisfatorio se[z]>3. Osvalores-z variaram
de—2,2 a0,3 no periodo avaliado. Pode-se considerar que 89%
(8 em 9) dos resultados foram satisfatérios, por apresentarem
valoresde[z] menor que 2. Somente 11% (1 em 9) dosresultados
revelaram [z] entre 2 e 3, podendo ser considerados
questionaveis. N&o houve resultado insatisfatorio ([z]>3). O
controle de qualidade do método no laboratério esta sendo
verificado anualmente pelaintroducdo de amostrade referéncia
FAPAS paraandlise.

CONCLUSAO

O método espectrofotométrico preconizado pela AOAC
para quantificagdo de aminoacido hidroxiproling, através da
hidrolise &cidadas proteinas, oxidacdo com cloraminaT ereacdo
colorimeétricacom reagente de Ehrlich (4-dimetilaminobenzal deido),
foi confirmado ser simples na operacéo, rapido, adequado para
um grande nimero de amostras, revelando elevada exatidéo e
precisdo em matriz complexacomo conservasde carne.
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RESUMO

Um método utilizando coluna de imunoafinidade para limpeza e cromatografia em camada delgada, foi
otimizado em nosso |aboratdrio para determinar Aflatoxina M, em baixas concentrages no leite. Paraa
otimizagdo do método, os parametros avaliados foram: recuperacao, repetitividade, limite de deteccéo e
limite de quantificacdo. Baseado em adi¢&o de padréo nas amostras, osval ores das recuperacfesvariaram
de85,83e73,86% emniveisde 0,01-0,5 ug/L, respectivamente, e o desvio padréo rel ativo pararepetitividade
varioude 7,73-2,08%. O limite de quantificacdo estabel ecido neste método foi de 0,02 ug/L. Osresultados
dasamostras analisadas por este método tiveram boa correl acdo quando comparadas com a Cromatografia
LiquidadeAltaEficiéncia. Adicionalmente, o método AOAC tambémfoi otimizado, resultando em umlimite
de deteccéo e quantificagdo de 0,2 e 0,3 ug/L, respectivamente, indicando baixa sensibilidade desse
método. A utilizago de coluna de imunoafinidade forneceu excelentes resultados na recuperacéo,
sensibilidade e facil operacionalidade.

Palavras-Chave. leite, aflatoxina M, determinagdo, cromatografia em camada delgada, coluna de
imunoafinidade.

ABSTRACT

An immunoaffinity column for cleanup and a thin layer chromatographic method for determining low
aflatoxin M, concentration in milk were performed in our |aboratory. The parameters, such as recovery,
repeatibility, detection and quantification limit were evaluated to carry out this method. Based on spiked
samples, thevalues of recoveriesranged from 85.83to 73.86 % at levelsof 0.01-0.5ug/L, respectively, and
therelative standard deviation for repeatibility (RSDr) ranged from 7.73 to 2.08%. The quantification limit
established in this method was 0,02 ug/L. The results of analysed samples by this method demonstrated
satisfatory correlation when compared with HPL C. In addition, the AOAC method (1975) was a so performed,
resulting in detection and quantification limitsof 0.2 and 0.3 ug/L, respectively, indicating low sensibility
of thismethod. |mmunoaffinity column cleanup gave excellent resultsfor recovery, sensibility and sample
throughput.

Key Words. milk, aflatoxin M, , determination, thinlayer chromatography, immunoaffinity column.

INTRODUCAO

A Aflatoxina M, (AFM,) € um produto hidroxilado da
biotransformagéo daAflatoxinaB, (AFB,), presenteno leite de
mamiferos que ingerem racgdo contaminada com esta
micotoxinal’.

Estudos sobre atoxicidade em animais de experimentacéo
indicam queaAFM, €um carcindgeno hepético, com 2 - 10% da
poténcia da AFB >%*%, Os organismos mais jovens sdo mais

susceptiveisaestatoxina, eoleite e seus derivados sdo produtos
muito consumidos pelapopul agéo infantil. Sabe-se que amaior
preocupagdo com a carcinogenicidade é a exposi¢éo cronica,
pois é através da alta frequéncia de ingestdo de alimentos
contaminados com baixosteores de aflatoxinaonde apopul acéo
expostaémaior.

Oslimites estabel ecidos paraAFM, em alimentos so da
ordem deng/L ou ng/g, niveis muito bai xos que exigem métodos
sensiveis e especificos'.
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A disponibilidade de colunas deimunoafinidade permitiu
melhorar a sensibilidade de métodos analiticos, resultando em
um extrato limpido, seminterferentes*11%,

Estetrabalho teve como objetivo avaliar e otimizar duas
técnicas paradeterminar AFM, em amostras deleite, ambas por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD), uma utilizando
Coluna de Imunoafinidade (Cl)* e outra o0 método daAOAC
(Association of Official Analytical Chemists)?, com pequenas
modificagdes. Adicionalmente, algumas amostras foram
submetidas aandlise por CI/CLAE (Cromatografia Liquidade
Alta Eficiéncia), para verificar a eficiéncia da técnica. Para
otimizagdo dos métodos descritos neste trabalho, foram
avaliados e otimizados os pardmetros: Recuperacao,
Repetitibilidade, Limite de Deteccdo (LD) e Limite de
Quantificagdo (LQ).

Oscritérios adotados como referénciaparaaavalicéo da
recuperacao e preciséo foram os estabelecidos pelo CE
(European Commitee)® onde séo considerados aceitaveis os
seguintes valores: paraa AFM, com concentraggo entre 0,01-
0,5ug/L, valoresde porcentagem de recuperacdo entre 60-120%.
Nas concentracBes maiores que 0,05ug/L, foram aceitosval ores
de porcentagem de recuperacéo entre 70-120%.

MATERIAL E METODO

Preparo dasolucdo padrao

O padréo deAflatoxinaM, (SigmaChemica Co; S. Louis,
MO, EUA) foi preparado segundo o descrito por Scott?®,
procedimento 970.44, 971.22,973.37.

Contaminagdo artificial das amostras de leite

Para o método CI/CCD, foram adicionadas quantidades
de padrdes em amostras de leite cru na qual ndo foi detectada
AFM, que corresponderam aconcentragbesfinaisde0,01; 0,02,
0,03; 0,3 € 0,5 ug/L. Para o método AOAC/CCD, foram
adicionadas quantidades de padrdes que corresponderam a0,2;
0,3; 0,5ug/L. Paracadanivel de concentraggo, foram realizadas
no minimo 5 repeticoes.

Determinagéo de Aflatoxina M,
Meétodo utilizando coluna de imunoafinidade

Extracdo

O meétodo utilizado para AFM, foi baseado no
procedimento descrito por IDF/IUPAC/IAEA™ e Dragacci et
al.®. Umaaliquotade 100 mL deleitefoi centrifugadaa2000 x g
por 15 minutos. Retirou-se acamadade gordurae o volumetotal
foi passado pelacolunadeimunoafinidade com fluxo de 2-3 mL
por minuto. Ap6s a passagem de todo o volume, a coluna foi
lavada com 40 mL de agua para retirada dos interferentes da
coluna, seca para eliminagdo da agua residual e eluida
inicialmente com 2,5 mL de umasol ugéo de acetonitrila/metanol
(3:2, v/v) eem seguidacom 2,5 mL de metanol, evaporando-se
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até residuo em corrente de N,

Cromatografiaem Camada Delgada

Oresiduofoi redissolvido em 150 uL deumasolucdo de
tolueno/acetonitrila(9:1, v/v). Umaaiquotade 50 uL do extrato
da amostra foi aplicada em cromatofolha (silica gel 60),
paralelamente com padroes em diferentes niveis de
concentraggo. Desenvolveu-se o cromatogramaaté 10 cm apartir
do ponto de aplicagéo, ao abrigo daluz. A fase mével utilizada
foi uma solucdo de cloroférmio, acetona e dcool isopropilico
(87:10:3, v/v). A quantificago foi feita através de comparacéo
visual da amostra com padrfes de concentragdes conhecidas e
aconfirmagao por pulverizagdo com &cido sulfirico ederivagéo
com TFA (Acido Trifluoroacético) segundo o descrito por
Scott®®, procedimento 980.21E.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Oresiduo foi redissolvido em 500 uL dafase mével que
consistiu numa solucdo aquosa de acido acético
2%:acetonitrila:metanol (40:35:25, v/v). Umaaliquotade 20 uL
daamostrafoi injetadano cromatégrafo liquido deataeficiéncia
para a separacdo da toxina e a quantificacdo foi efetuada
utilizando detector de fluorescéncia®.

A fasemovel foi previamentefiltradaem sissemaMillipore
avacuo (membranade 0,45 um) e degaseificada. As condicOes
cromatograficas utilizadasforam:

Excitacdo/emissao (A): 360/430 nm
Tempo de corrida: 6 minutos.
Huxo: 1mL/min.

A confirmagéo daAFM nasamostrasdeleitefoi realizada
através de derivagdo com TFA, segundo procedimento descrito
por Scott!®, procedimento 986.16E.

Neste trabalho, foi construida uma curva de calibragéo
onde o volume de cada injec&o de 20 uL correspondeu a 0,01;
0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,1; 0,2 ng. Foram realizados testes de
recuperacdo com adicéo de padréo deAFM, noleitenaqual ndo
foi detectadaAFM ,, nas concentragdes de 0,01; 0,02; 0,05 ug/L,
por ocasido da analise das amostras.

Método da AOAC/CCD (1975)

O método utilizado paraAFM, foi baseado no método
daAOAC?2 Emumaaliquotade 75 mL deleite foi adicionado
300 mL de metanol e agitou-se por 3 minutos. Adicionou-se
25g de celite e agitou-se por 30 minutos em agitador mecanico.
Filtrou-se sob vacuo, lavando com 75 mL de metanol. Todo o
volume recolhido foi transferido para um funil de separacéo,
adicionando 225 mL de solugdo aquosa de cloreto de sédio
4%. A gordura e interferentes foram retirados empregando-se
3 por¢Besde 100mL hexano. A fase metandlicafoi extraidacom
3 porgesde 100 mL decloraférmio. O extrato cloroférmicofoi
lavado com 300 mL de solucao de cloreto de sodio 4%, recolheu-
senovamente afase cloroformicae, em seguidafoi filtrado em
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papel de filtro contendo sulfato de sodio anidro. Evaporou-se
o cloroférmio até residuo e estefoi redissolvido em 200 uL de
uma solucéo de tolueno/acetonitrila (9:1, v/v). Uma aliquota
de 10 ul foi aplicada em cromatofolha para separacéo das
amostras, paral elamente com padrdes em diferentes niveis de
concentracdo. A quantificacdo foi feitapor comparagéo visual
da amostra com padrBes de concentragdes conhecidas e a
confirmagao por pulverizagdo com écido sulfurico e derivagéo
com TFA, segundo o método descrito por Scott?®,
procedimento 980.21E.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliagéo da recuperacéo

A recuperacdo e a repetitividade foram realizadas em
amodtras artificialmente contaminadascomAFM , en diferentes
niveis para cada método empregado, com no minimo cinco
repeticoes paracadanivel de concentracdo. A Tabelal apresenta
os niveis de concentracéo e os resultados da avaliagdo da
recuperagéo (exatidéo) daAFM, parao método CI/CCD eAOAC/
CCD. A Tabela2 apresentaaavaiacéo darepetitividade (precisfo)
eaTabela3 aavaliacdo doslimites de deteccdo e quantificacdo
daAFM ..

Pelo método CI/CCD, os dados obtidosindicaram que a
recuperacdo médiavariou de 85,83% a 73,86% paraosniveisde
0,01 e 0,5 ug/L, respectivamente. O DPR foi maior no menor
nivel de concentragdo (7,73%) e menor no maior nivel de
concentracdo (2,08%). Estes resultados indicaram que, quanto
mais proximo do limite de deteccdo, a diferenca entre as
determinagBes sdo maiores (Tabelas 1 e 2).

O LD e LQ foram estabelecidos baseando-se no CES.
Inicialmente, foi estabelecido o limite de detecgdo do método
em 0,01 ug/L. Entretanto, por se tratar de uma quantificagdo
visual, fatores como acuidade visual e experiéncia do analista
podem interferir no resultado daandlise. Assim, foi utilizado LQ
de0,02 ug/L, que coincide com o método original descrito pelo
IDFIUPAC/IAEA™. ComoLQde0,02 ug/L, arecuperacdo média
foi de85,16% e o DPR foi de 6,93%, valoresdentro do limitede
aceitabilidadedo CE®.

Para CCD visual, este valor de 0,02 ug/L pode ser
considerado baixo, quando comparado com dadosdaliteratura.
Entretando, Tuinstra e Brongeest??, utilizando CCD
bidimensiona modificado, obtiveram LD de, em média0,02 ug/
L, atingindo até 0,004 ug/L, dependendo daquantidade detoxina
aplicadanaplaca. Naotimizagdo do método CI/CCD conduzido
nestetrabalho, foi realizada umamodificacdo naquantidade da
amostra aplicada na placa de CCD, aumentando o volume do
mesmo. Observou-se também que neste método, quando
comparado com outros que utilizam CI*2, passa-se um volume
maior de leite pela coluna. A maioria dos métodos preconiza
volumes, emmédia, de50mL.

Segundo Shepherd et al.*’, o L D depende principalmente
do volume deleite passado pelacolunadeimunoafinidade. Um

volume maior do que 1000 mL de leite pode ser utilizado,
resultando em LD extremamente baixo, podendo atingir niveis
abaixo de 50 pg/L (50 ppq) por CLAE™. Segundo estes autores,
autilizac8o de coluna de imunoafinidade resulta em excelentes
resultados de recuperagdo, sensibilidade e fécil
operacionalidade. Suaefetividadefoi demonstradaem analises
com material dereferénciacertificado BCR (Community Bureau
of Reference) contaminados natural mente comAFM .

Pelo método daA OAC/CCD, arecuperacdo médiavariou

Tabela 1. Avaliacéo darecuperagéo (exatidéo) daAFM,

Método Concentracdo Média Recuperacdo Aceitabilidade

(ugl)  (ugl) media(%)

Cl/CCD 001 0,0086 8533 satisfatorio*
002 0,0170 85,16 satisfatério
003 0,0257 8580 satisfatério
005 00404 8083 satisfatério
030 0,2800 80,00 satisfatério
050 0,3693 7386 satisfatério

AOAC/ICCD 020 01350 6740 satisfatorio*
030 0,2690 79,70 satisfatério
050 04260 85,16 satisfatério

* Néo aplicado

CI - Colunade Imunoafinidade
CCD - Cromatografiaem CamadaDelgada

Tabela 2. Avaliagéo da Repetitividade (precisdo) daAFM

Método Concentracdo DPR** (%) Acetabilidade

(ug/L)

Cl/CCD 0,01 7,73 satisfatorio*
0,02 6,93 satisfatorio

0,03 6,00 satisfatorio

0,05 6,03 satisfatorio

0,30 444 satisfatorio

050 208 satisfatorio

AOAC/CCD 0,20 6,15 satisfatorio*
0,30 730 satisfatorio

050 8 satisfatorio

* Néo aplicado

** DPR —Desvio Padréo Relativo

Tabela 3. Avaliac&o dos Limites de deteccéo e quantificacdo da
AFM,

Parémetro Método ug/L Aceltabilidade
LD Cl/CCD 001 satisfatorio*
AOAC/CCD 020 satisfatério
LQ Cl/CCD 0,02 satisfatério
AOAC/CCD 030 satisfatorio
* N&o aplicado
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de 67,40% a 85,16% para os niveis de 0,2 a 0,5 ug/L,
respectivamente. O limite de deteccdo estabelecidofoi de0,2 ug/L,
com recuperacgdo de 67,40% e DPR de 6,15%. O limite de
quantificacdo foi estabelecido em 0,3 wg/L, com recuperacdo
79,70% e DPR de 7,30%. Apesar de atender ao CE, foi utilizado
0,2 ug/L como LD, pois a placa apresentou interferentes
dificultando avisualizacdo. Stubblefield et al .8, estabel eceram
um LD de 0,1 ug/L, valor este ndo obtido neste estudo,
possivelmente devido ao menor volume de amostraaplicadana
placa de CCD, que resultou numa melhor separacéo dos
componentes da amostra, tendo em contrapartida, a perda de
sensibilidade (Tabelas 1, 2e3)

A Figura 1 mostra os dados e a curva de calibrago de
AFM, obtidos por CLAE. O coeficiente de correlagéo foi de
0,99987, valor satisfatorio para andlise de micotoxinas. Testes

de recuperacdo apresentaram resultados de 86,1%, 83,7% e
84,5% nas concentracdes de 0,01; 0,02 e 0,05 ug/L,
respectivamente, por ocasido da andlise das amostras. Este
método é utilizado como rotinano I nstituto Adolfo Lutz, tendo
como LQ=0,01ug/L, pré-determinado por Navas'.

Um cromatograma de padréo de AFM . de 0,06ng/20uL
esta apresentado na Figura 2. A Figura 3 apresenta um
cromatograma de amostra de leite naturalmente contaminado
comAFM, a0,03ug/L.

Algumas amostras analisadas por CI/CCD foram
submetidas aandlise por CLAE, com o objetivo de comparar a
duas técnicas e avaliar a eficiénciada CCD para determinagéo
deAFM, em baixas concentragdes, conforme mostraa Tabela4.

O tratamento estatistico utilizado paracomparar asduas
técnicas (CCD e CLAE) foi o teste “t” de Student, pareado,

Area (109v.5)

0,0 T T T T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
Concentragao (ngf20uL)

Figura 1. Curva de calibrago de AFM .
1

AFM, 297

15 20 25

Medida de fluorescéncia (10“uV)

10

00

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
Tempo {(min)

Figura 3. Cromatograma de amostra de leite naturalmente contaminado
com 0,03 pug/L de AFM .
1
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AFM,4 2,97

15 20

Medida de fluorescéncia (10‘uV)

10

Ll ™ s e

0,0

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
Tempo {min)

Figura 2. Cromatograma de padrao de AFM de 0,06ng/20uL.
1

Tabela 4. Resultados de andlises de leite por CI/CCD e Cl/
CLAE*.

Amostra CCD (ugL) CLAE(ug/L)
1 0012 0014
2 0035 0034
3 0014 0,013
4 0,030 0,031
5 0,146 0,136
6 0,051 0,056
7 0234 0231
8 0,263 0278
9 0077 0,073
10 0,085 0,092
* p=0,6059
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utilizando software Bioestat 3.0, obtendo-se um val or de p=0,6059
(o ="0:5345; 1, ., =2,2622; 0=0,05) considerado como n&o
significativo, ou seja, ndo houve diferenca significativa entre
0s dois métodos.

O método empregado para determinagéo daAFM, por
coluna de imunoafinidade mostrou-se especifico, conforme
descrito por vérios autores*®162°, O extrato da amostra
apresentou-se limpido e quando aplicado em cromatografia
em camada delgada, foi visualizada somente uma mancha
correspondente a AFM_, sem nenhum outro interferente
(Figurab).

Pelo método daA OA C?, o extrato apresentou-se sujo na
maioria das vezes e, quando aplicado em camada delgada,
observou-se manchas com caudas e interferentes, destacando
uma substéncia fluorescente verde azulada préxima ao Rf da
AFM, (Figura 4). Algumas vezes foi necessario utilizar uma
segundafase mével (éter etilico:metanol:agua, 95:4:1, v/v) para
melhorar aseparacéo e, em algunscasos, recorrer acromatografia
bidimensional. Sylos et al.’°, em um estudo comparativo para
determinacdo de aflatoxina M, apresentaram resultados
semel hantes.

Apesar do avanco tecnolégico e o advento de
equi pamentos sofisticados, este trabalho mostrou quea CCD é
uma importante ferramenta que pode ser utilizada pelos
laboratorios em analisesrotineiras e de ocorrénciade AFM . O
método CI/CCD mostrou-se especifico, sensivel e preciso,
mesmo em baixas concentragBes. A presentou boas recuperagdes
efécil operacionalidade, ndo necessitando de equipamentos de
alto custo, atendendo as legislages de diferentes paises e, em

Figura 4. Placa CCD de amostras de leite e padrdes de AFM , pelo

método AOAC/CCD !

Legenda: A , Az: Amostras de leite;P , Pz, P3 e P : Padrfes de AFM
1 1 4 1

alguns casos, identificando resultados fal so positivo de métodos
instrumentais. A AOAC/IUPAC incentiva a validacéo de
meétodos anal iticos para micotoxinas por CCD, principa mente
nos paises em desenvolvimento.
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RESUMO

A aceitabilidade de suco de manga (Mangifera indica), adicionado ou ndo com polpa de banana (Musa
sp) verde, foi avaliada utilizando escal a heddnicaem relagdo aos atributos de cor amarela, aroma, sensagéo
naboca, sabor edogura. Participaram dostestes sensoriais 59 consumidores de sucos defrutas, previamente
avaliados quanto ao perfil de caracteristicas especificas. Os dados sensoriais foram analisados
estati sticamente pelo Teste t de Student, ao nivel de significanciade5%. Através do perfil de caracteristicas
dosjulgadores, ohservou-se, principalmente, que o habito de consumo de sucosdefrutasfoi com frequéncia
diariapara’54% das mulheres, e semanal para61% dos homens. A faixaetariadosjulgadores variou de 20
a60 anos, sendo que 49% dos homens e 36% das mulheres tinham concluido o nivel universitario. Paraa
cor amarela, aromae dogurando houve diferencasignificativa (p>0,05) entre os sucos de frutas avaliados.
Os sucos de manga variaram entre si (p<0,05) para os atributos de sensacdo bucal e sabor, sendo o suco
adicionado de pol pamais aceito, revelando intencdo de compra satisfatoria. O suco de manga adicionado
de polpa de banana verde foi caracterizado como viscoso, doce e levemente adstringente.
Palavras-Chave. aceitabilidade sensorial, sucos de manga (Mangifera indica), pol pade banana (Musa sp)
verde.

ABSTRACT

The acceptability for mango (Mangifera indica) juices, whether added with green banana (Musa sp) pulp
or not, was tested by means of hedonic scale for yellow color, odor, oral sensation, flavor and sweetness.
Took part of the sensory tests 59 fruit juice consumers, whose individual idiosyncratic profiles had been
previously analysed. The sensorial data obtained were statistically analysed by Student’s t-test, with 5%
significance. By means of the consumers' profile, adaily juicefruit intake habit was observed for 54% of
thewomen, while 61% of the men took it every week. Thejudges' agesvaried from 20 to 60 years, while
49% of the men and 36% of the women graduated. For yellow color, odor and sweetness, there was no
considerable difference (p>0.05) among the eval uated juices. The mango juices differed from one another
(p<0.05) for oral sensation and flavor, while the enriched juice was the best accepted one, presenting the
best purchase intention rate. Mango juice added with green banana pulp was characterized as being
thicker, sweet and dlightly adstringent.

Key Words. sensory acceptance, mango (Mangifera indica) juices, pulp with green banana (Musa sp)
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INTRODUCAO

Os alimentos, normalmente, sdo utilizados pelos
individuos na satisfacéo das necessidades fisiologicas e
nutricionais. Entretanto, os aspectos psi col 6gicosinfluem muito,
determinando preferéncias alimentares e o grau de “gostar ou
desgostar”. Um alimento pode ser rejeitado porgue seu consumo
ndo é usual no ambiente familiar ou por nunca ter sido antes
experimentado.

Os hébitos alimentares de um povo costumam ser
culturais e estéticos, dificeis de serem trocados, podendo,
entretanto, ser alterados pela ocorréncia de adaptactes sicio-
econdmicas e ambientai s°.

Atualmente, tém sido proposto a populagdo brasileira
vérios tipos de alimentos preparados como fonte alternativa da
introdugdo de nutrientes saudaveis. Como por exemplo, sdo
conhecidos os alimentos & base de banana, farinha de bananae
cascas de banana, introduzidos como formade aproveitamento
de frutas rejeitadas para venda “in natura’ 34,

A banana (Musa sp) € uma fruta muito consumida no
mundo, sendo cultivadanamaioriados paisestropicais. A grande
producdo de bananas vem acompanhada de elevado indice de
perdas pos-colheita. Assim, algumas formas de minimizar as
perdas s&o estudadas para aproveitamento dos frutos excedentes
ou improéprios para consumo “in natura’, sendo citados, a
bananada, banana passa, banana chips e balas de banana’.

Os sucos de frutas, adicionados da polpa de banana
verde, estéo sendo introduzidos como fonteimportante de macro
e micronutrientes além de conter o amido resistente, que vem
sendo considerado um alimento funcional®®. Como as fibras
insolGveis, 0 amido resistente possui efeitosfisiol 6gicosligados
a capacidade de aumentar o volume fecal e diluir compostos
potencia mentetdxicos e cancerigenost. Esteamido podereduzir
0s niveis plasmaticos poés-prandial de glicose, insulina,
triglicerideos e lipoproteina de baixa densidade™ 2.

A banana (Musa sp) verde, no decorrer do
amadurecimento, sofre algumas modificagdes na composi¢éo
quimica, sendo 12 a20 % do amido degradado com acimulo de
acucares sol Uvei s e predomi nancia da sacarose sobre as hexoses
frutose eglicose’. O Quadro 1 apresentaacomposi cao quimica
média da banana verde e madura como fonte de macro e
micronutrientes, segundo Franco’.

No Quadro 2 est&o o teor de umidade e amido resistente
nasfrutas nacionais, banana (Musa sp) Nanicgo, verde emadura,
emacd (Malus sylvestris) Gala, segundo Lajolo et a.°. A farinha
de banana verde apresenta os maiores teores de amido
resi stente, quando comparado abananamaduraeamacamadura,
chegando ater 29% do conteldo.

Com relagéo as decisdes individuais na ingestéo de
novos alimentos saudaveis que sdo langados no mercado, o
sucesso se da, principalmente, em fungdo das pesquisas de
consumidor. O teste de consumidor tem sido muito empregado
para verificar a posicdo de um novo produto em
desenvolvimento, o potencial do mercado e para otimizar as
formulagdes de interesse!.

No teste de consumidor, geralmente € utilizada a escala
hedbnica para avaliar o “status afetivo” dos consumidores em
relagdo ao produto. Estaescala, além deavaliar apreferénciado
consumidor por inferéncia, atravésdevalores, avaliatambém se
0s produtos sdo ou Ndo aceitos®.

No recrutamento de julgadores para participar do teste
de consumidor alguns fatores de escolha podem ser incluidos
como: afaixa etaria, sexo, aspectos culturais, psicol6gicos, de
estilo devidaedetendénciasalimentares. Este critério deescolha
relaciona-se a necessidade e importancia dos consumidores
fazerem parte do grupo da populac&o que consome a categoria
de alimento de interesse®.

O objetivo do trabalho foi caracterizar sensorialmente e
avaliar aaceitabilidade do suco de manga adicionado da polpa
de banana Nanic&o verde em comparacdo aumaamostracontrole

Quadro 1. Composic¢éo quimicamédiadabanana(Musa sp) verde e madura.

Banana Glicidios Proteinas Lipidios Cdcio Fésforo VitaminaC
(9/1009) (9/100g) (9/100g) (mg/1009) (mg/1009) (mg/1009)
Verde 287 14 02 80 350 169
Madura 20 13 02 210 260 64
Fonte: Franco (2002) °.
Quadro 2. Contelido de umidade e amido resistente em frutas brasileiras.
Frutasbrasileiras N° de amostras Umidade(g/100g) Amido resistente (g/100g)
BananaNanicéo, madura 2 7434 3,75+0,02
BananaNanic&o, verde, farinha 3 8H 29,23+2,86
Maga Gala, madura 2 8343 0,12+0,00

Fonte: Lajoloet al. (2001) *°.
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do suco sem a adi¢do da polpa, quanto aos atributos de cor
amarela, aroma, sensacéo na boca, sabor e dogura.

MATERIAL E METODOS

Material:

Preparo da polpa de banana verde - A polpade banana(Musa
sp) Nanicdo verdefoi obtidasegundo modo de preparo sugerido
por Vallee Camargos'. Em processador paraalimentos col ocou-
se certa quantidade da polpa de banana verde cozida e quente,
para obtencdo de uma pasta espessa. A pasta obtida foi
armazenada em saco de plastico, fechada e mantida sob
refrigeracdo. Em umapanela, misturou-se umaporcao destapasta
para trés de agua, levando-se ao fogo até a fervura. Foi
homogenei zada, depois, em liquidificador até obter umamassa
finae novamente aquecida. Acondicionou-se apol pade banana
aquecida em frasco de vidro tampado e armazenou-se sob
refrigeracéo.

Preparo do suco de fruta - Os sucos de mangas, adicionadosda
polpa de banana Nanicdo verde, foram produzidos de acordo

com procedimentos da Fébrica da CITROSUL IndUstria Ltda,
S&o Paulo. Os sucosde manga, para 100 coposde 300 mL, foram
preparados na seguinte proporcao: 18,8 litrosde &gua; 9,2 litros
de suco concentrado de manga e 2,4 kg de polpa de banana
verde. Foram acondicionados em copos plésticos lacrados e
mantidos sob refrigeracdo a 10°C, com validade previstapara3
meses. O suco de manga controle também foi produzido, nas
mesmas condigdes, porém sem a adi¢do da polpa de banana
verde.

Meétodos:

Recrutamento de julgadores - Nos setores do Instituto de
Pesqui sas Energéticas e Nucleares (IPEN), Sao Paulo, recrutou-
se59individuos, deambos os sexos (31 masculino e 28 feminino)
paraparticipar do teste de consumidor. Como formadeidentificar
e qualificar caracteristicas destes individuos considerou-se o
sexo, afaixaetéria, nivel deescolaridade, o hébito eafregiiéncia
no consumo de sucosdefrutas. Enviou-se um convite-formuléario
para preenchimento, que deveria retornar assinado pelo
candidato que manifestasse interesse, disponibilidade e tempo
para participar dos testes (Quadro 3).

Quadro 3. Modelo deformulério utilizado no recrutamento de julgadores de sucos de fruta.

formulério, assineedevolva

Nome:
Sexo:
O Feminino O Masculino
FaixaEtaria(anos):
020a30
0041a50
031a40
O51a60
Nivel deescolaridade:
O Ensino Fundamental
O Ensino médio
O Graduado
O Pos-Graduado
Comentérios:

Assinatura:

Vocé esta convidado a participar dos testes sensoriais de sucos de fruta a serem realizados no restaurante do IPEN, dias 30
e 31 deste més, as 14 horas. Sua participacdo é importante. Se for de seu interesse, tempo e disponibilidade, preencha o

Telefone: Data:
E consumidor (a) de sucos de frutas?
O Sm O Néo
Com que freguiéncia consome?
O Muito (diariamente)
[0 Moderadamente (semanal mente)
[0 Regularmente (mensalmente)

O Muito pouco (anualmente)
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Quadro 4. Modelo dafichado teste de consumidor para 0s sucos de manga.

Nome:

aescalaabaixo:

(7) gostel muitissimo

(6) gostei muito

(5) gostei

(4) nem gostei / nem desgostei
(3) desgostei

(2) desgostei muito

(1) desgostei muitissimo

Se estas amostras estivessem a venda, vocé:
(5) certamente compraria

(4) provavelmente compraria

(3) talvez comprariaou talvez ndo compraria
(2) provavelmente ndo compraria

(1) certamente ndo compraria

Data:

Avalie as amostras codificadas de suco de manga, indicando o quanto gostou ou desgostou de cada uma delas, segundo

Cor amarela
Aroma
Sensacdo bucal
Sabor

Dogura

—_r————
e e
—_—r————
e e

&

3

Caracterizacdo sensorial - No Ingtituto Adolfo L utz, S&o Paulo,
5julgadoresdo sexo feminino, revelando poder discriminativo
normal paraos gostos primarios acido, amargo, doce e salgado®
caracterizaram sensoria mente amostras de sucos de frutas, com
e sem a adicdo da polpa de banana verde. Por consenso, em
mesaredonda, foram descritos os atributos de aparéncia (forma;
cor, etc.), odor e aroma (sensacOes olfativas e via retro-nasal ),
sensagdo bucal (consisténcia na boca e corpo) e sabor
(sensagdes olfativas, gustativas e téteis), tomando como
orientacd0 aABNT, NBR 12806 (1993)°.

Aceitabilidade sensorial - Paraavaliar aaceitagdo dos sucos
demanga, com e sem adi¢ao de pol pade bananaverde, optou-
se pela escala hedénica de 7 pontos, conforme Meilgaard et
al. (1991) * dimensionada de (1) desgostei muitissimo a (7)
gostei muitissimo, em relacéo aos atributos de cor amarela,
aroma, sensacdo naboca, sabor e dogura. Também foi utilizada
uma escala de intencéo de compra de 5 pontos, variando de
(1) certamente ndo compraria a (5) certamente compraria
(Quadro 4). A cor amarelafoi avaliadaem copo devidro incolor
de 250 mL, contendo cercade 100 mL do suco, tampado com
filme plastico e codificado com algarismos de trés digitos.
Para o aroma, sensacgéo bucal, sabor e docura, utilizou-se a
prépria embal agem de acondicionamento do suco de manga,
ou seja, 0 copo plastico lacrado enviado pela fabrica,
devidamente codificado com algarismos de trés digitos
(Figural).

Anélise estatistica - No teste de consumidor utilizou-se o
delineamento experimental de blocos completos casualizados,
com apresentagdo simultanea dos sucos de manga com e sem
a adi¢do da polpa de banana verde. Os dados obtidos foram
avaliados pelo Teste t de Student, ao nivel de significanciade
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5%, utilizando programa computadorizado INSTAT, v.2.01
(1993)8.

RESULTADOS E DISCUSSOES

O Quadro 5 apresenta a caracterizag8o sensoria das
amostras dos sucos de manga, com e sem a adic¢éo da polpade
banana verde. O suco adicionado da pol pa de banana verde foi
caracterizado como viscoso e levemente adstringente,
identificando-se umavariacdo natonalidade dacor, naturbidez
e na ligeira intensificacdo da dogura, quando comparado ao

Figura 1. Apresentagdo dos sucos de manga no teste de consumidor.
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suco sem adicdo da polpa. No suco de manga com polpa de
banana verde néo foi detectada a presenca de odor ou sabor
que lembrasse banana.

Nas Figuras 2, 3, 4 e 5, respectivamente, podem ser
observados os resultados da avaliagdo do perfil de
caracteristicasindividuais obtidos através do formulario de
recrutamento dos candidatos, para a faixa etéria, grau de
escolaridade, habito e freqiiéncia no consumo de sucos de

Quadro 5. Caracterizacdo sensoria dos sucos de manga.

frutas. Para os 59 consumidores de sucos de frutas, a faixa
etaria para homens e mulheres variou de 20 a 60 anos, com
predominancia entre 41 e 50 anos para ambos. O grau de
escolaridade aponta que 49% dos homens e 36% das
mul heres possuem graduacgao superior e 13% dos homens e
36% das mulheres pos-graduacéo. Todas as mulheres
costumam consumir sucos de frutas, tendo 54% delas o
habito diario e, 36%, semanal. O consumo diario de sucos

Atributos sensoriais Sucos de manga
Sem polpa de banana Com polpa de banana
Aparéncia Liquido ligeiramenteturvo, viscoso, com Liquido turvo, viscoso, com moderada
pequena proporcao de particulas em suspensao. proporcéo de particulas em suspensao.
Cor: amarelo-alaranjada. Cor: amarel o-pardacentacom poucos
pontos escuros.
Odor eAroma Caracteristico de suco de manga, suave. Caracteristico de suco de manga, aroma
adocicado.
Sensacdo Bucal Fluidoleve. Fluido viscoso, levemente adstringente.
Sabor e Gosto Caracteristico de suco de manga, suave, Caracteristico de suco de manga,
levemente doce. moderadamente doce.
70
60 Pdés-graduado
50
% 40 é Graduado 0
[+ Feminino
30 [0 Masculino g Médio - ;Mascu"no
20 M Feminino ©
10
Fundamental
0
20-30 0 10 20 30 40 50
3140 44 50 5100 .
faixa etaria

Figura 2. Distribui¢do percentual de consumidores segundo a faixa etéria

Figura 3. Distribuicéo percentual de consumidores segundo o grau de
escolaridade

100 1
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% 501 O Feminino

Sim Nao

Habito de consumo
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E  Anualmente

(2]
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$ Mensalmente

©

o

© Semanalmente

«@©

e}
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o N
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Figura 4. Distribuicdo percentual de consumidores segundo hébito de
consumo de sucos de frutas

Figura 5. Distribuicao percentual de consumidores segundo a freguéncia
no consumo de sucos de frutas
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Tabela 1. Val ores médios da aceitacdo de consumidor eintencéo de comprados sucos de manga, com e sem pol pade bananaverde

Parémetros Sucos de Manga
Sem polpa de banana Com polpa de banana p

Aceitabilidade*

Cor amardla 55 5,12 0,09
02 02

Aroma 5,42 55 0,68
01 02

Sensagdo bucal 51° 57 0,01
01 02

Sabor 51° 57 0,03
02 02

Docura 522 512 0,69
02 02

Intencao de Compra** 3,7 4,12 0,06
01 [(ONN)

Resultado de 59 julgamentos.

* Escalahedonica (7 pontos): 1 = desgostel muitissimo a7 = gostei muitissimo.

** Escaladeintencdo de compra (5 pontos): 1 = certamente ndo comprariaa 5 = certamente compraria.

ab M édias seguidas de | etras diferentes, namesmalinha, diferem estatisticamente entre si ao nivel de significanciade 5%.
() Erro padréo damédia

— 40 1 nl
351
30
251
Freqiienci Fregqiiéncia 2()
151
101
54 51
o 0-

1 2 3 4 5 6 7

Valor de aceitacio da cor

1 2 3 4 5 6 7

M suco com polp Valor de aceitacio do aroma

O'suco sem polpal O suco sem polpa

M suco com polpa

Figura 6. Frequéncia dos valores de aceitacdo da cor amarela dos sucos de Figura 7. Freqléncia dos valores de aceitagdo do aroma dos sucos de

manga com e sem adic@o da polpa de banana verde manga com e sem adic@o da polpa de banana verde
45 = 40
40 3
35 30
30 25
25 PN .
Freqiiéncia Freqiiéncia 20
20 15
15 10
10
5 5
0 0¥
12 3 4 5 6 7 ! 2o 4 s 6T
O suco sem polpal T O'suco sem polpa
L < Valor de aceitaciio do sabor
Valor de aceitacio da sensacio bucal M suco com polpd B suco com polpa

Figura 8. Freguiéncia dos valores de aceitacdo da sensagdo bucal dos sucos  Figura 9. Freguéncia dos valores de aceitagdo do sabor dos sucos de
de manga com e sem adicéo da polpa de banana verde manga com e sem adic@o da polpa de banana verde
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407
357
307
Freqiiéncia 25
201
151
10

1 2 3 4 5 6 7

[Osuco sem polpa

Valor de aceitacio da docura

M suco com polp.

Figura 10. Frequéncia dos valores de aceitagdo da dogura dos sucos de
manga com e sem adic@o da polpa de banana verde

de frutas entre os homens foi menor, com maior freqiiéncia
parasemanal (61%).

Na Tabela 1 estéo os resultados da aceitabilidade de
consumidores e da intencdo de compra das amostras de sucos
de manga, com e sem a adi¢do da polpa de banana verde.
Observa-se que para todos os atributos avaliados, os valores
médios de aceitagdo situaram-se entre 5,1 a 5,7, representando
naescalaheddnicaafaixade“gostel” e“gostei muito”. Houve
diferenca significativa (p<0,05) entre 0 suco de manga com e
sem polpa, quanto a sensagdo bucal e sabor. Nestes atributos, o
suco adicionado da polpa de banana apresentou as maiores
médias, sendo considerado mais aceito. A cor amarela, 0 aroma
e a docura ndo revelaram diferenca significativa (p>0,05) na
aceitabilidade das amostras dos sucos de manga. N&o houve
diferencasignificativaem relagdo aintenc¢do de compra, quando
comparados 0s sucos com e sem a polpa de banana verde,
situando os valores médios entre 3,7 e 4,1, ou sgja, préximos a
“provavelmente compraria’.

As Figuras 6, 7, 8, 9 e 10 representam as distribuicdes
das freguiéncias do teste de aceitac@o de consumidor, segundo
a escala hedbnica, quanto aos atributos de cor amarela, aroma,
sensacdo bucal, sabor e dogura dos sucos de mangas com e
sem a adicdo da pol pa de banana verde. Para o suco de manga
adicionado da pol pahouve um deslocamento da curvaimaginaria
de Gauss para a direita, nos valores obtidos de sensacgéo bucal
e sabor, resultando em uma melhor aceitacdo nestes atributos.

CONCLUSOES

O suco de manga com adic¢&o da pol pa de banana verde
teve uma boa aceitacdo em relagdo aos atributos sensoriais de

cor amarela, aroma, sensacado bucal, sabor e dogura, também
revelando intencdo de compra satisfatoria, para todos os
consumidores avaliados segundo o perfil de caracteristicas
individuais pré-definidos pela pesquisa.

No teste de aceitabilidade de consumidor, o suco de
manga adi cionado da pol pa de bananaverde apresentou melhor
aceitacdo nos atributos de sensagdo bucal e sabor, sendo este
suco caracterizado sensorialmente como viscoso, doce e
levemente adstringente.
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RESUMO

Entre os aditivos presentes na formulagdo de embalagens para alimentos, principalmente embalagens
pléasticas, incluem-se as substancias que conferem coloragdo, classificadas como corantes ou pigmentaos,
dependendo de sua solubilidade ou ndo no polimero. Sua adicdo em materiais para embal agens satisfaz
uma exigéncia estética e tecnoldgica. Os metais que podem estar presentes como contaminantes das
substancias corantes e portanto nas embalagens, podem migrar para o alimento, apresentando riscos a
salde. O objetivo deste trabalho foi verificar e monitorar os teores de chumbo, cadmio e zinco nestes
produtos, e validar a metodol ogia analitica segundo os Regulamentos Técnicos do Mercosul (Resolucéo
N° 105/99 daANVISA/MS). A quantificacdo destes metais foi feita por espectrofotometria de absorcéo
atémica com chama. Das 407 amostras analisadas 5% estavam em desacordo com os limites estipulados
pela legislagdo vigente. Os altos teores de metais nelas encontrados justificam o controle continuo que
deve ser feito sobre estes produtos.

Palavras-Chave. corantes, pigmentos, teoresde: chumbo, cadmio, zinco, embal agens paraalimentos.

ABSTRACT

Among the additives used in the formulation of food packaging, specially in plastics packaging, are
included substanceswhich provide coloration, classified as coloring or pigmentsaccording to their solubility
or insolubility in the polymer. The addition of these substances into packaging materials satisfies an
esthetic and technological requirements. The metals eventually present as contaminantsin colorings and
pigments for packaging can migrate to food causing health damages. The purpose of the present study
was to verify and to control the levels of lead, cadmium and zinc, in these products and to validate the
analytical methodol ogy in accordanceto Mercosul Regulations (Resolugdo N°105/99 ANVISA/MS). The
quantification of these metalswas performed by flame atomic absorption spectrometry technique. Of 407
samples, 5% were in disagreement with the legislation limits. The high levels of those metals found in
analyzed samples justify the continuous control that should be done in this kind of products.

Key Words. coloring, pigments, lead, cadmium, zinc levels, food packaging.

INTRODUCAO

Entre os aditivos presentes naformulagéo de embal agens,
principalmente embalagens plésticas, paraalimentos, incluem-
se as substancias que conferem coloragdo e que podem ser
classificadas como corantes ou pigmentos, dependendo de sua
solubilidade ou ndo no polimero.

Os pigmentos sdo geral mente definidos como particul as
praticamente insolUveis em solventes ou veiculos de origem

organica ou inorganica, em oposi¢do aos corantes que sdo
sollveis “3. Entretanto, por se tratar de produtos diferentes em
relagdo acomposi ¢do quimica, matéria-prima, mercado, peritos
e problemas envolvidos, as indUstrias fabricantes elaboraram
definicdes de pigmentos e corantes, separadamente, e
submeteram-nas as agéncias governamentais, afim deminimizar
as confusdes existentes entre as duas industrias.

Assim, a CPMA (Color Pigments Manufactures
Association) definiu pigmentos como “particulas sélidas,
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organicas ou inorganicas, coloridas, pretas, brancas ou
fluorescentes, normalmente insolliveis e que ndo sdo fisica e
quimicamente afetadas pel o veicul o ou substrato no qual estéo
incorporados. Elesateram aaparénciado substrato por absor¢éo
seletiva e por dispersdo daluz, ou ambos. Na sua aplicacéo, 0s
pigmentos sdo usua mente dispersos em veicul os ou substratos,
para producéo, por exemplo, de tintas de impressao, plasticos,
tintasindustriais ou outros materiai s poliméricos. Os pigmentos
mantém sua estrutura cristalina ou particulas durante todo o
processo de coloragao®™ .

A ETAD (Ecologica and Toxicological Association of
Dyestuff Manufacturing Industry) que representa os fabricantes
de corantes, definiu corantes como: “substancias organicas
intensamente coloridas ou fluorescentes, as quais colorem um
substrato por absor¢éo seletiva da luz. Corantes sdo solUveis
ou penetram no substrato no processo de aplicagdo que, no
minimo temporariamente, destroem qual quer estruturacristalina
da substancia colorida. Corantes sdo retidos no substrato por
absorcéo, solugdo e retencdo mecanicaou pelaligacdo quimica
idnica ou covalente™ .

Os corantes e pigmentos sdo largamente usados em
composi¢cdes derevestimento detodos ostipos, incluindo tintas
e vernizes, tintas de impresséo, plasticos, borrachas, fibras
téxteissintéticas, papel colorido, cosméticos, lentes de contato,
detergentes e sabdes, composi ¢gdes de cera, modelagem debarro,
giz, crayon, aguarelas, concreto e produtos de alvenaria e
cerémica, entre outras aplicacoes’.

O seu emprego nos mais diferentes materiais satisfaz
uma exigéncia de ordem estética e mercadol 6gica. Pesquisas
relacionadas aos aspectos emocionais e psicolégicos da
aparéncia afirmam que certas cores e texturas transmitem uma
sensacdo derigidez ou maciez, de boaqualidade ou austeridade,
e, que estes fatores influenciam na decisdo final de uma
compra®.

Além disso, asuaadicéo satisfaz também umaexigéncia
de ordem tecnol 6gica, umavez que os pigmentos podem exercer
varias fungbes simultaneamente, como de protecdo anti-
corrosdo, enchimento, fungicidas e bactericidas, estabilizantes
ultravioleta, reforgo, etc..

Devido a0 seu extensivo uso como agente colorante,
nos mais diversos tipos de produtos, os corantes e pigmentos
tém sido objeto de varios estudos no que tange a efeitos
genotoxicos, mutagénicos e carcinogénicos relacionados as
substancias utilizadas em sua sintese. Estes estudos apontam
ndo SO para oS riscos ocupacionais e ambientais provenientes
do uso destas substancias, como também, desenvolvem novos
pigmentos com compostos que tém o minimo risco ocupacional
e ambiental associados com sua sintese e uso'41520:21.2830:42,

Com relacdo aos metais, sabe-se que estes sdo
componentesintegrantes do meio ambiente edas matériasvivas.
Encontrados em praticamente todos 0s organismos vivos, eles
apresentam uma extensagamade fungdes bi ol dgi cas, tais como:
componentes dos sistemas enzimético e redox, ativadores de
enzima, etc. Além disto, podem estar presentes nos alimentos,

como resultado do contato do alimento com o meio ambiente,
durante sua producdo, processamento, manipulacao,
embal agem, armazenamento, distribui¢éo ou cozimento!”,

Embora alguns metais presentes nos alimentos sejam
essenciais para o bom funcionamento do organismo humano,
outros podem ser bastante nocivos a salide, causando efeitos
toxicos, agudos ou cronicos#,

O Decreto-Lei Federal N° 986/69 de 21 de outubro de
1969 considera os metais arsénio, cadmio, chumbo, cobre,
estanho, ferro, mercurio e zinco, como aditivos incidentais,
guando presentes em alimentos. Estes aditivos séo definidos
como toda substancianéo adicionadaintencionalmente, ou sgja,
proveniente de substancia residual ou migrada, presente no
alimento em decorrénciados tratamentos prévios aque tenham
sido submetidos amatéria-primae o alimento “in natura” edo
contato do alimento com artigos e utensilios empregados nas
suas diversas fases de fabricagdo, manipulagdo, embalagem,
estocagem, transporte ou venda’.

O ComitéMisto de Peritosda FAO/WHO sobre aditivos
paraaimentos da Comissdo do Codex Alimentarius considera
tais elementos como contaminantes's.

Dentre os metais que podem estar presentes como
contaminantes das substéncias corantes destacam-se o chumbo
e 0 cadmio. O chumbo e o cadmio sdo metais téxicos que
constituem um sério risco asalide humana, mesmo em pequenas
quantidades, devido ao seu acumulo progressivo no
Organi an04’7‘9'11’19‘45.

Segundo varios estudos, a contaminagdo por metais
téxicos é ainda hoje, uma das doencas de origem téxico—
ambiental mais comuns que afeta tanto adultos quanto
Cri an(;855’10’12’18’22'24'25’41.

Os compostos a base de sais de chumbo e cadmio tém
sido largamente empregados como substéncias corantes para
diversos tipos de aplicacdo, devido ao seu alto poder de
cobertura, baixo custo e excepcional estabilidade aluz easaltas
temperaturas, principalmente quando usados em plasticos e
ceramica, onde asubstancia corante deveresistir atemperatura
de elaboracdo do material. Quando presentes em embalagens
paraalimentos, entretanto, esses compostos podem migrar para
o contelido, no caso o alimento, apresentando riscos para a
Saﬂde13,26,27_

O objetivo deste trabalho foi verificar e monitorar os
teores de chumbo, cadmio e zinco presentes nos corantes e
pigmentos utilizados na elaboracéo de embalagens para
alimentos e validar a metodologia analitica segundo os
Regulamentos Técnicosdo Mercosul (Res. 105/99 daANVISA/
MS)3.

MATERIAIS E METODOS
As amostras estudadas foram corantes e pigmentos, na

concentragdo méaxima de uso, utilizados na coloragdo de
embal agens paraalimentos.
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Foram analisadas 407 amostras de corantes e pigmentos,
sendo 52% inorgéni cos e 48% organicos. A nomenclaturaoficial
eo numero deidentificagdo eaclassificacdo quimicasegundo o
Colour Index333436:3637.38%  dasses corantes e pigmentos, bem
como a porcentagem de amostras analisadas decadaum e alguns
de seus principais usos estédo especificados nas Tabelas 1 e 2
respectivamente.

A preparacdo dasamostras paraaquantificagdo de chumbo,
cadmio e zinco foi realizada por extracéo direta desses el ementos
com diferentes &cidosinorganicos diluidos, conforme descrito na
Resolugao 105/99%, daAgénciaNaciona deVigilanciaSanitéria, do
Ministério daSallde, ou sga: paracadmio e zinco, solucédo aquosa
deécido cloridrico 0,1moal/L ; e parao chumbo, solucdo aquosade
acido nitrico 1,0 mol/L.. Segundo estametodol ogia, estaextracdo &
realizada por meio de agitador magnético durante duas horas. Em
lugar deste equipamento foi utilizado um Shaker marca New
Brunswick Scientific modelo Innova 4230 a fim de evitar uma
possivel contaminacdo das amostras, quando da reutilizacdo da
barramagnética utilizada no agitador, devido adificuldade de sua
descontaminacdo. Nesta metodologia ndo esta especificado o
tempo de decantagdo das amostras apds aextracao por duashoras.
Empiricamente, verificou-se que, apdsum periodo deumahora, o
processo de decantaco eraem geral satisfatdrio paraa separacéo

das fases. Este periodo é também o recomendado pela Norma
Européia EN 71-3- 1988%. Verificou-se também, no processo de
vaidacao dametodol ogia, que o umedecimento prévio do papel de
filtro com os respectivos écidos utilizados naextragdo otimizavaa
recuperacdo dos padrdes e consegientemente a deteccdo dos
teores dos metais estudados. A determinacdo desses metais foi
efetuada por espectrofotometria de absor¢do atémicacom chama,
utilizando-se um espectrofotdmetro Perkin Elmer, moddoA Anadyst
100, nasseguintescondigBes: chamaoxidantear/acetileno, corretor
de deutério elampadas de catodo oco de chumbo, cadmio e zinco.
A leitura dos elementos foi feita nos seguintes comprimentos de
onda(A)emnm: A _,=228,8; A, =283,3; A, =2139.

Validagao Intralaboratorial do método

Paraavaliar aexatidéo foi usado o método da adigéo de
padrdo, devido & falta de materiais de referéncia certificado
mesmo no mercado internacional.

A partir de padrdes certificados de chumbo, cadmio e
zinco, foram feitas solugdes nas concentragdes apresentadas
naTabela3, asquaisforam adicionadas em vérias amostras de
corantes e pigmentos , amostras estas, representativas dos
corantes e pigmentos mais comumente empregados em
embal agens destinadas a acondicionar produtos alimenticios.

Tabela 1. Corantes e pigmentos inorganicos analisados neste estudo.

Nome Ne Colour Classificacao % Amostras Alguns Usos
Index Quimica Analisadas
Pigment Blue 29 C.l.77007 Inorganico 0¢] Papel, borracha, plasticos e
(Azul Ultramar) produtos vinilicos
Pigment White 6 C.l.77891 Inorganico 27 Papel, pléasticos, produtos
(Dioxido detitanio) vinilicos, borrachas, ceramicas
Pigment Black 7 C.l.77266 Inorganico ikl Tintas, tintas de impressao,
(Negro defumo) plésticos
OxidodeFerro:
Pigment Yellow 43 C.l.77492 Papel, borracha, plasticos e
Pigment Red 101 C.l.77491 Inorganico (03] produtos vinilicos
Pigment Brown 6 C..77499
Pigmentosde Cadmio: Borracha, Tintas deimpresséo,
Pigment Yellow 35 C.l.77205 Inorganico papel, plésticos, produtos
Pigment Red 108 C.l.77202 @ vinilicos, cerémica, vidro
Pigmentos Complexos
Inorganicos Coloridos: Inorganico oL Tintas, tintas de impresséo,
‘Pigment Brown 24 C..77310 policloretodevinilae
Pigment Yellow 53 C.l.77788 poliésteres
Pigmentos Metdlicos:
Pigment Metal 1 C..77000 Inorganico oL Tintas
(Aluminio)
Outros:
Pigment Violet 15 C.l.77077 Inorganico Tintas a base de agua e témpera,
Pigment White 18 C.l.77220 oL como cargaem borrachase
Pigment White 20 C..77019 plésticos e em adi¢do a outros
pigmentos
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Em cada uma destas amostras, foram feitas 10
repeticBes para cada uma das concentragdes, obtendo-se uma
recuperagdo médiade: 93% parao zinco; 92% parao cadmio e
80% parao chumbo.

A repetitividade do método apresentou-se adequadacom
os valores dos coeficientes de variagco de 8,1% para chumbo,
2,5% paracédmio e 3,5 % para zinco.

A faixalinear detrabalho utilizadafoi de 0,4 a2,0 mg/L

parao chumbo ede0,2a1,0 mg/L parao cadmioeozinco. Foram
escolhidas estas concentracGes, devido aos baixos niveis de
metais geralmente encontrados nas amostras de corantes e
pigmentos.

Oslimitesdedeteccdo (LD) e quantificacdo (LQ), foram
determinados usando arecomendac&o dal UPAC (International
Union of Pureand Applied Chemistry)®® ondeLD =3seLQ=

Tabela 2. Corantes e pigmentos orgéani cos analisados neste estudo.

Nome Ne Colour Classificacao % Amostras Alguns Usos
Index Quimica Analisadas

Pigment Blue15:3 C..74160 Tintas, tintas de impressao,

Pigment Green7 C.1.74260 Ftalocianina 16 borracha, papel, policloreto
de vinila e outros plasticos

Pigment Red 57:1 C.1.15850:1

Pigment Yellow 181 Cl.117r7

Pigment Red 247 C.l. 15915

Pigment Blue C.1.16088-20 Tintas, tintas de impressao,

Pigment Red 48:3 C.1.15865:3 Monoazo 10 papel, policloreto devinila,

Pigment Red 48:2 C.l.15865:2 eoutros plasticos

Pigment Red 176

Pigment Red 170

Solvent Red 27 C.1.26125

Pigment Yellow 12 C.1.21090

Pigment Yellow 14 C.1.21095

Pigment Yellow 17 C.l.21105 Tintas, tintas de impressao,

Pigment Yellow 83 C..21108 Diazo 13 papel, policloretodevinila,

Pigment Yellow 93 C.l.20034 plasticos de poliestireno e

Pigment Yellow 95 C.l.20034 poliolefinas

Pigment Yellow 180 C..20730

Pigment Red 166

Pigment Red 214

Pigment Orange 13 C.l.21110

Pigment Red 122 Tintas de impressdo,

Pigment Violet 19 C.l. 46500 Quinacridona oL plasticos vinilicos e outros
plésticos

Solvent Violet 13 C.l.60725 Resinas termopl asticas,

Solvent Violet 36 Antraguinona (0¢] poliestireno, policarbonato e

Solvent Blue 97 policloretodevinila

Outrospoaliciclicos

que ndo apresentam

grupos azo: Termopl asticos, poliestireno,

Pigment Red 149 C.l. 71137 Perilene policloretodevinilae

Pigment Red 178 C.l.71155 Perilene @ poliamida

Solvent Red 135 Perinona

Solvent Orange 60 Perinona

Outros:

Pigment Violet 13 Orgénico Tintas, tintas de

Pigment Violet C.1.51345 Oxazine (0¢] impressao, poliestireno,

Pigment Orange 64 C.l.12760 Benzimidazona polimetacrilato e

Solvent Yellow 93 Monomethine

policloretodevinila
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10s. (s = desvio padrao), calculados através do menor nivel de
concentragdo, ou sgja0,4 mg/L parao chumbo e 0,2 mg/L parao
cadmio ezinco. Foram usados os desvios obtidos nostestes de
repetitividade.

Os limites de detecgdo do método foram 0,09mg/kg,
0,02mg/kg e 0,02mg/kg e os de quantificacéo foram 0,31mg/kg,
0,05mg/kg e 0,07mg/kg para chumbo, cadmio e zinco
respectivamente. Naamostrao limite de quantificacéo deve ser
multiplicado pelo fator de diluicéo que é de 25 vezes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 407 amostras analisadas observou-se que 5%
estavam em desacordo com os limites estabelecidos pela
legidacdo em vigor (Resolucdo 105/99). Segundo estalegid acéo,
0s corantes e pigmentos ndo devem conter os elementos
analisados em quantidades superiores as concentragdes
especificadas naTabela 4.

A limitac&o restrita, presente nalegislagéo, destesmetais
em corantes e pigmentos utilizados na el aborago de embal agens
e equipamentos destinados a entrar em contato com alimentos,
visa ndo so 0s aspectos toxicolégicos, quando da ingestdo em
excesso destes metais prejudiciais a salide humana, como
também o seuimpacto ambiental.

Além disso, a presenca destes metais em emissdes ou
cinzas, quando da incineragdo de embalagens, ou na lixivia
guando a embal agem é exposta em aterros, deve ser limitadaa
fim de assegurar que tais substéncias ndo sejam liberadas no

Tabela 3. Concentragdes das solucfes padrdes adicionadas e
respectivas faixas de recuperagéo.

Elemento Concentragao Faixade
(mg/L) Recuperacdo %
04 7958
Pb 08 84,08
16 7722
02 90,07
Cd 04 90,01
08 A62
02 95,23
Zn 04 2,31
08 91,65

Tabela 4. Concentracdes de chumbo, cddmio e zinco em corantes
e pigmentos estabel ecidos pela legislacdo.

Elemento Concentracdo(mg/kg)
Chumbo (solivel enHNO, 1 mol/L) 100
Cadmio (solivel enHCI 0,1 mol/L) 100
Zinco (solivel enHCI 0,1 mol/L) 2000
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meio ambiente®*,

Dentre as amostras em desacordo, duas apresentaram-
seinsatisfatorias para cadmio com teores de 130 mg/kg e 150
mg/kg , compreendidos no intervalo de 100 a 150 mg/kg ,
conforme Figura 1; quatro para chumbo, com teores variando
de380 mg/kg a 27000 mg/kg compreendidos nosintervalosde
100 a1000 mg/kg, 1000 a 10000 mg/kg e 10000 a 30000 mg/kg,
conforme Figura2; e dezesseis parazinco com teores variando
de 2400 mg/kg a 34000 mg/kg compreendidosnosintervalosde
2000 a5000 mg/kg, 5000 a 10000 mg/kg e 10000 235000 mg/kg,
conforme Figura 3; totalizando 20 amostras, umavez que duas
delas apresentaram-se insatisfatOrias tanto para zinco quanto
para cadmio. Os teores detectados dos metais analisados, bem
como a porcentagem de aprovacao/rejei cdo de cadaum, parao
restante das amostras também encontram-se apresentados nas
Figuras1,2e3.

Foi observado que pigmentos constituidos por
polissulfetos ndo respondem as condi¢ces de ensaio
estabelecidas pela legislagdo e nem aos testes de recuperacdo
de padréo, umavez que os sulfetos de chumbo formados s séo
solUveis em &cido diluido a quente, o que ndo esta previsto
nesta metodologia. Pigmentos com estas caracteristicas seréo
objetos de estudos posteriores.

Uma vez que a Res. 105/99 esta sendo revista,
gostariamos de sugerir que as observacdes feitas no item
material e método, relacionadas a parte analitica constassem
desta revisdo a fim de proporcionar confiabilidade a esta
metodologia.

CONCLUSAO

A validacdo da metodologia pelo método de adicéo de
padréo mostrou-se ser adequada para este tipo de produto, pois

94,00%

0,50%

G
0,25%

H
1,00%
F
0,25%

0,25%

A AbaixodoLQ D 10 < Cd < 20 mg/kg
B LQ<Cd<5mgkg E 20<Cd<30mgkg
C 5<Cd < 10 mgkg F 30 < Cd < 40 mg/kg

LQ = Limite de Quantificagdo

G 40 < Cd < 50 mg/kg
H 50 < Cd < 100 mg/kg
| 100 < Cd < 150 mg/kg

Figura 1. Teores detectados de Cadmio com as respectivas porcentagens
de aprovag&o/rejeicéao.
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B
A 6,50%
71,25%
C
15,50%
1
0.25% 5,00%
0,50% 0 2(;0/ E
> o 0,
0,25% 0.50%
A AbaixodoLQ D 20<Pb<30mgkg G 100 < Pb < 1000 mg/kg
BLQ<Pb<10mgkg E 30<Pb<40mgkg H 1000 < Pb< 10000 mgkg
C 10 < Pb < 20 mgkg F 40 < Pb <100 mghkg | 10000< Pb< 30000 mg/kg
LQ =Limitede Quantificacdo

A AbaixodoLQ E20<Zn<50mgkg | 1000 < Zn < 2000 mg/kg
B LQ<Zn<5mgkg F50<Zn<100mgkg J 2000 < Zn < 5000 mgkg
C 5<Zn<10mgkg G 100<Zn<500mgkg L 5000 < Zn< 10000 mgkg
D 10<Zn< 20 mgkg H 500<Zn<1000mgkg M 10000<Zn< 35000 mg/kg
LQ=LimitedeQuantificagdo

1,00% 2,00%
2,50%

1,00%

Figura 2. Teores detectados de chumbo com as respectivas porcentagens
de aprovagao/rejeicéo.

os resultados obtidos estavam dentro da faixa percentual
esperada.

Mesmo com aalta porcentagem de amostras satisfatérias
paraostrés metais analisados, verificou-se que entre os 5% de
amostras em desacordo foram detectados teores extremamente
acima daqueles estipulados pela legislacdo, o que justifica o
controle continuo que deve ser feito em corantes e pigmentos
utilizados na elaborac@o de embalagens e equipamentos
destinados aentrar em contato com alimentos. Salienta-seainda,
gueeste controle deve ser ampliado paraquantificacdo de outros
metais além dos que foram objetos deste estudo.
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RESUMO

Estetrabalho teve por objetivo estudar o comportamento de 6leo de milho em frituras descontinuas, afim
de sedeterminar ateragbesfisico-quimicas do dleo durante 0 processo. Os experimentos foram conduzidos
com frituras de batatas fati adas em recipientes com rel agbes superficie/volume de dleo (S/V) 0,5e 1,0 cn1?,
submetido em diferentes tempos, a temperatura de 180°C. Para cada relacdo superficie/volume, foram
efetuadas 15 frituras em interval o de 30 minutos, por periodo total de 7,5 horas, com retirada de amostras
de 6leo apos cada fritura. Para a avaliag@o da degradacdo foram utilizadas as seguintes determinagdes
analiticas: acidos graxos livres (%, expressos em acido oléico), indice de perdxidos (meg/kg), indice de
refracéo (a40°C), indice deiodo (g 1,/100 g) e compostos polares totais (%). Os resultados obtidos das
determinacBes analiticas foram submetidos a andlise de variancia, empregando um esquema fatorial, no
delineamento inteiramente casual, e teste Tukey de médias. O teor de acidos graxos livres aumentou com
otempo defritura, evidenciando o desenvolvimento dereagBes hidroliticas paraambas asrel agdes superficie/
volume. No entanto, osval ores maximos de 0,28% e 0,39%, respectivamentepararelacoes SV 0,5e1,0cnm?,
nao ultrapassaram os limites estabel ecidos por regulamentos internacionais. Os resultados obtidos parao
indice de per6xidos apresentaram oscil agdes entre os diversostratamentos submetidos. Osval ores maximos
paraeste parametro foram 19,04 e 12,19 meg/kg paraS/V 0,5 e 1,0 cm?, respectivamente. Parao indicede
refracdo, os resultados mostraram aumento gradativo com o tempo de fritura, para as duas condi¢des da
relagdo S/V. Osval oresméximos obtidosforam respectivamente de 1,4670 e 1,4675 paraS/V 0,5e1,0cm™.
Os maiores valores encontrados para o0 teor de compostos polares totais foram de 26,00 e 42,45%,
respectivamente, paraS/V 0,5 e 1,0 cm. Osval ores obtidos para os compostos polarestotaisparaS/V 1,0
cm! apresentaram condicoes insatisfatdrias apos 5,5 horas de uso, de acordo com padrfes estabel ecidos
em regulamentosinternacionais; por outro lado, paraS/V 0,5 cm®, 0 6leo de milho apresentou 20,64% de
compostos polares. Com base nos resultados obtidos, concluiu-se que arelagdo S/V e o tempo de fritura
influenciaram na qualidade final do 6leo de milho submetido asfrituras de batatas.

Palavras-Chave. 6leo demilho, frituras, batatasfritas.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the functioning of corn oil during discontinuous frying
processes in order to determine physical-chemical alterations. Sliced potatoes were fried establishing a
devicesurface/ oil volumeratio (S/V) of 0.5and 1.0cm™ ; at 180°C, and at diverselengthsof fryingtime.
Fifteen frying processes were conducted for each surface/volume ratio, with intervals of 30 min among
them, for total period of time of 7.5 hours, and collecting oil samples after every process. In order to
evaluatethe oil degradation the following analytical determinationswere used in duplicate: freefatty acids
(%, expressed in oleic acid), peroxide val ue (meg/kg), refraction value (under 40°C), iodineindex (g1,/100g),
and total polar compounds (%). Theresults obtai ned from these analytical determinationswere submitted
to analysis of variance using a factorial scheme, in completely randomized statistical design , and the
Tukey test. The free fatty acidsincreased proportionally with the length of frying time, evidencing the
development of hydrolytic reactionsfor both surface/volumeratios. Neverthel ess, the maximum val ues of
0.28% and 0.39%, for 0.5 and 1.0 cm'%, respectively have not exceeded the limits established by international
rules. The results obtained for the peroxide index have shown values oscillations among the varied
treatments. Maximum values for this parameter were 19.04 and 12.12 meg/kg for S/'V 0.5 and 1.0 cm?,
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respectively. Asfor therefraction index, results have shown agradual increase with thetime of frying, for
both conditionsof SV ratio. The maximum values obtained were 1.4670 and 1.4675for S/V 0.5and 1.0 cnr
1, respectively. The greatest valuesfound for the amount of total polar compoundswere 26.00 and 42.45%
for SV 0.5and 1.0cm'?, respectively. Thevauesof total polar compounds obtained for S/V 1.0 cmrt have
shown unsatisfactory conditions after processing time of 5.5 hours, according to international standards,
withregardsto SV 0.5 cm'?, thetotal polar compoundswere 20.64% for the corn oil. According to the data
obtained in the present study, it has been concluded that the SV ratio and the length of frying time have
influenced the final quality of corn ail used for frying potatoes.

Key Words. cornoil, frying, fried potatoes.

INTRODUCAO

O processo de fritura para a producéo de alimentos
vem ganhando grande popularidade nas mais diversas faixas
sociaisde nosso pais. Por ser um produto relativamente barato
edefécil obtengéo, os 6leos de origem vegetal proporcionam
um meio rapido de preparo de alimentos, 0 que vem setornando
fator primordial para a vida moderna, principal mente em
grandes centros urbanos. Este processo de preparo de
alimentos é muito comum sob o ponto de vista comercial,
principalmente em restaurantes tipo fast food®. Os produtos
fritos possuem grande aceitagdo por pessoas de todas as
idades, o que contribuiu para um importante aumento no
consumo destes, em escala mundial®’.

Apesar dos avangos tecnol6gicos, existem muitos
estabel ecimentos que utilizam 6leos em frituras de forma
inadequada, ou sgja, sem a preocupagdo com as caracteristicas
gue estes podem adquirir ao longo do processo. Muitas vezes,
tal prética é realizada com o objetivo de reduzir custos com o
consumo de 6leo, ou entdo, por falta de informacfes mais
especificas.

O exposto anteriormente ndo € somente observado em
nivel comercial. A utilizagdo domésticado 6leo € muitasvezes,
conduzidadeformaerrénea. A principal dificuldade nestes casos
édeterminar qual o momento mais adequado em que é necessario
realizar o descarte do mesmo. Freqlientemente, estaavaliacdo é
feita de forma muito subjetiva, através de observactes de
formag&o de espumas, fumaga, cor e odor. N&o existe, ainda, um
método prético para identificar com seguranga 0 momento
adequado para o descarte de 6leos utilizados para frituras®2°.
Por isso, muitos estudos tém se concentrado na andlise dos
constituintes dos mais diversos 6leos e de suas alteragdes, bem
como a determinacdo do tempo em que estes devem ser
descartados, buscando sempre fornecer ao consumidor um
produto mais seguro a salde*?.

Muitas vezes, o 6leo é submetido a condigbes de
manipulag&o muito intensas, o que acaba induzindo o mesmo
a mudangas em sua composicéo, alterando drasticamente a
sua qualidade®. Estas alteragoes, provenientes de reacdes de
degradac@o, afetam as propriedades sensoriais, nutritivas e
funcionaisdo alimento frito e, em Gltimo grau, poderesultar na
formacdo de compostos prejudiciais a saiude®!?. Entre estas
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condic¢les, pode-se citar as altas temperaturas que séo
geralmente empregadas nos processos de fritura, e que
provocam alteragfes térmicas nos constituintes do 6leo; a
umidade, proveniente da &gua existente nos alimentos
submetidos afriturae que produzem as alteracGes hidroliticas;
e por fim, 0 oxigénio, que sedispersano interior do 6leo através
de sua superficie, que permanece em contato direto com o ar
atmosférico, provocando alteragdes oxidativas’*. Segundo
Tyagi e Vasishtha®, existem evidéncias de que 6leos altamente
oxidados e aquecidos podem possuir algumas propriedades
carcinogénicas devido a formacdo de substancias
potencialmente téxicas.

Otempo defrituraédefundamenta importancia, umavez
que este determinard o periodo que o 6leo estaraem contato com
estes agentes de degradacdo. Quanto maior for este tempo de
contato, certamente maiores serdo osniveis dedegradacdo. Além
disso, arelacéo existente entre o volume e a &rea de contato do
6leo com aatmosfera, geralmente estabel ecidapel o recipientede
fritura utilizado, permite a obtenc&o de diferentes niveis de
oxidaggo. Pequeno volume egrande &reasuperficia proporcionam
maiores alteracBes em virtude damaior vel ocidade dasreactes e
do contato intenso do 6leo com o oxigénio atmosférico. Estaéa
situagdo tipica caseira, onde em recipientes como frigideiras sdo
adicionadas pequenas quantidades de 6leo. No entanto, em
estabel ecimentos comerciais sdo utilizados recipientes que
comportam maioresvolumesde 6leo, como fritadeiraselétricase
tachos de fritura. Outros fatores que certamente interferem na
intensidade destas alteracGes sdo as proprias caracteristicas
quimicas de cada 6leo, como por exemplo, o grau deinsaturagéo
que seus &cidos graxos majoritarios apresentam*°,

Considerando a importancia das frituras com 6leos
vegetais nos hdhitosalimentares atuai's, afinalidade deste estudo
foi conhecer o comportamento do 6leo de milho em frituras
domeésticas, utilizando sucessivas frituras de batatas.

MATERIAL E METODOS

Processo de fritura
Foram utilizados, para os ensai os de fritura descontinua
de batatas, 6leo de milho adquirido junto ao comércio local.
Para o 6leo em questdo foram realizados dois
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procedimentos de fritura em recipiente de aluminio contendo
0,5e1,0litrodedleo, com relagbes superficie/volume (S/V) 1,0e
0,5 cm, respectivamente. A temperatura empregada foi, em
média, 180°C.

As batatas foram descascadas, cortadas em fatias (cerca
de 0,3 cm de espessura), submersas em agua até o momento da
fritura, escorridas e pesadas antes e apos cada processo defritura.

Quinze lotes de batatas com aproximadamente 100
gramas foram fritos, para cada procedimento de fritura, por
periodo de5 minutos. Paracadaloteforam empregadosinterval os
de 25 minutos entre cada operacéo de fritura. Para cada
procedimento, o éleo foi aquecido por periodo total de 7,5 horas,
sem nenhuma reposi ¢c&o.

Antes de dar inicio aos ensaios de fritura, o 6leo foi
submetido a aquecimento por 10 minutos, para o
estabel ecimento do controle de temperatura. Apos afriturade
cada lote de batatas, amostras de 6leo foram retiradas em
diferentesintervalosdetempo (0,5; 1,5; 2,5; 3,5;4,5; 55, 6,5 e
7,5 horas) e, em seguida, foram estocadas em congelador a
temperatura de-18°C.

Métodos analiticos

« Acidos graxos livres, expressos em &cido oléico (%),
conforme método proposto pelaAOCS

+ Indice de peroxidos, expressos em miliequivalentes de
oxigénio ativo por kg de 6leo, conforme método anterior?.

« indice de refragéo, determinado a 40°C de acordo com o
mesmo método?, mediante uso de Refratdmetro de Abbé.

+ indice de iodo, expresso em gramas de iodo absorvido por
100 gramas de amostra, conforme o método recomendado
pelaAOCS-

» Compostos polares totais, expressosem porcentagem de area,
obtidos mediante cromatografiaem coluna, conforme o método
proposto por Waltking e Wessels?*® com uma peguena
modificacdo: o uso de hexano:éter etilico na proporgéo 90:10,
aoinvésde87:13, paraproduzir umamelhor separacéo dafracéo
n&o polar’®.

e Composicdo em acidos graxos, expressaem porcentagem
de &rea, determinadaatravés de cromatografiaem fase gasosa
utilizando-se cromatégrafo HP 5890 com detector de
ionizagdo de chama, colunadesilicafundidaBPX70, 50 mde
comprimento, 0,25 mm de di@metro interno, temperatura
programada entre 160-230°C, taxa de 2°C/min, hidrogénio
como gés de arraste, usando como referéncia ésteres
metilicos de &cidos graxos (FAME) da Sigmae Merck para
identificagdo. Os ésteres metilicos foram preparados com
metilato de sodio™.

Anadlise estatistica

O experimentofoi realizado em esquemafatoria 2x8 com
duasrelagdes S/V (0,5 e 1,0 cm?) e oito tempos de fritura (0,5;
15;25; 35;4,5;5,5; 6,5e7,5horas), no ddineamentointeiramente
casualizado. Osresultados obtidos das determinagdes analiti cas,
em duplicatas, foram submetidos a andlise de variancia e as
diferencas entre as médias foram testadas a 1 e 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey?, através do programa
ESTAT - SistemaparaAnalises Estatisticas (v. 2.0).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas fisico-quimicas
do dleo de milhoinicial, onde pode-se verificar que os valores
paraacidosgraxoslivres, indice de peroxidos, indice derefracao,
indice de iodo e viscosidade encontram-se dentro dos limites
estabelecidos pela L egislacéo Brasileira para o 6leo de milho
refinado®. Observa-se também que afracéo polar encontradafoi
de 3,2%. De acordo com Masson et a .8, 6leos que apresentam
valores abaixo de 5% de compostos polares totais possuem
boas caracteristicas iniciais devido as poucas ateraces que
sdo obtidas durante o processo de refinacéo do 6leo.

Com relacdo a composicéao de acidos graxos, a
porcentagem total de &cidospoliinsaturados (C18:2n6 + C18:3n3)
foi de 52,9%, enquanto que as porcentagens de &cido graxo

Tabela 1. devarianciaparaas determinagdes de &cidos graxoslivres (AGL ), indice de peroxidos (1P), indice derefracéo (IR), indice

deiodo (I1) e compostos polarestotais (CPT).

Caracteristicas*

Acidosgraxoslivres (acido oléico %) 0,13
indice de per6xidos (meg/kg) 09
indice derefracéo 1,4655
indicedeiodo (g1,100 g) 12007
Compostos polares totais (%) 32
Composicao em &cidos graxos (% de érea)

Acido palmitico (C16:0) 120

Acido estedrico (C18:0) 29

Acidooléco (C18:1n9) R2

Acidolinoléico (C18:2n6) 522

Acidolinolénico (C18:3n3) 07

* Valores obtidos da média de duas determinacoes.
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monoinsaturado (C18:1n9) e acidos graxos saturados (C16:0 +
C18:0) foram de 32,2 e 14,9%, respectivamente.

Apesar da quantidade de &cido linolénico (C18:3n3)
mostrar-seinferior a2%, valor este considerado limite por alguns
paises como Bélgica, Chile e Franca, para 6leos vegetais
utilizadosem frituras, aquantidade em &cido linoléco (C18:2n6)
superou mais da metade da quantidade de &cidos graxostotais.
Tais dados demonstram ainstabilidade térmica e oxidativaque
0 6leo de milho possui em virtude da alta quantidade de acidos
graxosinsaturados. Também explicam osresultados encontrados
por Takeoka et al.* e Shen et al., que relacionam o 6leo de
milho como instével a processos de fritura devido a sua ata
insaturagdo. O interessante, no entanto, € observar que a maior
parte desta insaturacéo € proveniente do acido linoléico, que
apresentaduas duplasligaces, ao contrario do acido linolénico,
gue mesmo com um grau maior de insaturagdo que o anterior,
com trés duplas ligacGes em sua cadeia carbdnica, possui uma

participacdo muito pequena na composic¢éo do 6leo.

A Tabela 2 apresenta a andlise de variancia para as
determinacdes de &cidos graxos livres, indice de peroxidos,
indice de refragéo, indice de iodo e compostos polares totais,
utilizando-se os valores obtidos ao longo do periodo de
aquecimento de 7,5 horas, paraasrelagdes S/V 0,5e1,0cm™.

Como observado naTabela 2, o teste F foi significativo
para os efeitos principais (p < 0,01 e p < 0,05) em todas as
determinacBes. Asinteragdes entre os fatores S/V x Tempos de
frituraforam significativas para acidos graxos livres, indice de
peroxidos e compostos polares totais (p < 0,01) e indice de
refracdo (p < 0,05) eforam ndo significativas paraindice deiodo
(p>0,05). Sendo assim, foi necessario proceder o desdobramento
dainteracdo S/V x Tempos de fritura para os dados de acidos
graxoslivres, indicede peroxidos, indice derefrago e compostos
polarestotais, cujosresultados dos testes de médias encontram-
senaTabela3.

Tabela 2. Andlise devarianciaparaas determinagdes de &cidosgraxoslivres (AGL), indice de peroxidos (IP), indicederefracdo (IR),

indicedeiodo (I1) e compostos polarestotais (CPT).

Causas de Variagdo GL. Quadrados Médios

AGL P IR Il CPT
NV 1 0,0012 331,4669” 0,1653" 1363,3337" 65,7518™
Temposdefritura 7 0,0175" 7,1868" 1,0332" 54,9817 319,1625™
SV x Temposdefritura 7 0,0021" 10,3366 0,0367 12,3577 33,0848
Residuo 16 0,0002 02732 00116 46770 14322
Desvio-Padréo 00158 05227 0,1075 2,1626 1,1968
Coef. deVariagdo (%) 751 424 001 192 6,37

1 Dadosoriginais multiplicados por 103,
s Nao significativo (p > 0,05);

" Significativo (p < 0,05);

** Significativo (p<0,01).

Tabela 3. Desdobramento dainteracdo S/V x Tempos defriturapara os dados de &cidos graxoslivres, indice de perxidos, indice de
refrac8o e compostos polares totais.

SV (cm?) Temposdefritura (horas)
05 15 25 35 45 55 65 75

Acidosgraxoslivres (acido oléico %)

05 0,16% 0,17 0,17 0,21 0,17 0,224 0,28% 0,28%®

10 0,12 0,174 0,18% 0,18% 0,19 0,24 0,28" 0,39%
Indice de peréxidos (meg/kg)

05 9,08® 1219® 11,24® 8,290 8,18 9,33% 6,99 7,59

10 15,59>4 16,30 15,200 11,60 14,10 14,37 19,04% 18,18*
Indicederefracéo

05 1,4657% 1,4659% 1,4662% 1,4663* 1,4665% 1,4667%A 1,4669 14670

10 1,4657 1,4662% 1,4661% 1,4664% 1,46664 1,4669P 14670 1,4675%
Compostos polares totais (%)

05 7,80% 11,16% 10,944 18,54 20,5204 20,645 23,328 26,00

10 6,65 9,75%A 13,30% 15,60® 20,80 24,80 28,50 42,454

a, b, c... (linha) - em cada SV, médias de tempo de fritura seguidas de mesmaletraminiscula, ndo diferem entre si pelo testede Tukey (p > 0,05)
A, B (coluna) - em cadatempo defritura, médias de S/V seguidas de mesmaletramaitscula, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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Tabela 4. Média dos fatores para os dados de indice de iodo.

Fatores Indice delodo (g iodo/100 g)
SV (cm)
05 119,222
10 106,17
Tempos defritura (horas)
05 115232
15 116,407
25 112,63*
35 116,08
45 11545
55 109,51~
65 109,75~
75 106,52

a, b, ¢ - para cada fator, médias seguidas de mesma letra, ndo
diferem entre si pelo teste Tukey (p > 0,05).

De acordo com a Tabela 3, os &cidos graxos livres
aumentaram com o tempo de fritura, indicando o
desenvolvimento de reagdes hidroliticas paraambas asrel agdes
superficie/volume. A formacéo de &cidos graxos livres é
proveniente da degradagdo dos trigliceridios e estes
componentes também fazem parte dos compostos polarestotais.
Deacordo com Melton et al %, os &cidos graxoslivres podem se
degradar formando componentes volateis, bem como outros
ndo volateis. Portanto, estes compostos podem ser perdidos
via vaporizag8o. Além disso, esta andlise € muito dependente
do tipo de dleo utilizado e da forma de fritura conduzida. No
entanto, aavaliagéo dos &cidos graxoslivres € muito importante
para a compreensdo da degradacéo de um éleo defritura.

A porcentagem de &cidos graxos livres no fina do
processo, para S/V 0,5 cnr?, foi equivalente a 0,28%. Este
resultado esta abaixo dos limites recomendados por alguns
pesquisadores’?. A mesma tendéncia pdde ser observada para
asfriturasrealizadascom S/V 1,0 cnr?, onde o val or encontrado
referente ao Ultimo tempo de friturafoi de 0,39 % (Tabela 3).
Ainda, em relacdo as SV estudadas, verifica-se que apenas 0s
temposdefritura0,5e7,5horasdiferiram entres, tendo arelagéo
SV 1,0 cmr? apresentado maior valor ao final do processo de
fritura

De acordo com as legislages existentes, estes valores
finais encontram-se dentro dos limites estabelecidos por
diversos paises. Geramente, esteslimitesvariam entre 2 e 2,5%.
Mesmo assim, 0 6leo de milho apresentou val ores abaixo destes
limitesao final dos experimentos.

Em relagéo aos resultados apresentados na Tabela 3,
verifica-se que os indices de peroxidos para os diferentestempos
de frituras apresentaram comportamento instével, os quais
decresceram devido, provavelmente, a formagdo de compostos
volateis como aldeidos e cetonas. Este comportamento foi
semelhante ao encontrado por alguns autores, justificado pela
formacao destes compostos apartir dos hidroperdxidos’#°16, Nas
temperaturas utilizadas no processo defritura, oshidroperdxidos
se decompdem rapi damente dando origem aprodutos secundarios
de oxidacao (trienas, aldeidos, cetonas)®®. Quanto asrelagoes S/
V dentro de cadatempo defritura, verifica-seque diferiram entre
si, tendo a relagdo S/V 1,0 cm? apresentado maiores valores
durante todo o processo de fritura. De acordo com a Tabela 3,
ap6s 7,5 horas de fritura, o éleo de milho atingiu valor de 18,18
meg/kg, sendo que o valor méximo encontrado durante 0 processo
foi de 19,04 meg/kg, ocorrido apds 6,5 horasdefritura.

A determinacdo do indice de refracdo € um método
utilizado paraobservar aformacéo de compostos de maior peso
molecular formados durante o processo de fritura. Estes
compostos sdo denominados polimeros e sao oriundos de
reacOes entretrigliceridios degradados por reacGes térmicas ou
oxidativas®. Os resultados destas andlises mostram aumento
com o tempo de fritura, paraambas as relagcdes S/V utilizadas.
Observa-seaindapelaTabela3 que, emrelacdo as SV dentro de
cadatempo defritura, nostemposdefritura0,5, 2,5, 3,5, 4,5, 5,5
e6,5horasas S/V néo diferiram estatisticamenteentresi.

De acordo com a Tabela 2, observa-se que ndo houve
interacdo significativaparao indice deiodo, o queindicaque os
fatores S/V e Tempos de fritura agem de modo independente
sobreele.

A Tabela 4 apresenta as médias obtidas para indice de
iodo e, emrelacdo as SV, verificasepelaTabela2 que o teste F
foi significativo (p < 0,01). Logo, as duas relagdes S/V
apresentam diferencas quanto ao indice de iodo, sendo a SV
1,0cm* ade menor valor. Paraostempos defritura, observa-se
pelaTabela2, que o teste F também foi significativo (p < 0,01).

Tabela 5. Coeficientesde correlagéo linear (r) entretemposdefritura(x) e determinagdesfisico-quimicas (y) paraasrelacdesS/V 0,5

e1,0 cm! e as correspondentes equacoes lineares.

DeterminagBes S\V=05cm? S\V=10cm?
R Equacéo r Equacéo
AGL 0,88 y=0,14+0,02x 091" y=0,09+0,03x
IP -0,69¢ 0,39
IR 0,99 y=1,47+0,19x 0,98~ y=1,47+0,29x
Il -0,91" y=12388-1,16x -0,66™
CPT 097" y=6,92+2,61x 096" y=1,94+457x

AGL: &cidos graxoslivres; | P: indice de peroxidos; IR: indice derefracao; I1: indice deiodo; CPT: compostos polarestotais;

s ndo significativo (p > 0,05); ™ testesignificativo (p<0,01).
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Ent&o, os tempos de fritura apresentam diferencgas no indice de
iodo. PelaTabela4, verifica-se que houve reducdo no indice de
iodo com o tempo de fritura. De acordo com o teste de Tukey
paraas médias de tempos de fritura, verificou-se que os tempos
defritura0,5, 1,5, 3,5e4,5horasndo diferiramentresi, 0 mesmo
acontecendo com os tempos de fritura5,5 € 6,5 horas.

O indice de iodo, diferentemente das demais andlises
realizadas neste estudo, apresentou comportamento decrescente
ao transcorrer asoperacOesdefrituraparaambasasrelacbes SV.
A suadiminuicgo ocorre devido as diversas reacGes degradativas
como polimerizagdo, ciclizago e oxidacdo, que quebram asduplas
ligagBes disponiveis nos &cidos graxos. Portanto, o indice de
iodo € um método que permite avaliar como o caréater
poliinsaturado de um 6leo pode contribuir paraas alteragGes no
mesmo.

Os resultados obtidos por meio daandlise de compostos
polares totais fornecem dados suficientemente reais sobre a
degradagéo sofridapor um éleo vegetal durante um processo de
fritura. No caso do 6leo de milho, aformacéo destes compostos
foi crescente com o tempo de fritura (Tabela 3). Este aumento
gradativo foi semelhante ao encontrado por Melton et a.*°, onde
ajudtificativa se baseia naformagdo de compostos oriundos da
degradacéo dostrigliceridios.

Pela Tabela 3 observa-se para ambas as relacdes S/V,
que os valores de compostos polares totais aumentaram ao
longo do tempo de fritura. Em se tratando da S/V 0,5 cm?, os
tempos de fritura 0,5, 1,5 e 2,5 horas ndo diferiram
significativamente, 0 mesmo acontecendo com os tempos de
fritura4,5e5,5 horas. Ja, paraarelagcdo S/V 1,0cm’, duranteo
processo de fritura, todos os valores para compostos polares
totaisdiferiram entresi.

Ainda, com respeito asrelagbes SV usadas neste estudo,
verifica-se apartir do tempo defritura5,5 horasque SV 1,0 cm?
apresenta maiores alteragcbes em comparagdo a S/V 0,5 cm.
Conforme a Tabela 3, nostempos defritura3,5, 5,5, 6,5e7,5
horas asrelagbes S/V diferiram estatisticamente entre si e que
no tempo de fritura 7,5 horas, a S/V 1,0 cm™ apresentou
alteracéo, cujo valor foi de 1,6 vezes maior do obtido com a
SV 0,5cm?,

O 6leo de milho com relagdo S/V 0,5 cmr? apresentou
valores de compostos polarestotaisacimado limite estabel ecido
para descarte de 6leos de fritura no tempo 7,5 horas, enquanto
queparaS/V 1,0cm?, apresentou val ores acimade 25% apartir
de5,5horas.

A Tabela5 apresenta os coeficientes de correlagdo linear
entre o tempo de fritura e as determinacGes fisico-quimicas
realizadas no 6éleo de milho refinado utilizado atemperaturade
180°C. Observa-se que o 6leo de milho refinado apresentou
melhores coeficientes de correlagdo entre o tempo de fritura
com compostos polarestotais (0, 97 €0,96) e indice derefracéo
(0,99€0,98), paraasrelagdes SV 0,5e 1,0 cm?, respectivamente.
Para o indice de peréxidos com o tempo defritura, observou-se
que as correlagdes ndo foram significativas para ambas as
relacbes S/V.
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CONCLUSOES

O ¢leo de milho com relagdo S/V 1,0 cm't apresentou
mai ores alteracGes quando comparado com S/V 0,5cm’™.,

De acordo com os resultados obtidos pelas andlises
efetuadas no 6leo de milho submetido a frituras de batatas,
observou-se que este 6leo sofreu alteragGes ao longo do tempo
defritura.

Considerando o limite de descarte para 6leos defriturade
25% de compostos polares totais, 0 6leo de milho apresentou
valores acima deste limite ao final do processo de fritura, para
ambasasrelagdes SV, devendo ser descartado no tempo defritura
7,5horasparaS/'V 0,5cmteapartir de5,5horasparaSVv 1,0cm™,
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RESUMO.

Para a determinacéo de metais sdo freqUentemente utilizadas as solugdes-padréo de ata concentracéo
(1000 mg/L) de diferentesions metalicos. A geragdo de residuos contendo esses ions acaba sendo inevitavel
e um correto gerenciamento desses residuos € necessério afim de se prevenir e reduzir os riscos a salide
humana e ao meio ambiente. No procedimento proposto os ions Hg(l1), Pb(ll) e Cd(Il), contidos em
solugBes acidas, foram co-precipitadoscom ions Fe(111) 0,20 mol/L em pH 8,5. Apbsafiltracdo, ofiltradofoi
seco ao ar e o sdlido foi moido e misturado a uma mistura de cimento/areia (3:1). O procedimento, que
consistiu naimobilizagcdo dos metais pesados, permitiu que o residuo pudesse ter um encaminhamento a
um aterro de forma segura e eficiente, quanto a preservacéo da salide publica e do meio ambiente.
Palavras-Chave. metaistoxicos, imobilizagio demetais, co-preci pitagdo com Fe(OH),,, descarte delaboratorio.

ABSTRACT

The use of high concentrated standard solutions for the determination of metals has been one of themain
reasons for the production of hazardous wastes containing heavy metalsin laboratories. To eliminate the
environmental problems associated with hazardous waste disposal acorrect waste management has been
required. In the proposed procedure acid solutions containing metalsasHg(11), Pb(I1), Cd(11) weretreated
with 0.1 mol/L Fe(l11) at pH 8.5. The precipitate containing the toxic metals was dried and mixed with
cement/sand (3:1). In this procedure, fixation agents react with heavy metals to form a stable and no
harmful product that will not leach out in acid solutions, permitting its disposal in anon-hazardous way.

Key Words. heavy metal's, immobilization of metals, adsorption on Fe(OH),,, Iaboratory wastes.

INTRODUCAO

Dentre os diversos ensaios realizados pelo Instituto
Adolfo Lutz, a Se¢do de Equipamentos Especializados da
Divisdo de Bromatologia e Quimica é responsavel pela
determinagcdo de metais em diversas matrizes, como agua,
alimentose material biol 6gico. Paraaexecucdo dessas andlises
s80 utilizadas solucBes-padréo de alta concentracdo de diversos
ions metalicos, dentre eles Hg, Pb e Cd. Assim, a geragdo de
residuos contendo esses metais € inevitavel. Em virtude da
crescente contaminagdo ambiental decorrente da disposi¢éo
inadequada de residuos perigosos no Brasil, existe uma
preocupacéo em tratar esses residuos previamente a sua
disposicéofinal.

Considerando os riscos que a manipulagéo de residuos

pode acarretar a sallde humana e ao meio ambiente, aAgéncia
Nacional de VigilanciaSanitéria, ANVISA, publicou em 25/02/
2003 a Resolugdo RDC ne 33, que dispde sobre o regulamento
técnico para o gerenciamento de residuos de servicos de sallide,
gue incluem os residuos gerados em laboratério. Segundo esta
resolucdo, os residuos que contém os metais pesados devem
ser encaminhados aum aterro sanitario industrial pararesiduos
perigosos ou submetidos a tratamento de acordo com as
orientagdes do 6rgdo local de meio ambiente. Entretanto, no
Brasil ndo existe até o presente umaregulamentagdo especifica
para o tratamento de residuos de laborat6rio. A escolhado tipo
de tratamento para o residuo depende de fatores como custo e
operacéo.

Segundo Lindqvist* umafonte significativa de emissdo
de metais pesados no ar é a incineragéo de residuos. Uma
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alternativaparacontornar este problemaseriaaseparagéo prévia
desses ions metdlicos evitando, portanto o seu lancamento na
atmosfera.

Varios sdo os métodos de disposicdo de residuos,
podendo-se citar: incineragao, imobilizacédo’, aterro e
armazenamento subterraneo. Quase todos esses métodos
necessitam de um pré-tratamento, cujo objetivo é aredugéo no
volume e da concentragdo dos residuos, de tal forma que esses
residuos possam ser estocados ou dispostos sem afetar 0 meio
ambiente®. O pré-tratamento envolve a utilizaggo de processos
quimicos ou biol 6gicos para alterar aformados contaminantes
metdlicos, reduzindo assim suamobilidade e/ou toxicidade®.

A tecnologiadeimobilizagdo comumente empregadapara
tratar osresiduos perigosos consi ste nafixacao do residuo toxico
em certos materiais, como o cimento, formando uma massa
solida. O uso do cimento como material ligantefoi originalmente
empregado na década de 50 a fim de tratar residuos nucleares.
Desde ent&o muitasformulagdesforam desenvolvidas de acordo
com o tipo de residuo, caracteristicas dos metais pesados a
serem descartados, etc. Como resultado, a utilizacgo de cimento
juntamente com outros materiaisligantes, como acal virgem ou
aargilafoi enfocadaem trabalhos que mostraram asuaaplicacéo
no processo de imobilizagdo®.

O método convenciona detratar residuos que contenham
metais consiste na sua precipitagdo. Normalmente os metais
pesados encontram-se dissolvidos em meio &cido e podem
precipitar en meio alcalino, como hidréxidos ou sais bésicos.
Assim, aelevacdo do pH de umasolucéo contendo metais deve
propiciar a sua precipitacdo. As particulas geradas na
precipitacdo podem ser pequenas e ficam em suspensdo como
coléides que geram forgas repulsivas e impedem a agregacéo,
exigindo aadicéo de coagul antes quimicos paragarantir aeficacia
do processo de separacdo dos ions metalicos por preci pitacao®.
Um precipitante quimico bastante utilizado é o cloreto deferro
(1) por possuir area de adsor¢éo bastante elevada? = °.

O objetivo deste trabalho foi propor um procedimento
simples para separar os ions metalicos toxicos (Hg, Pb, Cd)
contidos nos residuos gerados em laboratorio.

MATERIAL E METODOS

Material
Hidréxido de sédio, grau comercial
Cloreto deferro (I11), grau comercial
Sulfato deferro (I11), grau comercial
Papel indicador universal
Papel defiltro qualitativo

Procedimento

O procedimento descrito a seguir deve ser realizado em
local com sistemade exaustao, umavez que se estamanuseando
soluces acidas.

Cercade8litrosdo residuo de descarte foram colocados

em um recipiente plastico de grande capacidade (15 L). Foi

adicionado sulfato (ou cloreto) deferro (111) solido, detal forma
gue a concentracdo da solucdo final ficasse em torno de 0,10 —
0,12 mol/L emferro (I11). O pH destasolucéo foi gjustado a8,5,
adicionando-se hidroxido de sddio solido. Esta solugdo foi

agitada por 3 minutos e deixada em repouso por 15 horas, até
queo hidréxido deferro coloidal sedimentasse. ApGs essetempo,
asolucéofoi filtradaem papel defiltro qualitativo. Ofiltrado foi

entdo neutralizado e descartado.

O precipitado recolhido foi seco ao ar, moido e adicionado
aumamisturade cimento e areia (proporgdo 3:1). A proporgdo
do residuo sdlido moido em relagéio amisturadecimento eareia
foi de1:10.

Ap0s asecagem compl eta damisturade cimento estafoi
disposta em aterro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A primeira etapa do processo para a imobilizagdo dos
fons metalicos consistiu na separacgdo desses ions por adsorgao
em precipitado de hidroxido de ferro (111). A elevada area de
adsorcéo do hidroxido de ferro (111) permite que os hidréxidos
deHg(ll), Cd (I1) ePb (1) sgjam adsorvidos sobre ele.

A precipitacéo de Fe(OH), em pH 8,5 € ideal para a
adsorcéo dos hidréxidos dos metais pesados, pois nesse pH
ocorre a neutralizagéo do coldide do Fe(OH), no seu ponto
isoel étrico, ocorrendo a aglutinagéo das particulas de Fe(OH),
com consequiente precipitagdo. Apesar do Fe(OH), comegar a
precipitar em pH 3,0, boa parte do mesmo permanece no estado
coloidal na precipitacdo com pH entre 3,0 € 8,0. Assim, em pH
abaixo de 8,5 ndo ha certeza da adsorcéo total dos hidréxidos
dos metais toxicos sobre o Fe(OH),, pois grande parte do
Fe(OH), permanece no estado coloidal, sem aglutinagéo. A
precipitacdo do hidroxido deferro, que durou cercade 15 horas,
pode ser agilizada com uso de aquecimento. Neste caso uma
ebulicdo de 2 horas seriam suficientes para precipitar
quantitativamente o Fe(OH)..

Estudos previamente realizados mostraram gque solucdes
contendo Fe (111) naconcentragdo de 0,1 mol/L eHg (I1), Cd (I1)
e Pb (Il) com concentraco de 20 mg/L cada uma, com a
subsequiente precipitacéo de hidroxido deferro (111) em pH 8,5,
resultaram em concentragBes desses ions téxicos na solucdo
filtrada abaixo de 2 %g/L. Estas concentracfes foram
determinadas utilizando-se a técnica de voltametria de
redissolucdo anddica (stripping).

O tratamento do cimento seco com &cido acético a 3%
néo provocou a sol ubilizagdo dos ions metdlicos imobilizados,
0 gue garante que a chuva &cida ndo tem efeito sobre a re-
dissolucdo destes metais.

Uma outra forma de separacéo dos ions metdlicos seria
por precipitacdo destes com o uso de gas sulfidrico. O gés
sulfidrico, aquente, precipitaquantitativamente, em meio acido,
os sulfetos de mercurio, cadmio e chumbo. Em virtude da
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insal ubridade gerada em laboratorio pela manipulagéo de H,S,
este procedimento foi descartado™®. Uma precipitacéio dos metais
em quest&o, em meio alcalino, com Na,S n&o € recomendavel
pois ocorre a formagdo dos sulfetos em suspensdo coloidal,
misturados aos hidréxidos de Hg, Cd e Pb, o quetornaafiltragdo
extremamente dificultada

Outra vantagem do procedimento proposto é a
possibilidade de utilizagcdo de reagentes de grau comercial, que
minimizam o custo do |aborat6rio na aplicagéo deste processo.

Este procedimento é aplicavel a imobilizacdo de ions
mercurio na forma inorganica. Assim, se 0 mercUrio estiver na
forma organica, como metil-merclrio ou dimetil-mercirio, haa
necessidade de se adicionar primeiramente permanganato de
potéssio slido e, aseguir, aplicar o procedimento descrito. ions
permanganato oxidam o cloreto de metil-mercirio e o dimetil-
mercUrio, emmeio &cido.

CONCLUSAO

O procedimento proposto é de fécil operacao e utiliza
reagentes de baixo custo. Além disso, é umaboaalternativaa
utilizac8o do gas sulfidrico para separacéo dos ions metalicos.

O processo realizado permitiu que o residuo de descarte
apos esse tratamento pudesse ter um encaminhamento seguro,
de forma €ficiente visando a protegéo e preservacdo da salde
publica, dos recursos naturais e do meio ambiente.
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RESUMO

Os objetivos foram determinar os niveis de alteracéo de 58 amostras de 6leos e gorduras utilizadas em
processos de fritura de estabel ecimentos comerciais, e avaliar aconfiabilidade dos seguintes testes rapidos:
ensaio de Perevalov, Oil Test, Monitor de Gordura3M e ensaio de Sol ubilidade em Acetona-Metanol . Para
isto, foram empregados os métodos anal iticos de determinacdo de compostos polares totais e de &cidos
graxos livres, e em estudo comparativo com estes métodos, foram aplicados os testes rapidos acima
mencionados. O conjunto de reagentes de Oil Test e 0 Monitor de Gordura 3M foram adquiridos
comercialmente e osoutros doisforam realizados com reagentes preparados no laboratorio. Das 58 amostras
analisadas, foram encontrados 20,7% e 15,5% com teores de compostos polares e acidos graxos livres,
respectivamente, superiores aoslimites estabel ecidos em | egislagdesinternacionais para 6l eos e gorduras
de fritura. J& os testes rapidos apresentaram resultados corretos em 67,2% para o ensaio de Perevalov;
87,9% quando utilizado o kit Oil Test; 75,9% para o Monitor de Gordura 3M e 62,1% para o ensaio de
Solubilidade, quando comparados com o limite estabel ecido paracompostos polarestotais. O Oil Test foi
0 que apresentou melhor coeficiente de correlacio com o teor de compostos polarestotais (0,86) e menor
ocorréncia de resultados falsos (12,1%), quando comparado com os testes de Perevalov e Monitor de
Gordura3M.

Palavras-Chave. testesrapidos, 6leos e gorduras, fritura, controle de qualidade.

ABSTRACT

The objectives were to determine the level of alteration of 58 fats and oils samples used from frying
processesin commercial establishments, and to study thereliability of thefollowing rapid tests. Pereval ov
assay, Oil Test, Fat Monitor 3M, and Solubility assay in Ketone-M ethanol. To accomplish this study, some
methodologies have been employed, such as: the determination of total polar compounds and the
determination of freefatty acids. In aparallel comparative study, the rapid testswere carried out. Oil Test
and Fat Monitor 3M assays purchased from the local market, and Perevalov assay and Solubility test in
Ketone-Methanol were prepared in our laboratory. Among the 58 analyzed samples, 20.7% and 15.5%
resulted in concentrations of total polar compounds and of free fatty-acids, respectively, abovethe limits
established for fatsand oilsfor frying purposes. Therapid tests have shown the following rate of accurate
results: 67.2% on Pereval ov assay; 87.9% on Oil Test kit; 75.9% on Fat Monitor 3M assay; and 62.1% on
Solubility assay, when compared with thelimit established for total polar compounds. Oil Test demonstrated
the best correlation coefficient regarding the total polar compounds (0.86%) , and it has also presented a
minor occurrence of false results (12.1%) when compared with Perevalov assay and Fat Monitor 3M.
Key Words. rapid tests, fats and oils, frying process, quality control.
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INTRODUCAO

Diversostiposdeaimentos sfo fritosem diferentestiposde
06leo, em variadas condigdes de operacéo e variostiposdefritadeira
A juncdo detodasessasvariavei sdeterminaataxaem queasreagies
de degradacdo ocorrem, impossibilitando encontrar um método
andlitico que sgaeficiente em qualquer processo defriturd’.

A eficiénciado controle de quaidade dos éleosempregados
em frituras reside na existéncia de métodos analiticos objetivos e
compativeiscom as necessidades do analistaou do usuario. Varios
s30 os métodos analiticos oficiais utilizados em laboratério que
podem avaliar aqualidade dos 6leos defritura, sendo osdoismais
recomendados i nternacionalmente por legidaco: adeterminacdo
de compostos polares totais e a determinacdo de substéncias de
polimerizacdo®. Todavia, 0 setor de preparacéo de produtos fritos
deconsumo imediato e osrestaurantes necessitam de provasrépidas
queavaliam, eficazmente, aqualidade do 6leo em uso, jaque estes
locais ndo dispdem de condigdes existentes em um laboratério de
andlise e também pela constante modificagéo dadteracéo do dleo
emfrituras.

Além disso, os critérios normamente utilizados por tais
estabel ecimentos para descartar os 6leos como cor, formacao de
espuma, tempo de uso e mau aspecto dos produtos fritos ndo séo
suficientes paracaracterizar o 6leo como inadequado parao uso™.

Nestes estabelecimentos, podem ocorrer abusos
involuntarios nareutilizacdo do 6leo devido afaltade correlagéo
entre estes critérios e a porcentagem de compostos polares,
gue sdo substancias provenientes da alteracéo que pode ocorrer
em 6leos e gorduras submetidos a processos de fritura’.

Um fator relevante que deve ser levado em consideracéo
seria a introducdo de testes rapidos de controle, que sédo
realizados in situ tanto pelo usuario como pelos servicos de
inspecdo sanitaria, que podem ser de grande utilidade para
verificar emelhorar aqualidade dos 6leos defritura.

Em buscade solugGes para estes problemas, variostestes
répidos foram desenvolvidos e estdo sendo comercializados
trazendo meios mais ageis e menos subjetivos de controlar a
reutilizag8o do 6leo defritura.

Um Ultimo aspecto a ser considerado seriaacapacidade
destes testes em substituir os métodos oficiais onde néo hagjaa
infra-estruturade um laboratério.

Estetrabalho teve como objetivos determinar osniveisde
alteracdo de 6leos e gorduras em diversos estabel ecimentos
comerciaiseverificar aconfiabilidade de quatro testesrapidos. o
kit Oil Test eo Monitor de Gordura3M, adquiridoscomercia mente,
0 ensaio de Perevalov e o teste de Solubilidade em Acetona-
Metanol, realizados com reagentes preparados em laboratério.

MATERIAL E METODOS
Amostras

Foram coletadas 58 amostras de 6leos e gorduras de
frituras em estabel ecimentos comerciais como: barracasefeiras
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livres, cadeias de fast food, lanchonetes e pastelarias,
restaurantes e cozinhas industriais, de diferentes pontos da
cidade de S&o José do Rio Preto-SP, sendo umaamostrade cada
estabel ecimento.

As amostras foram coletadas durante o processo, ou
Sgja, se encontravam em uso. Depois de coletadas, as amostras
foram conservadas em freezer em frascos de vidro de cor &mbar
a temperatura aproximada de —20°C, sendo descongeladas
imediatamente antes de serem analisadas.

Determinacdes analiticas

Ensaio de Perevalov. E aprovarapidacléssicarealizada
noslaborat6rios como método de discriminagéo entre amostras
com alto e baixo nivel de alteracdo®. O procedimento préatico
consisteemmisturar 1,5 mL de 6leo €/ou gorduraem 3,5mL de
uma mistura a 2% de NaOH em alcool benzilico e n-propanol
(1:3), agitando ligeiramenteamistura. A seguir, adiciona-se 0,11
mL de umasolucdo a0,1% de azul de bromotimol em dioxano,
que contém 1% de quanti dades equimol ares de trietanolaminae
acido acético glacial. Depois de agitar a mistura, observa-se a
coloragéo que aparece nos primeiros 2 minutos. A evolucéo da
cor esta diretamente relacionada com o estado de oxidagdo do
6leo e/ou gordura e permite ter umaimpressao rapidado nivel
de alteracdo da amostra, ou seja, a base deste ensaio é a
modificacdo dacor de um indicador redox quando aquantidade
de compostos de oxidacéo é aumentada. As cores apresentadas,
apos areacado, correspondem aclassificacdo dada ao estado em
que o 6leo se encontra, segundo umaescalade cores, conforme
Tabelal.

Ensaio kit Oil Test. O kit Qil Test trata-se de um teste
rapido colorimétrico que esta sendo comercializado no mercado
brasileiro pelaPolicontrol em parceriacom o Ndcleo deAplicacdo
eTecnologiaemAlimentacdo (NATA), paramonitorar aqualidade
de dleos ou gorduras de fritura em restaurantes, lanchonetes,
pastelarias, etc. Seu principio se baseia na avaliacéo das
alteracOes da acidez e na formagdo de peréxidos, de modo
conjunto. O kit consta de trés reativos: os reativos 1 e 2 sdo
misturados em um tubo, a seguir adiciona-se o 6leo quente,
agita-se e adiciona-se 0 reativo 3 e repete-se a agitagdo. Apos
trés minutos de repouso, acor obtidaé comparadacom aescaa
de cores que indica o nivel de alteracdo da amostra de dleo
(Tabelal).

Monitor de Gordura 3M. O Monitor de Gordura 3M,
produto distribuido por 3M do Brasil Ltda., € uma fita de papel
com quatro faixasazuis numeradas, que mudam dacor azul parao
amarelo a medida que a concentracdo de &cidos graxos livres
aumentano meio defritura(Tabela1). E usado mergulhando-sea
fita de papel, ndo toxico, dentro da gordura a temperatura do
processo, até que todas as quatro faixas azuis estejam submersas.

A Tabela 1 indica as mudancas de cores caracteristicas
das trés provas colorimétricas utilizadas, com indicagdo dos
valores correspondentes ao descarte da amostra.

Ensaio de Solubilidade em Acetona-Metanol. Trata-se
de um ensaio simples baseado na baixa solubilidade dos
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Tabela 1. Escalaparaaavaliagdo dacor nos ensai os col orimétricos.

Perevalov Oil Test Monitor de Gordura3Mm
FaixasAmarelas A.GL. (%)

1.Azul 1.Azul 1 2

2.Azul-verde 2.Azul-verde 2 35*

3. Verde-azul 3. Verde* 3 55

4. Verde* 4. Verde-oliva 4 7

5. Verde-oliva

6.Oliva

7. Olivacmarrom
8.Marrom-avermelhado

A.GL.: AcidosGraxosLivres
* Valor apartir do qual deve ser descartada a amostra.

compostos de polimerizacdo namisturaacetona-metanol (90:10)
abaixatemperatura®®. O procedimento consiste em pesar 1 grama
deamostraedissolvé-laem 20 mL de solucéo acetona-metanol,
agitar e deixar por 12 horas em baixatemperatura (4 - 6°C). O
aparecimento de um precipitado amarelo corresponde a
compostos de polimerizag&o eindicaanecess dade de descartar
0 6leo.

Determinacéo quantitativa dos compostos polares
totais. A determinacdo de compostos polares totais, mediante
cromatografiaem coluna, foi obtidaconforme o método proposto
Dobarganes et al.5.

Determinagéo de &cidos graxos livres. A porcentagem
deécidosgraxoslivresfoi expressaem acido oléico. Foi utilizado
ométodoAOCS Cd 3d-63 (1993)".

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela2 apresenta os resultados obtidos paraos quatro
testes rapidos e para as porcentagens de compostos polares e
de &cidos graxoslivres.

Conforme revisdo de leis e regulamentagdes adotadas
por alguns paises, realizadapor Firestoneet al.5, amaioriadeles
adotaas seguinteslimitacdes: 1—2,5% paraécidosgraxoslivres
€24 —27% paracompostos polarestotais. Neste trabalho foram
adotadas como limitactes 1% e 25% para&cidos graxoslivrese
compostos polares totais, respectivamente.

Pela Tabela 2, observa-se que 12 (20,7%) amostras se
encontraram acimado limite paracompostos polarese 9 (15,5%)
apresentaram teores de acidos graxos livres acima de 1%,
totalizando 16 (27,6%) amostras com pelo menos um parametro
em desacordo com os limites adotados para o presente estudo.
Por outro lado, os resultados indicam que 42 (72,4%) das
amostras se encontravam em condi¢des de serem reutilizadas.

A Tabela 3 apresenta valores para compostos polares
totais, obtidos através do método da lUPAC (1982)°, em 6leos
de fritura de diversos paises. Estes valores mostram
porcentagens maiores de amostras com valores de compostos

polares acima de 25% comparadas a obtida neste trabalho
(20,7%).

Em trabalho similar, Dobarganes e Méarquez-Ruiz?
estudaram a validade de métodos rapidos para substitui¢do da
determinac@o de compostos polares por métodos rapidos,
também verificaram que estes métodos ndo estéo isentos de
erros. Segundo estes mesmos autores, os resultados falsos
podem ser de doistipos:

a— Resultados fal sos negativos, representados pelaletra
a. O teste falso negativo indica que ndo é necessario descartar
0 6leo ou a gordura, mas a porcentagem de compostos polares
€ maior que 25%. Neste caso, 0 usuario estaria consumindo
6leo em desacordo por estar acimado limite recomendado.

b — Resultados fal sos positivos, representados pelaletra
b. A prova falsa positiva indica que é necessario descartar o
6leo, mas a porcentagem de compostos polares se encontra
abaixo de 25%. Napratica, o usuario estariadescartando 0 6leo
gue ainda poderia ser utilizado.

A Tabela 4 apresenta os valores obtidos de compostos
polares em funcéo dostestes rdpidos, evidenciando o nimero e
as porcentagens de amostras nas diferentes condigdes e nivels
de alteragBes reveladas através das provas rapidas.

Os resultados mostraram que, em média, os valores
obtidos mediante as provas rapidas aumentaram deformadireta
com a quantidade de compostos polares. Das 58 amostras
analisadas, deveriam ser descartadas: 53,4% pelo teste de
Perevalov; 25,9% pelo kit Oil Test; 62,0% pelo Monitor de
Gordura3M . E das40 amostras analisadas, 35,0% deveriam ser
descartadas pelo teste de Solubilidade.

E importante destacar que o Monitor de Gordura 3M
associa a degradacéo da gordura com a concentragéo de
acidosgraxoslivres. E, segundo Paul e Mittal'?, muitasvezes,
concentracdes baixas de acidos graxoslivres pode significar
gue o dleo esteja em estado avancado de degradacéo e que
0s acidos graxos que porventura tenham se formado num
estagioinicial de quebradagordura, por hidrélise, jatenham
sido oxidados em estagi os posteriores, com areutilizacéo do
oleo.
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Tabela 2. Resultados obtidos de testes rapidos, de determinages de compostos polares e &cidos graxos livres para as 58 amostras
de 6leos e gorduras de fritura.

Amostras Perevalov* Oil Test* 3M** Solubilidade C.PT. (%) A.GL. (%)
1 1 1 0 - 5,40 0,11
2 1 1 0 - 751 0,11
3 4 3 la + 35,83 0,38
4 5 3 la + 37,99 0,39
5 2 2 1 TG 6,40 0,22
6 5 3 la + 31,50 0,39
7 6b 3b 4b +b 21,77 4,49
8 2 2 0 TG 11,55 0,33
9 2 1 1 - 6,00 0,19
10 4b 2 1 - 24,22 0,57
11 1 1 0 - 10,18 0,17
12 4b 2 1 - 22,47 0,49
13 6b 3b 1 - 20,95 0,43
14 6 4 2 + 45,69 1,40
15 4b 2 0 15,82 0,30
16 1 1 0 - 11,73 0,20
17 1 1 0 - 11,70 0,19
18 1 1 0 - 11,74 0,26
19 2 1 1 - 12,31 0,37
20 2 1 0 - 10,19 0,25
21 4b 2 0 - 10,68 0,32
22 2 1 0 TG 5,26 0,35
23 1 1 0 - 7,30 0,17
24 1 1 0 - 7,02 0,21
25 5b 3b 1 - 22,40 0,65
26 4b 2 1 - 14,10 0,47
27 5b 2 2b TG 18,87 2,21
28 4b 2 2b TG 15,14 1,48
29 4b 3b 3b TG 20,98 3,39
30 4b 1 0 TG 6,44 0,20
31 1 1 0 TG 5,26 0,17
32 3 2 0 TG 12,34 0,35
33 4b 2 1 +b 13,10 0,59
34 4b 3b 1 TG 20,73 0,59
35 6 4 2 + 34,25 1,50
36 6 4 2 + 31,14 3,33
37 2 1 1 TG 6,90 0,34
38 4b 2 1 - 18,16 0,51
39 4 3 la + 25,82 0,55

40 4b 2 1 +b 22,78 0,46
41 1 1 0 - 8,26 0,17
42 2 2 1 TG 3,91 0,44
43 3 1 1 TG 9,40 0,34
44 1 1 1 - 6,56 0,38
45 2 1 2b TG 11,05 0,22
46 4b 2 1 TG 19,75 0,34
47 4 3 la + 25,30 0,45
48 4 2a la -a 31,83 0,42
49 2 1 0 TG 11,20 0,28
50 1 1 0 TG 6,85 0,20
51 1 1 0 - 8,77 0,17
52 4b 2 1 TG 17,26 0,30
53 4b 2 2b - 20,98 0,59
54 1 1 0 - 5,00 0,17
55 2 1 0 - 12,37 0,37
56 4 2a la + 27,36 0,55
57 5 3 la + 35,81 1,38
58 6 4 2 + 38,01 1,59

* Ndmero correspondente acor observada; ** NUmero defaixasamarelas, C.PT.: Compostos Polares Totais; A.GL.: Acidos GrassosLivres; TG:
Precipitado contendo trigliceridios saturados; +: Resultado positivo; -: Resultado negativo; a: Falso negativo; b: Falso positivo.
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A fim de analisar a confiabilidade deste teste foi
estabel ecido val or méximo de 1% paraacidos graxoslivres, por
ser o limite mais rigoroso adotado pela legislagdo de alguns
paises para 6leos de fritura*®.

A Tabela 5 gpresenta uma avaliacdo da confiabilidade das
provas répidas utilizadas onde se encontram os ndmeros de
resultados corretos, de falsos positivos e de falsos negativos com
suas respectivas porcentagens. Como se pode observar, foram
obtidas as seguintes porcentagens de resultados corretos: 67,2%
parao ensaio de Perevalov; 87,9% utilizando o kit Oil Test; 75,9%
parao Monitor deGordura3M e62,1% parao ensaio de Solubilidade.

Os resultados obtidos indicaram que, com relaco aos
erros, os fal sos positivos foram os mais encontrados. O ensaio
de Perevalov apresentou 32,8% de resultados fal sos positivos
efoi 0 que apresentou amaior porcentagem de resultadosfal sos
(32,8%). Osensaioscom o kit Oil Test, Monitor de Gordura3M
e Solubilidade apresentaram 8,6%; 10,3% e 5,2% de resultados
falsos positivos, respectivamente.

Com relagéo aaplicacdo dostestes utilizados, o teste de
Solubilidade estalimitado aos 6leos que contenham trigliceridios
insol iveis na mistura de solventes (acetona-metanol) e que se
precipitam atemperaturade4 - 6°C.

Tabela 3. Resultados comparativos de compostos polares totais com estudos similares realizados por varios autores.

Autores N° de Amostras C.PT. (%) Min.—Max. AmostrasC.PT. >25%
Croonet al.® 100 1-55 33(38,0)
Gertz¢ 125 58-57,7 44(35,2)
Sebédio et al.*® 3l 8,2-54,6 15(48,4)
Dobarganese Méarquez-Ruiz* 174 31-614 60(34,5)
Skrokki® 20 7,7-558 12(60,0)

C.PT.: Compostos Polares Totais.

Os valores entre parénteses sao porcentagens sobre o total de amostras analisadas.

Tabela 4. Valores, em porcentagem, de compostos polares correl acionados com os testes rapidos utilizados.

Testes Rapidos N° de Amostras** Valor Médio Vaor Minimo Vaor Maximo Desvio Padrao
Perevalov
1. Azul 14(24,1) 81 50 ny7 24
2.Azul-verde 11(19,0) 88 39 124 31
3. Verde-azul 2(35) 109 94 123 21
4. Verde (Troe) 20(34,5 181 64 3538 80
5. Verde-oliva 5(8,6) 23 189 30 835
6.Oliva 6(10,3) 320 218 457 96
Oil Test
1.Azul 24(41,4) 55 50 24 25
2.Azul-verde 19(32,7) 172 39 318 70
3. Verde (Troc) 11(19,0) 272 207 380 68
4. Verde-dliva

4(6,9) 373 311 457 6,3
Monitor 3aM®
0 22(37,9 92 50 158 30
1.(20) 26(44,8) 200 39 380 100
2. (3,5) (Troea) 8(138) 269 10 457 122
3.(55) 1(1,7) - - - -
4.(7,0) 1(1,7) - - - -
Solubilidade*
- (negativo) 26(65,0) 125 50 242 59
+ (positivo) 14(35,0) 311 131 457 81

** Valores entre parénteses representam a porcentagem em relagao ao total de amostras analisadas.
* 18 amostras ndo puderam ser analisadas por conter trigliceridios que precipitaram atemperatura do teste.
@ NUmero de faixas amarel as observadas e entre parénteses o valor obtido, em porcentagem, de &cidos graxos livres.
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Tabela 5. Avaliag&o da confiabilidade dos testes répidos utilizados.

Tota Perevalov Oil Test Monitor 3M Solubilidade*
58(100) 58(100) 58(100) 58(100)
Resultados Corretos 39(67,2) 51(87,9) 44(75)9) 36(62,1)
CP>25% 12(20,7) 10(17,2 4(6,9) 11(19,0)
CP<25% 27(46,5) 41(70,7) 40(69,0) 25(43,1)
Resultados Falsos 19(32,8) 7(122) 14(24,1) 4(6,9)
C.P>25% (falso-) 0(0,0 2(35) 8(138) 1(1,7)
C.P<25% (faso+) 19(32,8) 5(8,6) 6(10,3) 3(52)

Os vaores entre parénteses sdo porcentagens sobre o total de amostras analisadas.
* 18 amostras ndo puderam ser avaliadas por conter trigliceridios que se precipitaram atemperaturado ensaio.

C.P: Compostos Polares.

Tabela 6. Resultados fal sos obtidos para diferentes faixas de val ores, em porcentagem, de compostos polares.

Resultados Falsos Perevalov Oil Test Monitor 3M Solubilidade
Totais 19(32,8) 7(12,2) 14(24,1) 4(6,9)
CP<20% 10(17,3) 0 35,2 1(1,7)
20%<C.P<25% 9(155) 5(8,7) 3(5,2) 2(35)
25%<C.P<30% 0 1(1,7) 35,2 0
C.P>30% 0 1(1,7) 5(8,6) 1(1,7)

Os vaores entre parénteses sdo porcentagens sobre o total de amostras analisadas.

C.P: Compostos Polares.

Do total de 58 amostras analisadas observa-se, na
Tabela 2, que 18 (31,0%) amostras continham trigliceridios
saturados que precipitaram com os polimeros, nédo tendo sido
possivel deduzir nenhuma conclusédo. Isto significa que o
teste ndo seriaindicado para aplicac8o em estabel ecimentos
que utilizem gorduras parafritar ou que introduzam no banho
de fritura produtos pré-fritos em gorduras saturadas que,
durante o processo de fritura, sdo diluidas no banho. Em
estudos anteriores®*!** foram encontrados resultados
semel hantes.

Os testes colorimétricos apresentam a desvantagem de
sofrer interferéncia da cor, principalmente quando produtos
pigmentados sdo fritos nos 6leos e ou gorduras, ocorrendo a
solubilizac&o de pigmentos dos alimentos para o 6leo durante o
processo de fritura. Freqlientemente, tais compostos ndo estao
relacionados com a ateracdo do dleo, podendo interferir nos
resultados obtidos com estes testes™.

Na Tabela 6, encontra-se a distribui¢do dos erros em
diferentes intervalos de concentragdo de compostos polares.
Os resultados indicam o nimero total de resultados falsos
obtidos para os quatro testes rapidos e, entre parénteses suas
porcentagens sobre o total de amostras analisadas.

O ensaio de Perevalov apresentou maior ocorréncia de
resultados falsos para amostras que continham teor de
compostos polares totai s abaixo de 20% e nenhuma ocorréncia
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de resultados falsos para amostras com teores de compostos
polares acimade 25%.

O kit Oil Test mostrou maior ocorréncia de resultados
falsosnointervalo de 20 a 25%.

Ja, o Monitor de Gordura 3M, apresentou porcentagem
deerrosdistribuidaem todasasfaixas, masaincidénciamaior foi
para a faixa acima de 30% de compostos polares. Isto se deveu,
provavel mente, ao fato de que acimade 25% de compostos polares
os &cidos graxos livres poderiam ter se oxidado.

Quanto a distribuicdo dos erros para o teste de
Solubilidade, observou-se uma maior concentracéo de
resultados falsos para o intervalo de 20 a 25% de compostos
polares.

Os coeficientes de correl agéo entre os métodos anal iticos
tradicionais utilizados e ostestes rapidos podem ser observados
naTabela?.

Em geral, foram encontradas boas correlacdes entre os
testes rapidos e a determinacdo de compostos polares. Os
mel hores coeficientes de correl agéo foram obtidos entre ostestes
dePerevalov ekit Oil Test com compostos polares, cujosvalores
encontradosforam 0,81 e 0,86, respectivamente.

Com relagdo ao Monitor de Gordura 3M, observou-se
bons coeficientes de correlagdo com a porcentagem de
compostospolares (0,74) e com aporcentagem de &cidos graxos
livres(0,72).
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Tabela 7. Coeficientesde correl agdo entre os métodos anal iticos
e 0s testes rgpidos.

Compostos Polares  Acidos Graxos

Totais Livres
Perevalov 081 059
Oil Test 086 058
Monitor 3M 0,74 0,72
Solubilidade 0,75 053

Valor similar de coeficiente de correlagdo foi encontrado
entre o teste de Solubilidade e compostos polares (0,75).

A literatura consultada**'4 e este trabalho mostram boas
correlacOes entre 0s ensaios rapidos e o método padréo de
compostos polares demonstrando ser os métodos rapidos muito
adequados para o controle de qualidade de alimentos fritos no
setor de restaurantes e de producdo de alimentos para consumo
imediato.

Pérez-Camino et a.* encontraram um bom coeficientede
correlac&o entre a porcentagem de compostos polares e prova
de Perevalov (0,89) ressaltando suaimportancia como medida
de utilidade para controlar a qualidade do 6leo ou gordura
durante 0 uso.

Em resumo, pode-seconduir queaindaéinevitavel umnimero
minimo de erros nestes testes rgpidos. Porém, com a utilizacdo
conjunta de dois ou mais testes rgpidos como ensaio de Perevalov,
kit Oil Tet, ensaio de SolubilidadeeMonitor 3M, seconseguiriauma
melhoria na qualidade dos 6leos ou gorduras de frituras.

Segundo Gonzalez-Quijano e Dobarganes®, o emprego
de provas rapidas na avaliacéo de 6leos e gorduras de fritura é
Gtil, pois permite conclusdes mais rapidas com relagdo ao
momento em que é necessario descartar o 6leo, além de tornar
possivel 0 seu uso por pessoa ndo especializado (donas de
casa, usuarios de fritadeiras de restaurantes, lanchonetes,
pastelarias, etc).

Visto ndo existir umalegidagdo no Brasil, emnivel federd,
gue estabeleca os niveis maximos de alterages em 6leos e
gordurasdefritura, aaplicacao de testes col orimétricos rapidos,
como o kit Oil Test ou 0 Monitor de Gordura3M, seriaum bom
Comego para que as autori dades competentes se conscientizem
da necessidade de estabel ecer Normas e Padrfes de Qualidade
para 6leos e gorduras de fritura.

CONCLUSOES

OKkit Oil Test foi 0 que apresentou melhor coeficiente de
correlacdo com o teor de compostos polarestotai s (0,86) e menor
ocorrénciaderesultadosfal sos (12,1%), quando comparado com
0s testes de Perevalov e Monitor de Gordura 3M, sendo,
portanto, 0 mais recomendado.

A aplicagéo dos testes répidos poderia ser recomendada
Nn&o sO por usuérios de processos de frituras descontinuos, como
também pelos Servigos de Inspegdo Sanitaria o que contribuiria
paradecidir o momento mais adequado para se descartar 0 6leo.

Mesmo que um certo nimero de resultados fal sos néo
possa ainda ser evitado, o uso das, pelo menos, duas provas
rapidas comerciais poderia proporcionar uma melhoria na
qualidade dos 6leos de fritura de pequenos estabel ecimentos
como barracas e feiras livres, lanchonetes, pastelarias,
restaurantes e cozinhas industriais, que n&o dispdem de uma
estruturalaboratorial.

Do total de amostras analisadas, 20,7% encontraram-se
acima do limite para compostos polares totais e 15,5%
apresentaram teores de acidos graxos livres acima de 1%.
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RESUMO

O objetivo destetrabalho foi avaliar, segundo os parémetrosindicadores do tempo de descarte, os atributos
dequalidade sensorial em funcéo daestabilidade do 6leo de soja(OS) e dagordura parcial mente hidrogenada
de soja (GPHS) no processo de fritura de batatas. Os testes sensoriais constaram da ordenagéo da cor do
OS, da GPHS e das batatas e de escalas de categoria para avaliar a qualidade global e a intensidade de
oxidagéo do odor do OS e GPHS e do odor e sabor das batatas, em tempos defrituravariaveis. Considerou-
se 100 horas como tempo total de processamento de fritura, com temperaturaa 180°C + 5. Os resultados
sensoriais revelaram escurecimento da cor do OS e da GPHS e odor moderadamente oxidado, com o
aumento do tempo defritura. Verificou-se amesmatendénciaparao odor e sabor oxidado dasamostrasde
batatas fritas. Nao houve diferenca significativa na qualidade sensoria do odor e sabor das batatas fritas
emOSeGPHS,

Palavras-Chave. batata frita, 6leo de soja, gordura parcia mente hidrogenada de soja; andlise sensorial;

oxidag&o.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the sensory quality attributes regarding soy oil (SO), and partialy
hydrogenated soy fat (PHSF) stability in potato frying process, according to theindicative discarding time
parameters. The sensory testing included SO, PHSF, and French fries colour ranking, as well as the
category scalesto evaluate global quality and oxidation intensity of odor in SO and PHSF, and French fries
odor and flavor, exhibited at different length of frying time. Thetotal time of processing was 100 hours at
temperature controlled to 180°C +5. Sensory resultsrevealed colour darkening in both SO and PHSF, and
also amoderate oxidation odor in proportion to the increasing of frying time. The same tendency toward
both oxidized odor and oxidized flavour in French fries samples was observed. No significant difference
was observed in odor and flavour sensory quality in French fries prepared either in SO or PHSF.

Key Words. french fries, soy ail, partially hydrogenated soy fat, sensory analysis, oxidation.
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INTRODUCAO

O processo defriturageraaimentos com texturacrocante
eriquezade aroma e sabor. A atracdo pelos produtos fritos tem
sido universal e desfrutados por diferentes grupos culturais®.

A qualidade do alimento pode ser influenciada pelos
aminoacidos, proteinas, carboidratos, promovendo as reacles
sensoriais humanas em relacdo aos atributos de cor, textura,
odor e sabor. A utilizagdo de dleos e gorduras na fritura de
alimentostambém influenciaaqualidade dos mesmos. De certa
forma, pode-se observar que quando abatata é fritaem tipos de
Oleos varidveis, 0 sabor ndo se altera se 0s mesmos sao frescos
e se as batatas sdo consumidas logo apds a fritura.

As mudangas fisicas e quimicas que ocorrem nos 6leos
e gorduras de fritura alteram tanto as suas caracteristicas
sensoriais quanto dos alimentos por eles processados. Entre as
mudangas fisicas estdo: o escurecimento, o aumento da
viscosidade, a diminuicdo do ponto de fumaga e aformacdo de
espuma. As alteragBes quimicas podem ser resumidas em trés
tipos diferentes de reacdo: os 6leos e gorduras podem hidrolisar
eformar &cidosgraxoslivres, monoacilglicerol ediacilglicerol e
ou podem oxidar e formar peréxidos, hidroperéxidos, dienos
conjugados, &cidos graxostrans, epdxidos, hidroxidos e cetonas
e também compostos ciclicos e triacilgliceréis diméricos e
poliméricos®12,

A andlise sensorial é muito utilizada para avaliar as
transformag6es que comprometem a qualidade dos aimentos.
Elaédefundamental importanciadentro daciéncia, datecnologia
e nos estudos de mercado de inimeros produtos alimenticios®.

Ostestes sensoriais, que utilizam os érgéos dos sentidos
humanos como “instrumentos” de medida, sdo incluidos como
garantia de qualidade por ser esta medida multidimensional
integrada e possuir vantagens como avaliar a aceitabilidade de
consumidores. Alguns instrumentos sdo efetivos em detectar o
surgimento de problemas no processamento e armazenamento
de alimentos, entretanto, muitas vezes sdo incapazes de medir
alteracOes perceptivei s que afetam as caracteristicas sensoriai .

A visdo éfundamental naandlise sensorial, poisatravés
delasfo obtidas as primeirasimpressdes com rel agdo aaparéncia
do produto, principalmente a coloragdo. O consumidor espera
gue determinado alimento tenha sua cor caracteristica e reluta
em consumir quando ha mudancga natonalidade ou intensidade
da coloragéo do alimento comumente consumido. Na sensacéo
olfativa pode ocorrer mascaramento de um odor pelo outro;
percepcao de um Unico odor resultante da mistura de odores;
percepcao de varios odores separadamente e, ainda, aadaptacéo
ao odor apos certo tempo de exposicdo do individuo, neste
caso, com dificuldades para percebé-lo e descrevé-10?.

Os testes de discriminagdo sdo muito utilizados para
comparar diversas amostras e verificar se diferem
estatisticamente entre si em relagcdo adeterminado atributo. Para
participar dos testes os julgadores devem apresentar boa
acuidade sensorial e serem orientados quanto ao tipo de produto,
familiarizando-se com o0 mesmo e com o tipo de teste. E

interessante utilizar testes rapidos de comparagdo, como o de
ordenacao da cor. No entanto, €importante frisar que o teste de
ordenacdo néo of erece a possibilidade de quantificar o grau de
diferenca entre as amostras'*.

O teste de escala de categoria revela a variagdo de um
determinado atributo sensorial entre as diversas amostras
analisadas, determinando o grau de diferenca entre elas’. Na
escala, os pontos devem ser equidistantes a fim de permitir
analise estatistica por métodos paramétricos, sendo o nimero
de categorias gjustado com a extensdo da variacdo a ser
encontrada nos produtos®.

O objetivo do trabalho foi avaliar atributos de qualidade
sensorial de 6leo de soja (OS) e gordura parcialmente
hidrogenada de soja (GPHS) em funcéo daestabilidadefisicae
quimica ocorrida durante a fritura de batata palito, segundo
parametrosindicadores do tempo de descarte, através dostestes
de ordenacgdo para cor e escalas de categoria para qualidade
global e intensidade de oxidagdo do odor e do sabor.

MATERIAL E METODOS

O processo de fritura das batatas foi conduzido no
Laboratorio de L ipidesdo Departamento deAlimentose Nutricéo
Experimental da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sao Paulo. O 6leo de soja(OS) damarcalisae
agordura parcialmente hidrogenada de soja (GPHS) damarca
Frygill foram cedidos pelaempresa Cargill AgricolaS.A., Sdo
Paulo. Asbatatas palito pré-fritas congel adas damarcaMcCain,
foram cedidas pelaDistribuidora Pratigel Industriae Comércio
deAlimentosLtda, S&0 Paulo.

Na operacao de fritura em laboratério utilizou-se uma
fritadeirael étricadamarca Fritanella-Walitacom capacidade de
5L. Otempo total defriturafoi de 100 horas com temperatura
controladaa180°C + 5°C, correspondendo 50 horasem OS e 50
horas em GPHS. O processo foi conduzido durante 10 dias, 5
horas por dia. A cada hora foram realizadas duas frituras com
duracéo de 4 minutos cada, totalizando 100 operacBes defritura
em 50 horas de processamento. A quantidade de batata a cada
fritura correspondeu a 10% de 6leo ou gordura, totalizando no
final de 50 horas defritura, 2310g de batatasfritas em cadameio
defritura

A cada 10 horasdefrituraefetuou-se afiltragem do OSe
da GPHS, com a utilizagdo de papel defiltro e bomba a véacuo.
Cercade 300 mL de OSe GPHSforam coletados, acondicionados
em vidro ambar com nitrogénio e armazenados em freezer a—
18°C, para a sequiéncia das andlises. Em seguida, o volume do
meio defriturafoi controlado com 10% de reposi¢do em relacdo
aovolumefinal.

Andlises sensoriais das amostras de batata frita, 6leo de
soja (OS) e gordura parcia mente hidrogenada de soja (GPHS)
foram realizadas no L aboratério deAndlise Sensoria do Ingtituto
Adolfo Lutz, nacidade de S&o Paulo.

Umaequipe compostapor 13 julgadores, idadesvariando
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entre 25 e 45 anos, foi recrutada em func&o do interesse,
disponibilidade, capacidade em reconhecer e ordenar em escala,
a intensidade dos gostos primérios’: doce, salgado, acido e
amargo e, revelando acuidade visual normal ou superior para
cores pelo teste “Farnsworth - Munsell Hue - Test™ ®.

A equipe formada obteve treinamento prévio quanto ao
uso da escala de categoria, reconhecimento dos padrfes de
odores de OS, da GPHS, de dleos fortemente oxidados e das
batatas fritas em OS e GPHS, para a familiarizagdo com as
amostras, metodologia e avaliagdo dos atributos sensoriais de
oxidag&o e ndo oxidagéo.

Na avaliagdo da cor utilizou-se o teste de ordenagéo
segundo | SO° paraas 6 amostras compostasde OS e GPHS, nos
tempos de fritura O (zero), 30 e 50 horas, ordenado-as da cor
mais clara paraamais escura. O mesmo foi realizado paraas4
amostras de batatas fritasem OS e GPHS hostempos 0 (zero) e
50 horas de fritura (Ficha 1). Para o teste, cerca de 25mL das
amostrasde OS e GPHS (liquefeitaa45°C) foram colocadasem
tubos de ensaio codificado com algarismos de 3 digitos,
arranjadas ao acaso, em suporte de acrilico incolor (Figura 1).
Asbatatasfritasforam colocadas em pratos de porcelanabranca
codificados com algarismos de trés digitos e aleatorizados
(Figura 2). Os testes foram conduzidos em ambiente de
l[aboratorio, sob iluminago artificial com |ampadafluorescente
branca.

Naavaliacdo da oxidac&o e qualidade global do odor de
0OSedaGPHS (Ficha2) e, também, do odor e sabor das batatas
palitofritas (Ficha3) utilizou-se escalaestruturada de oito pontos
numéricaeverbal (unipolar)?. Asamostrasde OS, GPHS ebatatas
fritas foram avaliadas nos tempos de fritura de O (zero) e 50
horas.

Nostestesdo odor de OSeda GPHS, asamostrasforam
apresentadas em frascos de vidro neutros recobertos com papel
de aluminio contendo pequenos orificios na parte superior para
mascaramento daaparénciae, mantidos em banho-maria (~45°C)
para auxiliar na emissdo dos voléteis (Figura 3). O teste foi
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Figura 1. Apresentacdo de OS e GPHS para ordenagéo de cores.

B i

Figura 2. Apresentacéo de batata frita em OS e GPHS para ordenagéo de
cores.

Ficha 1. Modelo de ficha do teste de ordenag&o de cores de OS, GPHS e batata frita.

Nome:

(+)
clara
amaisescura.
(+)
clara
Comentérios:

Por favor, avalie cadaumadas amostras codificadas de 6leo de sojae gordura parcia mente hidrogenada de soja, em ordem
crescente de intensidade, da cor mais clara paraamais escura.

Agora, avalie cada umadas amostras codificadas de batata frita, em ordem crescente de intensidade, da.cor maisclarapara

Data:

(*+)

escura

(+)

escura
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conduzido fora das cabines, sob iluminagéo artificial branca.
Ficaram a disposi¢cao dos julgadores os padrées de odores
identificados como OS, GPHS e 6l eo de sojafortemente oxidado,
mantidos igual mente aquecidos.

Asbatatas apésafritura(temperaturacontroladaa 180°C
+ 5°C, duracdo de 4 minutos) no OS e na GPH com tempos de
uso 0 e 50 horas foram acondicionadas em caixas de isopor até
otérmino dafriturae, em seguida, mantidas envolvidas em papel
de aluminio dentro do forno pré-aquecido (~45°C). Cercade 4
unidades de batatas fritas foram colocadas em recipientes
descartéveis de plastico neutros com tampa, com capacidade
de 50 mL, codificados com algarismos de trés digitos e servidos
aosjulgadores simultaneamente e deformaaleatoria (Figura4).
Foram utilizadas na conducéo dos testes cabines individuais,
climatizadas eiluminadas com |&mpada fluorescente vermel ha.

Ostestes sensoriais seguiram delineamento experimental
de Blocos Completos Cazualizados. Os resultados das
intensidades de odor e sabor avaliados em escala de categoria
foram submetidos aandlise de varianciae comparacéo de médias
pel o teste de Tukey, com nivel de significanciafixado a5%.

A andlise estatistica dos resultados da ordenacgéo de
cores seguiu 0 método de Friedman®, onde para cada um dos
julgamentos das amostras foi dado valor correspondente a
posi¢éo ordenada. Com o nimero de tratamentos, 0 nimero de
julgamentos e a soma das ordenaces, obteve-se o valor F de

Ficha 2. Modelo de ficha do teste de intensidade do odor de OS e GPHS.

Friedman atravésdeférmula, quefoi comparado ao valor critico
tabelado ao nivel de 5% de significancia. A comparagéo entre
duas amostras, diferencaminimasignificativa, seguiu férmula
apresentada pelo método.

RESULTADOS E DISCUSSAO

NaTabela 1 estéo apresentados os resultados sensoriais
do teste de ordenacdo dacor das amostras de batatafritaem OS
e GPHS, em fun¢do dos diferentestempos de friturade O (zero)
e50 horas. Paraos4 tratamentos e 13 julgamentos, osresultados
revelaram valor F de Friedman (39,00) maior queo valor critico
tabelado (7,81) e, portanto, diferenca significativa ao nivel de
5%. No tempo 0 (zero), a batata frita em OS ndo utilizado,
apresentou menor total de ordenagéo, seguido pela batata frita
em GPHS, também ndo utilizada (Oh). Apds 50 horasdefritura, a
batata frita em GPHS apontou maior total de ordenagdo, com
uma col oracdo maisescura.

Na Tabela 2 podem ser observados os resultados dos
testesde ordenac&o de coresde OS e GPHS em diferentestempos
defritura. Verifica-se que houve diferencasignificativaentre as
amostras ao nivel de 5%, paraos 6 tratamentos e 13 julgamentos,
com valor F de Friedman (63,42) maior do que o valor critico
tabelado (11,07). A estatistica revela que as amostras de OS e

Nome: Data
Por favor, expresse a intensidade do odor oxidado das amostras codificadas de 6leo de soja (OS) e gordura parcialmente
hidrogenada de soja, segundo a escala abaixo:
0 1 2 3 4 5 6 7 8
ausente fraco moderado forte muito forte
Amostran® Valor
Agora, avalie 0 odor quanto a qualidade global:
0 1 2 3 4 5 6 7 8
ruim regular excelente
Amostran® Valor
Comentéarios:

83



Sanibal, E.A.A. etd. Avaliagdo da qualidade sensorial de batatafrita, 6leo de soja e gordura parcia mente hidrogenada de soja em tempos
defrituravariaveis. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 63(1):80-86, 2004

Ficha 3. Modelo de ficha do teste de intensidade do odor e sabor de batata palito frita.

Nome: Data
Por favor, expresse aintensidade do odor e sabor oxidado das amostras codificadas de batata frita, segundo a escal aabaixo:
0 1 2 3 4 5 6 7 8
ausente fraco moderado forte muito forte
Amostran® odor oxidado sabor oxidado

Agora, avalie 0 odor e sabor quanto a qualidade global:

0 1 2 3 4 5 6 7 8
ruim regular excelente
Amostra n® odor oxidado sabor oxidado
Comentérios:

Tabela 1. Teste de ordenagéo da cor da batata fritaem éleo de
soja (OS) e gordura parcialmente hidrogenada de soja (GPHS)
nos diferentes tempos de fritura.

Amostra Tempo(horas) Cor Totais de ordenacao*
(e 0 13
GPHS 0 26°
oS 50 3
GPHS 50 52

——— : * Somatorio das ordens de 13 julgadores. Ordenagdo da.cor maisclara
(ordem 1) paraacor mais escura (ordem 4).

abed M édias seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, diferem
entresi ao nivel designificanciade 5%. Diferencaminimasignificativa
maior ouigua a12,9 (1SO)®.

Figura 3. Apresentacdo de OS e GPHS para avaliagdo do odor.

Tabela 2. Teste de ordenagdo da cor do 6leo de soja (OS) e

gorduraparcia mente hidrogenadade soja(GPHS) nosdiferentes
tempos defritura
Amostra Tempo defritura(horas) Cor Totais de ordenacao*
A GPHS 0 132
05 0 268>
GPHS 0 43pc
(O 0 484
05 50 65de
GPHS 50 78
—— * Somatorio das ordensde 13 julgadores. Ordenagéo da.cor maisclara
(ordem ) paraacor mais escura (ordem 6).
abede M édias seguidas de letras diferentes, namesma coluna, diferem
entresi ao nivel designificanciade 5%. Diferencaminimasignificativa
Figura 4. Apresentag@o da batata frita para avaliagéo do odor e sabor. maior ou igual a18,7 (1SO)s.
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GPHS néo diferiram duas aduas em relagéo acor, nostemposde
friturade 0 (zero), 30 €50 horas. Tanto aamostrade OS como a
de GPHS revel aram escurecimento gradativo com o aumento do
tempo de utilizac&o nafritura das batatas.

Observou-se que paraos 13 julgamentos dacor no tempo
0 (zero) hora, aamostrade GPHS sem utilizag8o foi alocadapor
todos os julgadores na 12 posi¢éo (total de ordenagdo = 13) e,
para OS, na 22 posi¢cdo (total de ordenacéo = 26). O mesmo
ocorrendo para 50 horas defritura, com a5 posicéo parao OSe
a 62 posicdo paraa GPHS. Houve troca de posi¢oes nos totais
de ordenacgéo da cor somente para 30 horas de fritura. Portanto,
do ponto de vista pratico, ndo péde ser evidenciado diferencas
detonalidadesentre 0 OSeaGPHS, somente para30h defritura.
Emboraa GPHS sgjainicialmente (Oh) maisclaraque o OS, no
final dafritura(50h) tornou-se maisescuraque este parao mesmo
tempo de uso. Como preconizado por Meilgaard et al.*°, o teste
de ordenagdo de Friedman evidencia diferencas globais entre
asamostras, mas ndo revela o grau da diferenca existente entre
asmesmas.

Na Tabela 3 estdo os resultados dos atributos de
qualidade sensorial em relacdo ao odor das amostras de OS e
GPHSedo odor e sabor dasamostras de batata frita, nostempos
defrituradeO (zero) e 50 horas.

N&o houve diferenca significativanos atributos de odor
oxidado e qualidade global do odor para OS e GPHS para 0s
mesmos tempos de fritura, O (zero) e 50 horas. A utilizagdo de
50h resultou um odor moderadamente oxidado das amostrasde

OS e GPHS, em umaescal adimensionadade zero (nenhum) a8
(muito forte). A qualidade global do odor da GPHS ficou
significativamente reduzida com 50 horas de fritura, ficando
também evidente areducado de qualidade do OS.

Observa-se uma tendéncia a0 aumento da oxidacdo e
diminuicdo da qualidade globa do odor e sabor das batatas
fritasem OS e GPHS no tempo de uso de 50 horas (Tabela 3).
Nosmesmostemposdefritura, zero e 50h, asamostras de batatas
fritasem OS ou GPHS, ndo diferiram entre si quanto aqualidade
sensoria do odor e sabor.

CONCLUSOES

A batata palito fritaem gorduraparcia mente hidrogenada
de soja (GPHS) revelou tonalidade mais escura quando
comparada a batata frita em 6leo de soja (OS) nos tempos de
friturade O (zero) e50 horas.

Asamostrasde OS e GPHS que ho tempo zero defritura
apresentaram cores mais claras, com o decorrer do tempo
revelaram escurecimento das mesmas. Estas amostras, nas 30
horas de fritura, ndo diferiram entre si naintensidade da cor, e
nas 50 horas houve evidéncia da GPHS apresentar-se mais
escuraqueo OS.

Houve surgimento de odor moderadamente oxidado no
OS e na GPHS ap6s 50 horas de fritura e, conseqlientemente,
tendéncia a reducdo da qualidade global do odor destes meios

Tabela 3. Intensidade dos atributos sensoriais de odor e sabor dabatatafritae do odor de éleo de soja (OS) e gorduraparcialmente

hidrogenada de soja (GPHS), nos diferentes tempos de fritura.

Intensidade dos atributos sensoriais*

oS GPHS

Amostras Atributos sensoriais Tempo defritura Tempo defritura
Oh 50h Oh 50h
Odor oxidado* 192 377 0,69 477
OSe GPHS (0.40) 053 (031) (057)
Qualidade global do odor? 4,46%° 323 5,542 2,85°
064 (049) (065) 052
Odor oxidado* 231° 4,08% 2,46°¢ 4,850
043 (050) (045) (059)
Qualidade global do odor? 5,542 338 5,15% 338
Batata frita (040) 0,71 052 (0,65)
Sabor oxidado! 192 3,623 262 4,85
(0.46) (067) (051) (0,66)
Qualidade global do sabor? 6,317 338 4,773 3,000
(0,29) (0,70) 062 (062

* Resultados de 13 julgamentos. OS = dleo de soja GPHS = gordura parcialmente hidrogenada de soja

!Escala: 0=nenhum, 2=fraco, 4=moderado, 6= forte, 8=muito forte

2Escala: 0=ruim, 4=regular, 8= excelente

abM édias seguidas de | etras dif erentes, namesmallinha, diferem significativamente entre si ao nivel de 5% (Tukey).

() Erro padréo damédia.

85



Sanibal, E.A.A. etd. Avaliagdo da qualidade sensorial de batatafrita, 6leo de soja e gordura parcia mente hidrogenada de soja em tempos

defrituravariaveis. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 63(1):80-86, 2004

de fritura. As amostras de OS e GPHS néo diferiram entre si
quanto a oxidacdo e qualidade global do odor, nos mesmos
tempos de uso.

A mesma tendéncia foi observada para a qualidade
sensorial das batatas fritas. O odor e sabor moderadamente
oxidados resultaram numa diminui¢&o da qualidade global.
As batatas fritas em OS ou GPHS com 0s mesmos tempos
de utilizacdo de 0 (zero) ou 50 horas, ndo revelaram
diferencas na intensidade de oxidacdo e qualidade global
do odor e sabor.
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RESUMO

Umaempresarecicladorade baterias chumbo-acido | ocalizada no municipio de Bauru, Estado de Séo Paulo,
contaminou o solo de chécaras e de conjuntos residenciais no seu entorno. A exposi¢ao ao chumbo pode
ocorrer diretamente por inalagdo de material particulado emitido pelo processo industrial ou ingestéo de
poeira, agua e alimentos produzidos em éreas contaminadas. Este estudo visou determinar as concentragdes
de chumbo em amostras de alimentos (hortalicas, raizes / tubérculos, frutas, ovos e leites) produzidos e
consumidos em érea situada ao redor da empresa, antes e apds a remediagéo do solo. A primeira coletafoi
realizadaem 2002, apdsainterdicdo daempresa, e asegundaem 2003, apdsaremediacdo de algumas éreas.
As determinagBes de Pb foram realizadas por espectrometria de absor¢do atbmica com chama. Naprimeira
coleta, 39,3% das amostras anali sadas apresentaram-se contaminadas e na segunda col eta 13,9%, sendo que
o leite foi 0 aimento que apresentou maior porcentagem de amostras acima do limite estabelecido pela
legislacdo em vigor. A redug&o da contaminagdo por chumbo nos alimentos daregio foi observada aptsas
intervengdes realizadas no ambiente, com aretirada de camada de 5 cm do solo superficial. Nas éreas onde
n&o foram implementadas agdes corretivas, os niveis de chumbo nos alimentos permaneceram elevados,
indicando aimportanciada continuidade do programade monitorizaggo da area.

Palavras-Chave. chumbo, alimentos, espectrometriade absor¢éo atdmica, contaminacéo ambiental, Bauru,
remediacdo.

ABSTRACT

A recycling acid-lead battery company located in the county of Bauru, State of S&o Paulo, Brazil,
contaminated the soil of country houses around it. Exposure to lead can directly occur by particulate
material inhal ation. Such particulate material isemitted by either industrial processes or ingestion of dust,
water and food grown in contaminated areas. This study aimed at determining lead concentrationsin food
(herbs, roots/ tubers, fruit, eggs, and milk) samples grown and consumed in the area around the company
before and after the soil wasremedied. Thefirst collection was performed in 2002 after the company was
debarred whereas the second, in 2003 after some areas were remedied. Lead determinations were carried
out by flame atomic absorption spectrometry. In thefirst collection, 39.3% of the samples analyzed were
contaminated whereasin the second collection, 13.9%, considering that milk showed the greatest percentage
of samples above the limit established by the current legislation. The decrease in food contamination by
lead in the region was observed after some environmental interventions such as the removal of a 5-cm
layer of superficial soil. In areaswheretherewereno correctiveinterventions, lead levelsin food remained
high, indicating how important it isto continue the area monitoring program.

Key Words. lead, food, flame atomic absorption spectrometry, environmental contamination, Bauru,
remediation.
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INTRODUCAO

Uma empresa recicladora de baterias com producéo de
lingotes de chumbo, localizadano municipio de Bauru, Sdo Paulo,
foi interditada no inicio de 2002 apds a constatacdo de niveis
elevados de chumbo no ar pela Companhia de Tecnologia de
Saneamento Ambiental (CETESB), com a finalidade de
interromper aemissao de material particulado.

A exposi¢do ao chumbo pode ocorrer diretamente por
inalagdo de material particulado emitido pelo processo industrial
OU por ressuspensao apos a deposicdo no solo, ou ainda, por
ingest&o de poeiradoméstica, aguaealimentosdeorigem animal
evegetal produzido emlocais proximos afonte poluidora.

O chumbo é um metal altamentetdxico e apresentaefeito
cumulativo. Este elementointerage com umasérie deenzimase
sistemas fisioldgicos, causando danos a salde humana, com
efeitos sobre asintese do heme e possibilidade de causar danos
aos sistemas nervoso central e periférico. As criangas sdo as
mai s susceptiveisacontaminacao, devido asuamaior capacidade
de absorgéo e também as diferencas de habitos em relacéo aos
adultos, como o de brincar na terra e levar constantemente a
mao a boca, entre outros. Consequientemente, sdo mais
pronunciados os efeitos adversos em criancas, do ponto de
vista neuroldgico, provocando retardo no desenvolvimento
psicomotor, diminuicéo dacapacidade de audicdo e do quociente
deinteligéncia, mesmo quando essa contaminagdo é traduzida
por baixas concentragGes de chumbo no sangue, em niveis de
tracos? %4,

Diversos casos de contaminagéo tém sido relatados em
todo o mundo, envolvendo processos de mineracdo, refino e
uso de gasolina aditivada com chumbo tetraetila, os quais
provocam adispersdo de chumbo no ambiente, podendo entrar
na cadeia alimentar pela contaminagéo da agua, alimentos de
origem vegeta eanimal®.

Na Europa, vérios paises industrializados avaliaram a
questdo da contaminacdo ambiental pelo chumbo com
implicagdes ou riscos para a salide humana, como na Rissi &,
Alemanha’, France® e Suécia’. Da mesma forma, o problema
ocorreu na China® e na indiat’. Na Africa, o problema vem
aumentando, passando a coexistir com outros problemas
endémicos de salde. 1213,

A Organizacdo Mundial de Salide e a Organizacdo para
Alimentagdo e Agricultura estabeleceram o valor da ingest&o
semanal provisoriatoleravel (PTWI) parachumbo de 25 pg.kg
1 de peso corpdreo’, que representa a soma das contribuicdes
de todas as fontes de contaminagéo.

O chumbo é um metal estavel no solo, podendo
permanecer na localidade por muitos anos e causar danos a
salide da populacdo, mesmo depois de cessada a fonte de
contaminacéo (Small citado por Chaterjee!t). O grau de
contaminac&o dos alimentos por chumbo depende da forma
quimica, solubilidade, reatividade, biodisponibilidade e da
naturezado sol o quanto as caracteristicas de composi ¢ao, como
o contetido de matériaorganicae pH. A capacidade de absorgéo
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de um contaminante pel o alimento variaconforme as espéciese
variedades dos vegetais ou animais'®.

Paraimplantar medidas de gerenciamento da qualidade
ambiental daéreaforam realizados estudos preliminares no solo,
naagua, no ar eem sedimentos pela CETESB. Osdados obtidos
nessas amostras revel aram teores elevados de chumbo®. Tendo
em vista que no entorno da empresa localizam-se chécaras e
conjuntos residenciais, onde so produzidos alimentos para
consumo proprio, as autoridades sanitérias preocupadas com a
possivel contaminagao dapopul acdo residente nadrea, iniciaram
amonitorizag&o dos alimentos daregi&o. A &rea no entorno da
empresa recicladora, num raio de 1000 m, caracterizava-se ao
norte por um loteamento residencial popular, medianamente
ocupado com ruas sem pavimentacdo; a nordeste, por um
loteamento praticamente desocupado, por chacaras de alto
padrdo atrés da empresa; e a oeste da fébrica por loteamento
densamente habitado, com ruas asfaltadas. No |oteamento
residencial popular e nas chécaras sdo produzidos alimentos e
criados animais para consumo proprio, sem o proposito de
comercializaco.

O presente trabalho visou determinar as concentragoes
de chumbo em amostras de alimentos produzidosem areasituada
ao redor da fabrica recicladora de baterias antes e ap6s a
remediacdo do solo, pois estes apresentam importancia na
alimentagdo da popul agéo residente proximaaempresa, com o
objetivo de avaliar o impacto da remediacdo nos niveis de
chumbo nos alimentos.

MATERIAL E METODO

Amostragem e preparagdo das amostras

Asamostrasforam col hidas pel as autori dades sanitérias
no entorno da empresa recicladora, num raio de 1000 m, nas
chéacaras e nos loteamentos residenciais onde sdo produzidos
alimentos e criados animai s para consumo proprio.

Foram analisadas 28 amostras naprimeiracol etaredizada
em 2002, dois meses apés a interdicdo da empresa, sendo: 3
frutas, 1legume, 12 verduras, 3 raizes/tubérculos; 4 leites e 5
0VOS.

Na segunda coleta, ap0ds a interdicdo da empresa e
remediacdo de algumas areas, foram analisadas 36 amostras: 1
fruta, 4 legumes, 7 raizes/tubérculos, 16 verduras, 5 leites e 3
0VOS.

As amostras de frutas e hortalicas foram lavadas com
aguacorrente paraaretiradadas particulas sdlidas, dasuperficie
simulando o procedimento usua mente adotado para alimpeza
antes do preparo destes alimentos. Apds a remocao das partes
ndo comestiveis as amostras foram trituradas em
multiprocessador, pesadas e analisadas em triplicata.

Metodologia Analitica
A concentragdo de chumbo foi determinada segundo
0 método da AOAC?* . Pesaram-se 25 g da amostra
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previamente homogeneizada, que em seguida foi seca em
estufa e queimada em bico de Bunsen. Para a mineralizagéo
foi usadaumamuflacom temperaturacontroladaa450°C. As
cinzas foram dissolvidas em &cido cloridrico. O chumbo foi
determinado ap6s complexacao com APDC (pirrolidina
ditiocarbamato de amdnio) e posterior extracdo com MIBC
(metil isobutil cetona) por espectrometriade absor¢do atdbmica
utilizando chama e corretor de deutério, nebulizador de pérola
de impacto e lampada de catodo oco de chumbo. O
equipamento utilizado foi um espectrdmetro de absorcéo
atdmica com corretor de deutério, modelo Analyst 100, marca
Perkin Elmer.

O padr&o de chumbo foi adquirido da Merck (Titrisol),
especifico paraandlise espectroscopica. Osreagentes utilizados
eram proprios paraandlise detragos de metais. A aguautilizada
no estudo foi obtida pelo sistema de purificacéo e filtragdo (
comresistividadede 18,2 M©.cm'?).

Toda avidrariafoi previamente lavada com detergente
neutro, enxagliada e mergulhada por 48 horas em solucéo de
acido nitrico a 20%, para a descontaminacdo. Em seguida foi
enxaguiada com &gua destilada e deionizada.

Validagdo da metodologia

Para garantir a confiabilidade dos resultados foram
utilizadososmateriaisdereferénciacertificadosNIST SEM 1570a
—Trace Elementsin Spinach L eaveseleiteem pé fornecido pelo
Food Analysis PerformanceAssessment Scheme (FAPAS), cujos
valores de referéncia sdo 0,20 mg.kg?! e 0,741 mg.kg? . As
porcentagens de recuperacdo para o chumbo nas amostras
certificadasforam 96% e 88%, respectivamente.

Os limites de deteccéo e quantificacdo obtidos foram
0,003 mg.kg!e0,01 mg.kg?, respectivamente eforam calculados
de acordo com procedimentos descritosem BRASILY.

RESULTADOS

As concentrac@es de chumbo obtidas nas amostras
analisadas encontram-se natabela 1.

DISCUSSAO

Dos tipos de alimentos analisados, o leite foi 0 que
apresentou a maior porcentagem de amostras insatisfatorias
quando comparadas com alegislacéo em vigor®® que estabel ece
um limitemaximo de 0,05 mg.kg'*. Esses dados séo preocupantes,
pois esse alimento é consumido principalmente por criangas
gue ingerem uma maior quantidade desse produto, tornando a
sua contribuicdo para o PTWI significante. Na segunda coleta,
apesar da empresa ter sido interditada ha mais de 1 ano, os
niveisde chumbo no leite permaneceram elevados, poisoslocais
de producéo das amostras de |eite ndo passaram pelo processo
deremediaco.

Na primeira coleta 60% das amostras de ovos
apresentaram teores de chumbo acima do limite maximo
permitido®® de 0,10 mg.kg*. Em 2003, apesar dareducéo de 27%
no nimero de amostras insatisfatorias, esta situacéo ainda é
preocupante devido a forma de criagdo das aves, que vivem
soltas em contato direto com o solo e ndo sdo alimentadas com
ragdo controlada.

Entre as hortalicas analisadas a que apresentou maior
concentracdo de chumbo foi a mandioca, o que confirma os
dados de Kubota citado por Piotrowska'®, segundo os quais as
raizes normalmente contém niveis mais elevados de chumbo
gue as partes aéreas das plantas. A variacdo dos teores de
chumbo entre as partes dos vegetais pode estar relacionada
aos diferentes periodos de exposicao.

Tabela 1. Concentragdo de chumbo nas amostras de alimentos na base Umida, das col etas realizadas em 2002 e 2003 (em mg.kg).

Ano 2002 2003
Alimento Ne de Vaor Vaor % amostras Ne° de Vaor Vaor % amostras
amostras Maximo Minimo acimado amostras Maximo Minimo acimado
andlisadas  (mg.kg?) (mg.kg?) limite andisadas (mgkg?) (mg.kg?) limite
Leiter 4 011 004 5 0,28 0,02 a0
Ovos*** 5 023 0,07 3 0,25 0,02 333
Verduras** 12 130 ND 16,7 16 0,19 0,02 0
Raizes/Tubéculos 3 380 0,18 66,7 7 145 0,01 143
Legumes** 1 - ND 4 0,06 0,01 0
Frutas** 3 038 ND 33 1 001 - 0
Total 28 - 393 K] - - 139

ND: abaixo do limite de quantificacdo do método: 0,01 mg.kg*
* Limitemaximo permitido parachumbo emleite®®: 0,05 mg.kg?

** |_imite maximo permitido parachumbo em alimentos'; 0,50 mg.kg?

*** |_imite maximo permitido parachumbo emovos'®; 0,20 mg.kg*
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As verduras, de um modo geral, apresentaram
concentrac&o de chumbo baixaquando comparadascomolimite
maximo permitido pelalegislacdo especifica (que no Brasil éde
0,50 mg.kg'?), podendo ser consideradas proprias parao consumo
na 1@ coleta, com excecdo de duas amostras, uma de horteld e
outra de ameir&o, que apresentaram teores de chumbo de 1,0 e
1,3 mg.kg?, respectivamente. Em 2003, na segunda etapa de
avaliacdo, nenhuma verdura analisada neste estudo apresentou
teor dechumbo acimado limitetolerado paraestetipo de produto.
Isso se deve, provavelmente, as atividades de remediacéo que
ocorreram nas &reas residenciais, onde foi retirada uma camada
de 5 cm de solo superficia dasruas, calgadas e quintais.

CONCLUSOES

Os dados obtidos indicaram que a presenca de chumbo
no sol o ocasionou aumento nos niveis deste metal nosalimentos
produzidos nalocalidade, e podeter contribuido paraaexposicdo
humana ao chumbo.

A diminuigéo dos niveis de chumbo nos alimentos
produzidos nas éreas onde ocorreram aremediagdo do solo foi
indicativa de que essas agdes corretivas contribuiram para a
mel horiadaqualidade ambiental .

Nas areas onde essas a¢ies ndo ocorreram, que incluem
as propriedades com producdo deleite e ovos, foi observado que
os niveisde chumbo permaneceram acimado limite estabel ecido
pela legislacdo, mesmo apds um ano da interdi¢do da fonte de
contaminacdo. Essas areas permaneceram inadequadas para a
producéo de leite e ovos e de alimentos mais suceptiveis a
absorcao de chumbo, como as raizes e tubércul os.

Assim, é necessario que as medidas de remediacéo
prossigam, bem como o programa de monitorizacdo dos
aimentos, com a finalidade de reduzir o risco potencia que
permanece em alguns locais da area de estudo.
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RESUMO

O presente traba ho teve como objetivo conhecer o desempenho do método modificado de extragéo de
sujidades leves em farinha de trigo integral no laboratério de MicroscopiaAlimentar do Instituto Adolfo
Lutz de S&o Paulo, por meio de um estudo intralaboratorial. O método € normatizado e publicado nos
Métodos OficiaisdaAOAC Internaciona (AOAC, 2000) efoi modificado suprimindo-se o refluxo parao
desengorduramento daamostra. Parao estudo foram aplicadostrés niveis de contaminagéo parafragmentos
deinsetos (fi) e parapélosde roedor, com seisreplicatas em cada concentracdo. Dois analistasrealizaram
ametodol ogiaindependentemente em trés meses. A modificagdo do método ndo alterou arecuperacdo dos
fragmentos de insetos. Os resultados quanto arecuperagéo de fragmentos de insetos foram mai ores nesse
estudo (97%, 96%, e 94% em média) quando comparados com os dados daA OA C (estudo interlaboratorial
94%, 86% e 86%0). Para pél os de roedor houve umarecuperacdo inferior (78%, 77% e 70% em média) aos
dadosdaAOAC (95%, 91% e 96%). Verificou-se que umapossivel explicacdo paraessabaixarecuperagdo
seria a agitacdo magnética, narecuperacdo do contaminante biol égico pélo de roedor.

Palavras-Chave. fragmentos de insetos, pélos de roedor, matérias estranhas, precisdo, recuperagéo,
sujidades leves.

ABSTRACT

This investigation aimed to evaluate the modified method performance of extraction of light filth from
whole wheat flour, which was carried out at Food Microscopy Laboratory of Instituto Adolfo Lutz, So
Paulo-SP by means of intra-laboratory study. For performing this study, the technique standardized and
published by International AOAC, 2000 was modified by suppressing thereflux step for defatting theflour.
The experimental design wasasfollowing: three spiked levelsfor insect fragments- Fl (5, 15, and 30 FI per
50 g), and three for rodent hairs - RH (5,10, and 15 RH per 50 g) with six replicates for each level. Two
analysts independently were performed the techniques. No change was observed in insect fragments
recovery by means of the modified technique. Our resultswere of 97%, 96%, and 94% in averagefor Fl, and
of 78%, 77%, and 70% for RH in average. These results were higher when compared with AOAC
interlaboratorial study datafor FI (94%, 86%, and 86%), but lower for RH recovery comparingto AOAC RH
data (95%, 91%, and 96%). A possible explanation for thelow RH recovery in the present study might be
on account of the use of magnetic stirring.

Key Words. insect fragment, rodent hair, extraneous materials, light filth, accuracy, precision.
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INTRODUCAO

A definicéo dematériaestranhaapresentadapel os M étodos
AnditicosOficiaisda“ Association of Officid of Andytica Chemists
International” (AOAC) é qualquer material diferente, ndo
pertencente a0 aimento, que possa estar nele contido devido a
ocorrénciaanormal, ou de condigBes e préti casinadequadas durante
a fase de produgdo, armazenagem ou de distribuicao’. Dentre as
matérias estranhas estdo as sujidades, que sdo substancias
originadas pela contaminagdo animal do produto e que possam
contribuir para condigdes higiénicas insatisfatorias, e sujidades
levesdefinidas como particulasde sujidades maisleves, oledfilicas,
separadasdosaimentos pelaflutuacdo, numamisturaliquidadleo-
agua, exemplos: fragmentos de insetos, insetos inteiros, acaros,
pélo de roedor e barbulas de aves’ .

O alimento contaminado com sujidades leves tem
aparéncia normal, ndo permitindo que o consumidor as
identifique a olho desarmado. A fim de possibilitar essa
separacdo foram desenvolvidos métodos microanaliticos de
flutuagdo que sado técnicas de separacao baseadas em
propriedades fisicas e quimicas, dependentes do grau de
diferencial de molhabilidade dacuticuladosinsetose dospélos
de mamiferos pelo 6leo. As marchas analiticas desses métodos
requerem grande nimero de etapas visando preparacdo da
amostra paraaextracéo final, onde ha separacéo 6leo em agua.

O principio do método de flutuacdo da farinhade trigo
integral éadigestéo acidado amido constituinte, restando apenas
os elementos histolégicos vegetais. Essa hidrdlise écida ndo
ataca 0 exoesguel eto dos insetos e nem os pélos de mamiferos.
Os constituintes vegetais restantes séo preparados para
absorverem égua, tém seu peso elevado e assim precipitam no
fundo do frasco. As sujidades leves sdo atraidas para a fase
oleosa, extraidas e filtradas em papel de filtro riscado
propriamente e examinada em microscopio estereoscopico.

Namarchaandliticaestudadafoi suprimidaafasedorefluxo,
onde se faz 0 desengorduramento da amostra (pré-tratamento) e
em substituicdo foi colocado o béquer tampado com vidro rel6gio
nachapaaquecedora. A montagem do refluxo ndo seriapréticapara
arotinado servico no laboratdrio e tomariaespago nacapelao que
demandariamaistempo narealizagdo deste ensaio.

Este é o primeiro trabalho desenvolvido nesta &rea com
parémetros de validagdo no Brasil. O objetivo dessetrabalho foi
de estudar amodificagéo introduzida ao método de extragéo de
sujidades leves em farinha de trigo integral publicado nos
Métodos Analiticos Oficiais da AOAC 2000, através de um
estudo intralaboratorial para conhecer a acurécia analitica do
método modificado.

MATERIAL E METODOS
Matéria Prima

Foram obtidas 36 amostras de farinha de trigo integral,
pelamistura de farinha branca (75 %) e farelo detrigo (25 %),
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processadas em moinho localizado na cidade de S&o Paulo.

Técnica n° 993.26 descrita nos Métodos Analiticos
OficiaisdaAOAC?® paraextracdo de sujidades|evesem farinha
detrigo integral, modificadana etapa de desengorduramento da
amostra:

Pesar 50g (+ 0,5g) defarinhadetrigo integral em béquer de
250mL.

ADICAO DE PADRAO

Pré-tratamento
d

Em béquer de 2000mL adicionar 800mL de solugéo &cidade
HCl a3%, levar achapa aguecedora a agitacdo magnética
J

Transferir quantitativamente afarinhadetrigo integral em
porcdes para a solugdo &cida, lavar o béquer de 2L com
solucéo &cidade HCI a3%

Cobrir o béguer comvidro rel6gio elevar aebulicgo por 15
miNutos sempre com agitacao magnética.

MODIFICACAQO

\J

Transferir quantitativamente o contedido do béquer para
tamis 230 (em porcOes) e tamisar auimido com jatos de agua
filtrada quente (50-70°C) até o eluente sair claro.

Transferir quantitativamente o residuo para o béquer anterior
com o auxilio dealcool isopropilico

Elevar o volume amarcade 400mL., cobrir comovidrorelégio
ferver por 5 minutos com agitacéo magnética.

Transferir quantitativamente o contelido do béquer para o
tamis 230, tamisar auimido com jatos de aguafiltrada quente
(50-70°C) atéo eluente sair claro.

Enxaguar o residuo com solucéo de alcool isopropilico a40%
etransferi-lo para o frasco armadilha utilizando soluc&o de
alcool isopropilico a40% . Elevar o volume 600mL com
solucdo de alcool isopropilico a40% prender a haste do
frasco eferver por 5 minutos com agitagéo magnética.

Isolamento

Remover do calor eadicionar 65 mL de 6leo mineral e agitar
magneticamente por 3 minutos. Descansar 1 a2 minutos.

\J
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Adicionar 5mL dasolucéo de Tween 80 - alcool isopropilico
40% e 5mL de Na4EDTA - alcool i sopropilico 40%,
vagarosamente pela haste.

Agitar manual mente por 30s com movimentos rotatorios
brandos. Descansar 1 a 2 minutos.

Completar o volume do frasco armadilhacom solugdo de
alcool isopropilico a40%, ficando a parte oleosa no gargal o.

Agitar o contetido do fundo a cada 5 minutos nos primeiros
20 minutos e descansar 0s 10 minutos restantes.

\J

Fazer aprimeiraextragdo em béquer de400 mL.

Adicionar 40mL de 6leo mineral ao frasco, agitar
manual mente por 15 segundos com movimentos brandos
verticais.

\J

Descansar por 20 minutos.
Fazer asegundaextragao e coletar no mesmo béquer de400 mL.

Filtrar o contetdo do béquer em papel defiltro riscado com
linhas paralelas de distanciade 0,5 cm.

Examinar ao microscopio estereoscopi co com aumento de 30X.

Contaminag&o das amostras

O padréo microanalitico para fragmentos de insetos e
pélos de roedor foi elaborado no préprio laboratério
empregando-seatécnicadescritapor Brickey et a.%, foi utilizado
Sitophillus oryzae, a praga mais abundante do trigo que deu
origem afarinhacomo rel atado por Nogueira’, e pélos de roedor
Mus musculus, obtidos no biotério do IAL para contaminacdo
de amostras.

Analise Estatistica

O delineamento experimenta foi inteiramente casualizado.
Efetuou-se a comparacéo de médias das recuperacoes obtidas
entre os analistas A e B e os dados publicados no estudo
interlaboratorial daAOAC, utilizando-seaAndlisede Variancia
(ANOVA). Vaores extremos foram detectados pelo teste de
Grubbs.Utilizou-se o pacote estatistico Minitab.

Estudo intralaboratorial

O estudofoi realizado por 2 analistasindependentemente
num periodo de trés meses. Foram analisadas 18 amostras de
50g defarinhadetrigo integral, por analista, contaminadasem 3
niveis (5,15 e 30 fi/50g) para fragmentos de insetos e 3 niveis
(5,10 e 15 pélos/50g) parapélo deroedor.

RESULTADOS E DICUSSAO

Paraavaliar o desempenho de um método analitico, pode-
se utilizar certos par@metros de validagdo como: precisdo,
recuperacdo e coeficiente de variagdo (CV) que serdo guias da
variabilidade do método analitico.

O periodo utilizado para o estudo foi de 3 meses, poisa
confeccdo de padrBes analiticos é demorada e exige certa
habilidade de quem os prepara, e asmarchasandliticas sdo longas
levando em média12 horas paracompletélas. A naturezaanalitica
do método é umaseparacao fisicanum sistemadleo-agua (Figura
1.

O analito possui propriedades oleofilicas e assim, é
separado da matriz alimentar, que anteriormente sofre um pré-
tratamento, neste caso umahidrdlise &cida e desengorduramento.
A andlise depende do reconhecimento dos fragmentos deinsetos
epélosderoedor por parte do analista, utilizaumalupaparaseu
isolamento eidentificag&o.

Osmétodos microanaliticos utilizados parao i solamento
de sujidades leves ndo sdo especificos para cada analito, o
método separa toda substancia oleofilica que o alimento
contenha, dependendo somente do poder de atragdo de cada
analito pelafase oleosa. O desengorduramento nesta marcha
analiticatem o objetivo de retirar a matéria gordurosa contida
nos tecidos vegetais da farinha de trigo integral, localizadaem
Seu germe, e aumentar apenetragdo daaguanostecidosvegetais
congtituintes do trigo para que estes precipitem para o fundo
do frasco armadilha e assim néo sejam atraidos pelafase oleosa.
Estalltimaagdo éauxiliadapel aadicéio deNa,EDTA +Tween 80
eafervuracom écool isopropilico.

Por essa razéo, os pré-tratamentos realizados séo
importantes para cada separacdo e devem ser seguidos
minuciosamente, como ametodol ogiarecomenda.

Na metodologia empregada neste estudo, o
desengorduramento (pré-tratamento) através do refluxo

> Oleo

> Agua

Figura 1. Frasco de Wildman ( FDA Technical Bulletin n°2, 1978)
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consistiria em aumentar o tempo da marcha analitica e
compartilhar espaco dentro da capela, dificultando assim as
atividades corriqueiras do laboratorio. Preferimos realizar esta
etapa no préprio béquer tampado por vidro relégio com o
solvente.

Na Tabela 1 estéo apresentados os resultados gerais
das contagens de fragmentos de insetos e de pélos de roedor
obtidos pelos dois analistas, nos trés niveis de concentragao.
Parafragmentos deinseto, o valor 11 do nivel de concentragdo
15foi considerado um dado extremo pelo teste de Grubbsaum
nivel de significancia de 5%. Ta dado, no entanto néo foi
retirado da posterior andlise pois se verificou ser um possivel
valor davariével, ndo sendo consequiénciade falhanaexecucdo
do experimento ou erro de medida. As médias de recuperacéo

para os 3 niveis de contaminagdo variaram de 94 a 97%. Nos
resultados das contagens de pélos de roedor obtidos pelos
doisanalistas nenhum dado foi considerado extremo pelo teste
simplesde Grubbs (a=5%), 0 percentual de recuperacdo variou
de70a78 %.

Ao compararmos os coeficientes de variagéo obtidos
para os analitos estudados nota-se a grande variabilidade
dos dados na recuperacdo de pélos de roedor. A fim de
entender esta variabilidade construiu-se a Tabela 2.
Comparando os resultados, o analista B mostrou uma
recuperagéo inferior: 65% e 60% nas concentragdes 10 e 15
respectivamente e o analista A conseguiu 88% e 80% nos
mesmos niveis, sendo queA tinhamenos experiénciaqueo B
na conducdo da marcha analitica. Pesquisando as agdes

Tabela 1. Desempenho do método realizado paraisolamento de fragmento de inseto e pélo de roedor

Fragmento de Inseto (fi/500) Pé o de Roedor (pélos/50g)
Analise Analista resp 5 respls resp30 resp 5 resp 10 resp 15
1 A 5 15 2 4 9 14
2 A 4 15 2 2 9 12
3 A 5 15 5 4 9 13
4 A 5 15 3 5 u u
5 A 5 11* D 4 8 12
6 A 5 14 2 4 7 10
7 B 5 15 2 5 5 13
8 B 5 14 2 4 5 u
9 B 4 13 % 4 8 7
10 B 5 15 2 5 6 6
u B 5 14 2 3 8 7
12 B 5 14 K0 3 7 10
Média 48 14,5+* 283 39 77 105
Desvio Padréo 04 07 17 09 17 25
CV% 83 48 57 23 2 24
Recuperagéo% % 97 A 8 7w 70

* Dado considerado extremo pel o teste de Grubbs (o0 = 5%, n =12). ** média sem dado extremo.

Tabela 2. Comparacdo entre os dois analistas do estudo intralaboratorial para pélos de roedor.

AnalistaA Analista B
5 10 15 5 10 15
4 9 14 5 5 13
2 9 12 4 5 n
4 9 13 4 8 7
5 n n 5 6 6
4 8 12 3 8 7
4 7 10 3 7 10
média= 38 88 120 40 6,5 90
DP= 10 13 14 09 14 28
CV%= 263 147 11,7 225 215 311
Recuperagédo % = 76 &8 & & &b &
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realizadas, o analista B tomou uma decis&o de continuar o
experimento ao quebrar o agitador magnético, substituindo-
0 pelaagitacdo manual (ver técnicadescrita), através dahaste
do Frasco de Wildman, fato este as vezes corriqueiro nos
procedimentos analiticos. Isto poderia justificar a baixa
recuperacdo obtida para pélo de roedor, ndo ocorrendo o
mesmo fato parafragmentos de insetos que foram colocados
simultaneamente em teste cego para os analistas.

Brickey? relatou que a agitagdo desempenha um papel
importante na recuperacéo desse tipo de analito, uma vez que
individualmente ou grupos de analistas ndo agitam da mesma
maneira, na mesma velocidade. Assim necessita-se de uma
padronizac&o como determinaametodologia.

Apesar do analistaA apresentar um resultado melhor em
relagcdio a0 B nosniveis 10 e 15, teve umarecuperagéo inferior ao
estudo interlaboratorial desenvolvido por Glaze e Bryce?, o que
ndo seria esperado, por se tratar de um estudo com menores
condi¢des de variabilidade. Estes dados indicam a necessidade
de se avaliar os agitadores magnéticos do laboratério para
recuperagdo de pélo roedor. Evidenciando que este analito esta
sendo subestimado nas andlises de rotina do laboratério em
questéo.

Os resultados obtidos pelo estudo colaborativo da
AOAC, andistaA e analista B estéo resumidos natabela 3. As

médias das recuperagoes foram comparadas para avaliar o
desempenho do método. Utilizou-se a Andlise de Variancia
Paramétrica (ANOVA) e Nao Paramétrica, obtendo-se
concordancia em ambas. Esta andlise exibiu fortes evidéncias
para ndo rejeitar a igual dade das médias das recuperacdes do
estudo da AOAC, andlista A e andlista B, nos trés niveis de
concentracdo, paravariavel dependente fragmento deinseto, a
um nivel designificanciade0,05.

Comparando-se os coeficientes de variacdo, para
fragmentos de insetos, vé-se que houve uma melhora na
variabilidade dos resultados no método desempenhado pelos
analistasA e B, resultado ja esperado umavez que o estudo foi
de precisdo dentro do mesmo |aboratério, mesmos equi pamentos
(intralaboratorial) enquanto que o estudo daAOAC envolveu 8
laboratorios (interlaboratorial) diferentes. Portanto, a decisdo
de suprimir o refluxo néo afetou o desempenho do método para
recuperacdo dos fragmentos de insetos.

Para avariavel dependente pélo de roedor, aAndise de
Variénciademonstrou evidéncias parando rejeitar aigualdade de
médias somente naconcentragdo 5. Nosniveis 10 e 15 amédiado
analistaB édiferente (contrastes pelo método de Tukey, o= 0,05).
Isto vai de acordo com as observagtes feitas anteriormente sobre
a baixa recuperacdo de pélos de roedor para o analista B.
ComparagdesdosCV entreandistaA eestudo AOAC nosmesmaos

Tabela 3. Comparagdo nos desempenhos do método modificado e o estudo interlaboratorial daAOAC.

FRAGMENTOSDEINSETOS

nivel de andlista média Desvio Padréo CV (%) Recuperacéo
contaminacéo (%)
A 48 04 83 %6
5 B 48 04 83 %6
AOAC 47 08 16,0 A0
A 14,2%* 16 13 A4
15 B 142 08 56 A4
AOAC 12,6(13,8)* 11(19 89(10,8) 859(91,9)
A 283 21 74 A3
0 B 282 15 53 A0
AOAC 259 36 140 86,2
PELOSDEROEDOR
nivel de analista média Desvio Padréo CV (%) Recuperagéo
contaminacao (%)
A 38 10 263 76,0
5 B 40 09 25 80,0
AOAC 4,8(4,4) 14(15) 298 95,0(87,4)
A 838 13 147 880
10 B 65 14 215 650
AOAC 9,1(9,0) 12 135(130) 90,7(90,0)
A 120 14 11,7 80,0
15 B 90 28 311 60,0
AOAC 14,4(14,2) 12(1,0) 8,3(69) 96,0(94,0)

* especialistana areado estudo daAOAC, **dado extremo nao retirado.
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niveisindicam que avariabilidade dos dadosfoi maior no estudo
in-house, o que ndo seria esperado, indicando algum problema
naconducdo dametodol ogia pararecuperacdo de pél osde roedor.
Sugere-se que a agitacdo magnética utilizada ndo foi suficiente
para o desempenho do método.

CONCLUSAO

O método proposto para extragdo de sujidades|evesem
farinha de trigo integral tem acurécia, indicando que a
modificagdo introduzida ndo afetou o desempenho do método
para recuperacéo de fragmentos de inseto.

A agitacdo magnética deve ser objeto de estudo futuro
porque houveindicios que poderiater influéncianaacuréciado
método pararecuperacdo de pélo deroedor. A recuperacdo desta
variavel foi subestimada nesta marchaanalitica.
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RESUMO

Casos deinfecges simultaneas por virus dengue em um mesmo paciente podem ocorrer em epidemiasem
que circulam multiplos sorotipos do virus. No Brasil essefato foi relatado pelaprimeiravez em Miranda,
MS, em 1996 e em Barretos, SP, em 2001. Em ambosforamisoladosdengue 1 e 2. Em 2003 foi observado
maisum caso, em Itapevi, municipio daGrande S&o Paulo. O isolamento dos virusfoi obtido em culturade
células C6/36 eaidentificacao foi feitapor imunofluorescénciaindiretacom anticorpos monoclonais para
0s quatro soratipos. Foram isolados virus denguetipo 1 etipo 3, resultado confirmado pelareagéo de RT/
PCR, usando RNA extraido do sobrenadante da cultura de células infectada. Este caso demonstra mais
umavez aimportanciado isolamento viral navigilanciaepidemiol égicado dengue, poisele pode gjudar a
determinar afrequiénciadasinfecgdes com doisou mais sorotipos, assim como verificar se essasinfecces
podem estar associadas a formas mais severas da doenca.

Palavras-Chave. dengue, infeccdo simulténea, isolamento de virus

ABSTRACT

Simultaneous infection by dengue viruses in the same patient may occur during epidemics in which
multiple dengue virus serotypescirculate. In 1996, this occurrence was reported for thefirst timein Brazil
inMiranda, M S, and afterwardsin Barretos, SPin 2001. In both instancesthe dengue viruses 1 and 2 were
isolated. In 2003, in Itapevi - atown located in the Great S8o Paulo area, another evidence was reported.
Viruses isolation was carried out in C6/36 cells culture, and identified by means of indirect
immunofluorescencetest, employing monoclonal antibodies produced for four Dengue serotypes. Dengue
1 and 3 were isolated, and they were confirmed by RT/PCR. For performing this technique, the RNA
extracted from infected cells culture supernatant was employed. The data obtained from the present study
corroborate the relevance of viral isolation for dengue epidemiological surveillance strategies, asit may
give support in determining the frequency of infections with multiple serotypes, and aso to investigate
whether these infections might be associated with the severity degree of disease.

Key Words. dengue, concurrent infection, virusisolation

INTRODUCAO

O dengue é, depoisdamal &ria, asegundamaisimportante
doencatropical no mundo. Segundo aOrganizagdo Mundial de
Salide o dengue é endémico em cercade 100 paises e metade da
populagdo mundia vive em &reas de risco®. A incidéncia de
infecgBes por dengue nas Américas tém aumentado
drasticamente desde os anos 60, com a ocorréncia da forma
hemorragica em novas areas*. Fatores demograficos e sociais
tém permitido que centros urbanos se tornem hiperendémicos,
com ampla distribuicdo do mosquito vetor Aedes aegypti e a
presenca dos 4 sorotipos de dengue®.

No Brasil a tendéncia de aumento da incidéncia da
doenca tem sido observada nos Gltimos anos®. A introducéo e
répida disseminagdo do dengue 3 mostrou a facilidade da
circulacdo de novos sorotipos e cepas do virus no pais.

Em epidemias onde circulam mdltiplos sorotipos é
possivel aocorréncia de infecgdes simultaneas por mais de um
tipo de dengue em um mesmo individuo. O primeiro caso de
duplainfeccgéo foi documentado por Gubler ecolsem 1982, em
Porto Rico, com isolamento de dengue 1 e 4*. Outros casos de
infeccBes simulténeas tém sido relatados®913Y7, L orofio-Pino et
al. estudaram a freqiiéncia dessas infeccOes em amostras de
epidemias ocorridas na Indonésia entre 1975 a 1978, em Porto
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Rico em 1994 e no México em 1996, com achados de duplas e
triplas infecgBes simultaneas'?. No Brasil, esse fato ja foi
documentado por duasvezes; o primeiro em Miranda, MS'5, em
1996 e 0 segundo, em Barretos, SP', em 2001. Em ambosforam
isolados dengue 1 e 2.

Em 2003 foi observado maisum caso de duplainfecgéo,
em Itapevi, municipio da Grande S&o Paulo, que em 2003 teve
2.573 casos de dengue notificados, dos quais 2.154 foram
confirmados, com isolamento dos sorotipos 1 e 3 (Dados do
CentrodeVigilanciaEpidemiol 6gica, SES-SP).

O objetivo desse trabalho € enfatizar a importancia do
isolamento viral para a detec¢do de infeccBes simulténeas por
virus dengue, possibilitando investigar a associacdo dessas
infecgBes com formas mais graves dadoenca e a caracterizagdo
de possiveis cepas recombinantes.

MATERIAL E METODOS

Isolamento e identificacéo dos virus

A paciente, donade casade 44 anosresidente em Itapevi,
apresentou febre por dois dias, seguida de cefaéia, nausesas,
prostragéo e mialgia, evoluindo para a cura sem maiores
complicagdes.

O isolamento dos virus foi realizado em tubo com
culturas de células de mosquito Aedes albopictus, clone C6/
367, com| ml demelio Leibovitz (L-15), suplementado com 1%de
aminoécidos ndo essenciais, 10% de triptose fostato e 10% de
soro fetal bovino. No dia seguinte foi acrescentado 1 ml de
meio L-15 sem soro, contendo 100U1/ml de penicilinae 100ul/ml
de estreptomicinae foram inoculados 20ul de soro dapaciente,
colhido no segundo dia apds o inicio dos sintomas. Apds 9
dias & 28°C a cultura de células foi observada ao microscopio
paraverificar apresencade efeito citopatico. Ascélulasforam
desprendidas do tubo por agitacdo e sedimentadas por
centrifugacéo por 10 minutos a 1.500 rpm. O sobrenadante foi
estocado a-70°C e com o “pellet” das células, ressuspendido
com PBS, foram realizados testes de imunofluorescéncia
indireta®. No primeiro, foi utilizado fluido ascitico de
camundongo anti dengue e anti imunoglobulina total de
camundongo conjugada a isotiocianato de fluoresceina. A
identificag8o final foi feita por imunofluorescéncia indireta,
empregando anticorpos monoclonais fornecidos pelo CDC de
Atlanta, segundo atécnicade Gubler et al.®

Diagndstico molecular

O RNA viral foi extraido do sobrenadante da culturade
células, procedendo-se a sintese e amplificagdo do cDNA,
segundo o protocolo descrito por Lanciotti et al*. Inicialmente
foi realizada a amplificagdo dos virus dengue por
oligonucleotideos deduzidos de uma regido consensual aos
quatro sorotipos, seguidade re-amplificagdo (Nested RT/PCR)
com iniciadoresinternos a esta seqiiéncia comum e especificos
paracada sorotipo. Osfragmentos de DNA obtidos nas reagcdes
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de Nested RT/PCR, com tamanhos distintos, correspondentes
aos soratipos, foram vizualizados por andlise el etroforéticaem
gel de agarose corado com brometo de etideo, para a tipagem
molecular.

RESULTADOS

As culturas de células examinadas ao microscopio
mostraram efeito citopatico caracteristico do virusdengue, com
a formagdo de sincicios e vaclolos. O teste de
imunofluorescénciaapresentou reacéo positivaeaidentificagdo
com anticorpos monaoclonais foi reagente paradenguetipo 1 e
tipo 3. A reac@o de Nested RT/PCR detectou a presenca de
fragmentos de 482 pb e 290 pb, caracteristicos de dengue tipos
1 e 3 respectivamente (Figural)

DISCUSSAO

Desde 1986 epidemias de dengue vem ocorrendo no
Brasil. Ap6s anos de transmissdo, algumas areas se tornaram
endémicas com a circulacdo de 2 ou 3 sorotipos?. A
hi perendemicidade e a presenca de varios sorotipos possibilitam
aocorréncia deinfecces simulténeas e oferecem a chance dos
mosquitos Aedes aegypti se infectarem com 2 ou mais virus.
Experimentos em laboratorio jademonstraram que 0 A. aegypti
pode ser infectado por duplas combinactes de diferentes virus
e que também pode transmiti-1os simultaneamente™°. Embora
ndo seja conhecido se a transmissdo ocorre por 2 diferentes
mosquitos ou por 1, infectado com 2 virus, casos de duplas
infeccBes tem sido relatados na Asia e nas Américas 8912151617,

Figura 1. Andlise eletroforética em gel de agarose 1,5% dos produtos de
Nested RT/PCR. Amostras de RNA, extraidas do fluido da cultura celular
inoculada com: Soro da paciente com dupla infecgdo (2); Virus dengue
tipo 1, cepa Hawaii (3); Virus dengue tipo 2, cepa NG2 (4); Virus dengue
tipo 3, cepa H87 (5); Virus dengue tipo 4, cepa H24l (6). Controle nega-
tivo (7). O padrao de peso molecular esté indicado a esquerda (1).
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A deteccdo de maisum caso de duplainfeccdo por dengue
no Brasil vem confirmar quetécnicassimplescomo oisolamento
de virus e a imunofluorescéncia indireta sdo ferramentas t&o
precisas quanto a biologia molecular para identificacdo de
infeccOes simultaneas. Atualmente, o diagnostico de dengue,
realizado por biologiamolecular aindaémuito dispendioso para
utilizagdo em grande escala. Por isso a simplicidade e a ata
especificidade daimunofluorescéncia sio de grandeimportancia
na vigilancia epidemioldgica do dengue, pois possibilitam
determinar afregqliénciadasinfecgdes com doisou mais sorotipos
e verificar se essas infecgBes estdo associadas a formas mais
severas da doenca.

Embora no caso estudado esse fato néo tenha sido
observado, o aumento da freqiiéncia das epidemias e a
ocorréncia do dengue hemorragico em areas tropicais das
Américas e daAsiacoincidem com a hiperendemicidade nessas
regifes'.

A diversidade genética que os virus dengue apresentam
esta evidenciada pela existéncia dos quatro sorotipos e
gendtipos distintos, associados a cada um deles'®. Um dos
fatores que contribui paraessadiversidade é ataxarel ativamente
altade mutagdes que ocorre nareplicagdo do virus cujo material
genético € RNA. A dupla infecgédo levanta também a
possibilidade da recombinagéo genética, um fato possivel de
ocorrer em areas de hi perendemici dade®"?°. Esse mecanismo é
um processo raro emvirus RNA, demonstrado recentementeem
véarios membros da familia Flaviviridae'’. Salientamos que a
condigdo essencial para a ocorréncia da recombinacdo € a
existénciade co-infeccdo. Assim, consideramos ser importante
a divulgagdo de casos de infecgdes simultdneas, como o aqui
relatado, poisisso estimula pesquisas visando a caracterizagdo
de cepas recombinantes, para que se possa avaliar em que
extensdo este mecanismo pode estar ocorrendo em popul agdes
naturais dos virus dengue.
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RESUMO

A associagao dacitologiade base liquida (BL) e o teste de Capturade Hibridos 1| (HC2) paraDNA HPV
poderdo otimizar o diagnostico citolégico, sobretudo os de origem indeterminada (ASCUS/AGUS).
Avaliamos asamostras col hidas com o sistemaDNA-CITOL1Q® (DIGENE-Brasil) paracitologiade BL e
HC2, de pacientes atendidas no Hospital Leonor Mendes de Barros. Foram realizados 842 exames de
citologiadeBL e HC2, onde 64 (7,6%) amostras apresentaram atipiasde significado indeterminado (ASCUS/
AGUS) decitologianaBL. OHC2 paraDNA HPV dedltoriscofoi positivaem 16 (25%) amostrasdeASCUS
equatro (6,2%) de atipiaglandular (AGUS). De 748 amostras, 88,8% foram citol ogicamente negativas e
destas 97 (11,5%) foram positivas para HPV de alto risco. Essas alteragdes estdo associadas a infecgdo
pelo HPV e, portanto, colocam a paciente em um grupo com conduta diferenciada da populacdo normal.
Adicionalmente, os casos com resultados negativos no exame citol 6gico, que nos testes de DNA HPV
foram positivos, demonstraram ael evada sensi bilidade das técni cas biomol ecularesem rel agdo amorfol ogia
Concluimos que a citologia de BL associada ao HC2, pode melhorar a sensibilidade do método de
Papanicolaou.

Palavras-Chave. método de Papanicolaou, ASCUS, capturade hibridos, citologia de base liquida, reflex
testing.

ABSTRACT

Liquid based cytology and hybrid capture |l assay (HC2) arethought to improvethe cytological diagnosis
chiefly those from undetermined origin (ASCUS/AGUS). We studied cervical samplescollected with DNA
CITOLIQ® System (DIGENE-Brazil) from patientsreferred to the Hospital Leonor Mendesde Barros, S&o
Paulo - SP. HC2 for HPV-DNA was performed in samples from 842 women. Sixty four (7.6%) samples
showed ASCUS. HC2 for high risk HPV-DNA was positivein 16 (25%) ASCUSand 4 (6.2%) AGUS. Among
748 samples, 88.8% were cytologically negative, and from these cases 97 (11.5%) were positive for high
risk HPV-DNA. Consequently, women presenting negative cytology but HPV-DNA test positive, should
be carefully observed, because they represent ahigh risk group , and their samples should bereferred to
apeer revision. We concluded that liquid-based cytology associated with HC2 for HPV-DNA assay may
improve the sensitivity of Papanicolaou testing.

Key Words. Papanicolaou method, ASCUS, hybrid capture, liquid based cytology, reflex testing
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INTRODUCAO

O Método de Papanicolaou tem sido universalmente
preconizado para o rastreamento de lesbes precursoras do
cancer do colo uterino', entretanto, recentes estudos de
metaanalises tém mostrado que embora o Método de
Papanicolaou apresente uma alta especificidade em torno de
98%, haainda, umabaixae preocupante sensibilidade ao redor
de51%?"*. O elevado nimero de casosfa so-negativosfez surgir
vérias propostas de melhorias no preparo e leiturade laminas’.
Equipamentos computadorizados foram desenvolvidos com a
finalidade de dinamizar aleituradas|aminas, contudo o esfregaco
convencional, dependendo da habilidade de quem colhe a
amostra, pode apresentar sobreposicdo de células, infiltrado
inflamatorio, hemaécias, debris celularesemafixagéo dificultando
a leitura®. Partindo dessa premissa, foram desenvolvidos
métodos em citologia de BL que proporcionaram o
aprimoramento técnico no preparo das amostras, apresentacéo
emelhorianaqualidade da amostre®.

A eficacia do Método de Papanicolaou passou a ser
aprimorada e diferentes estudos comparativos com essa nova
técnica tém mostrado seu potencial em identificar mais lesdes
cervicaisdo que 0 método convencional*®, Esse potencial pode
estar diretamente rel acionado ao método de preparo e a0 sistema
adotado para estudo. Em métodos split-sample, onde aamostra
convenciona é colhida prioritariamente a de base liquida, o
rendimento parece ser ligeiramente inferior aos direct to vial,
onde h& apenas a coleta em base liquida®2!%22, O método
convencional esta sujeito a multiplos fatores que podem
comprometer aqualidade de seu preparado, tais como atécnica
eoinstrumento de coleta, qualidade dafixagéo e coloracdo dos
esfregacos™. A reprodutibilidade diagndsticae aconfiabilidade
do método podem ser substancialmente melhorados com a
formagdo profissional e educagdo continuada dos profissionais
querealizam aleituradas|aminas®.

A premente necessidade de se melhorar a qualidade
do Método de Papanicolaou fez surgir, recentemente, em
nosso meio um método de citologia de base liquida, que
apresenta caracteristicas de preservacdo de DNA, RNA e
proteinas, capaz de viabilizar concomitantemente o teste de
captura de hibridos.

Com adisponibilidade dessatecnol ogianos propusemos
aavaliar seu potencial no chamado Reflex testing quetem sido
proposto como um mecanismo de melhoria diagndstica
incorporando aos casos diagnosti cados como atipias de células
escamosas de significado indeterminado (ASCUS) o teste HC2
para DNA-HPV, conforme sugest&o do consenso de Bethesda
2001. Esse procedimento, se utilizado de formainterpretativa,
poderalevar o caso arevisdo e o diagnostico inicial deASCUS
podera ser considerado lesdo intraepitelial, posto que adivida
seria dirimida mediante o resultado da HC2, embora o mesmo
ndo sejaaplicavel ao AGUS por faltade evidéncias™.

O objetivo deste estudo é avaliar o potencia dacitologia
em baseliquidanaidentificacdo delesBesintragpiteliaiscervicais

e correlacionar com o teste de captura hibrida para DNA-HPV
de alto risco para otimizacdo do M étodo de Papanicolaoul.

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas 842 amostras cérvicovaginais de
mulheres atendidas no Hospital Leonor Mendes de Barros,
participantesvoluntérias do Projeto INCODEV | CA 4-CT-2001-
(10013), no periodo dejaneiro de 2002 amaio de2003, nosquais
seredlizou: citologiadeBL, HC2 paraHPV dedtoriscoebidpsia

Foi utilizado o sistemaDNA -CITOLIQ (Digene-Brasil)
paracitologiadeBL, que consiste de um kit de col etacomposto
por um tubete com 1ml de solugéo Universal Collection Medium
(UCM) eescova. A coletafoi realizadano hospital utilizando-se
a escova do kit, quebrando a haste ap6s ter sido colocada
dentro do frasco com liquido preservante. No laboratério as
amostras foram homogenei zadas em vortex por 20 segundos e
200 ul foram retiradas e dispensadas sobre um conjunto de
[&minas'membranade maneirauniforme efixadasimediatamente
em alcool absoluto. A coloraggo utilizadafoi ade Papanicolaou.
Do material residual do DNA-CITOLIQ, foi retirado 75 ul para
realizacdo do HC2 para DNA-HPV de dlto risco, conforme
protocolo do kit de HC2. As bi6psiasforam col etadas nos casos
em que a col poscopia apresentava alteracles significativas.

RESULTADOS

Dos 842 casos com citologia de citologiade BL e HC2
paradeteccdo de DNA HPV dealtorisco, obtivemos 16,4% (138/
842) depositividade paraDNA-HPV dealto risco.

Dos 7,6% (64/842) casos de atipias de significado
indeterminado, 57 eram em célul as escamosas (ASCUS) e 7 de
origem glandular (AGUS), sendo 68,7% (44/64) negativos e
31,3% (20/64) positivos paraHC2 DNA-HPV dealtorisco. Dos
24 casos com les8o; 23 lesbes intraepiteliais e um carcinomae
75% (18/24) foram positivos paraHC2 DNA-HPV dealtorisco.
Dos 748 casos citol ogicamente negativos, 13% (97/748) foram
positivos para HC2 DNA-HPV de alto risco e 87% (651/748)
foram negativos.

A Tabela 1 mostra os resultados dos 842 casos de
citologiade BL e HC2 paraHPV dealtorisco. A Tabela2 mostra
a correlagdo dos resultados de casos com bidpsias, HC2 e
citologiade BL. Nota-se que haumarel agdo entre os casos com
lesdo e HC2 positivo.

DISCUSSAO
A implantac&o dacitologiade BL associadaaHC2 para
DNA-HPV tem mostrado melhoria da qualidade do exame

citologico. A HC2 paraDNA-HPV tem sido utilizado natentativa
de seaumentar aacuréciadiagnosticadacitologia A positividade
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Tabela 1. Correlaco dos resultados de citologia de base liquida com o teste de capturall paraHPV de alto risco.

CITOLOGIA CAPTURA DEHIBRIDOSII
Negativo Positivo TOTAL

Negativo 651 97 748
LSL 4 1 15
HSL 2 6 8
ASCUS 4 16 57
AGUS 3 4 7
Carcinomalnvasor - 1 1
Insatisfatorio 3 3 6
TOTAL 4 13 [%%

Tabela 2. Correlagéo dosresultados de casos com bidpsias, capturade hibridos |1 paraHPV dealto risco ecitologiade baseliquida

CAPTURA DEHIBRIDOSII

Biopsia Negativo NIC1 NIC2 NIC3

(n=39) (n=9) (n=4) (n=2)
Citologia

positivo negativo positivo negativo positivo negativo positivo negativo
Negativo 3 5 - 1 - - 2 -
ASCUS 2 4 5 1 2 - - -
AGUS 1 1 - - - - - -
LIL - 2 - - - - - -
HIL - 1 2 - 2 - - -
Total 6 33 7 2 4 - 2 -

de HC2 para DNA-HPV oncogénico representa um risco
significativo de lesdo, mesmo em pacientes citologicamente
negativas®. Segundo Manos e cols esta associagdo, conhecida
como reflex testing, tem se mostrado eficaz podendo detectar
até 50% de HPV oncogénico em sériesde A SCUS ressaltando o
grande impacto que esses nimeros podem traduzir em termos
decondutaevalor preditivo. Parece-nos claro que, emborade
significado impreciso pelos padrées citoldgicos, aceitos
rotineiramente, esses casos positivos para HPV poder&o ser
interpretados como lestes de fato e ndo apenas como
potencial mente suspeitos de lesao®.

Dos 64 casos de ASCUS/AGUS observados em nossa
série, 20 resultados tinham HC2 positivos para HPV de alto
risco, com um percentual de positividade de 31%. Ou seja, quase
um terco dos diagndsticos citoldgicos que representam uma
indefini¢do poderiam ser reavaliados e mais apropriadamente
encaminhados & colposcopia.

Nos Estados Unidos, aproximadamente dois milhdes de
ASCUS sdo relatados por ano, umameédia de 2,9% de todos os
resultados citol 6gi cos cérvico-vaginais. Em alguns|aboratorios
esse indice pode chegar a9%%. Em nossa série, esse indicefoi
de 7,6% (64/842). Embora5% segjao indice maximo sugerido por
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Bethesda® como aceitavel, esse diagnéstico podera ser
otimizado com recurso de biologia molecular. O teste de
Papani colaou tem limitacGes inerentes a métodos de avaliacéo
subjetiva, pois depende de observaces morfoldgicas, o que
pode causar uma variabilidade interobservadores significativa.
Em nosso estudo, testes de Captura hibrida positivos
foram encontradas em 97 amostras citol ogicamente negativas
97/748 (12,9%) e em 20 amostras com ASCUS/AGUS 20/64
(31,2%). Esses resultados processados em conjunto poderiam
otimizar o diagndstico citolgico e diminuir drasticamente os
indices de falsos negativos®. Apesar disso, o real impacto da
citologiaBL e HC2 paraDNA- HPV séo baseadosnaavaliacdo
histopatoldgica. E nessa comparagdo tanto a citologia de BL
guanto o HC2 paraDNA-HPV apresentam correlagdo bastante
significativacom bidpsiasrevelando que o melhor desempenho
da base liquida em relagdo ao método convencional tem sido
confirmado pela histologia*?? e pela positividade do HC2 para
DNA-HPV?, Apesar daimplantagdo dacitologiaem baseliquida
apresentar relatos de incremento diagndstico em relacéo ao
método convencional em programas de escrutinio®>2t, haainda
alguns relatos que sdo mais resistentes em reconhecer a
necessidade de conversdo de um método para outro.
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As alteragdes morfol 6gicas na citologia ou histologia
representadas pel o coil 6cito que, em grande parte traduziriaa
expressao morfologica da infeccdo pelo HPV, ndo sdo
especificas ou sensiveis suficientes para identificar uma
infeccdo por HPV oncogénico e, mais freqlientemente, esta
associada as |esBes de baixo grau. Esse € um fator limitante do
método citol 6gico devendo-se reconhecer quetal limite podera
ser superado com a adi¢éo de testes biomoleculares para a
identificacdo de HPV dealto risco’. E importante reconhecer
gue o HPV pode ser detectado de maneira muito confiavel
pelo HC2 para DNA-HPV e que os resultados podem diferir
extraordinariamente em relagdo ao método de Papanicolaou.
Atualmente o teste disponivel tem mostrado um bom
desempenho, com sensibilidade superior a 90% paralesdesde
alto graus?®,

Recentemente, o FDA (Food and Drugs Administration)
nos Estados Unidos aprovou o uso do chamado DNA Pap Test,
onde a citologia em base liquida podera ter o HC2 realizada
concomitantemente®. Entre as muitas vantagens dessa estratégia
esta o fato de que ambos os testes of erecem um altissimo valor
preditivo negativo, o que pode dar a paciente um intervalo
confiavel de 5 anos entre um teste e outro.
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RESUMO

A quaidade das solugdes de albumina 20% e de imunoglobulina G 5%, produzidas na Fundag&o Pro-
Sangue Hemocentro de So Paul o, foi avaliada pel o método de cromatografialiquida, durante o periodo de
5anos. Duranteesse periodo, os medicamentosforam estocadosatemperaturade4° C a8° C. O método
deandliseutilizado foi 0 recomendado pelaPortarian®2,419 de 17/12/1996 do Mini stério daSalde, Resolugéo
n° 46 de 18/05/2000, AgénciaNaciona deVigilanciaSanitaria—Ministério daSalide e FarmacopéiaEuropéia
(11997, 22 edicd0). As avaliagOes de qualidade realizadas durante os Ultimos 5 anos néo apresentaram
quaisquer alteracBes nos valores obtidos quando da liberac&o dos produtos, com excegdo da andlise de
distribuic@o molecular, naqual se constatou um leve aumento em porcentagem de dimeros nas solucdes
deabumina20% edegG 5%. Nasolucéo delgG 5%, apds5 anos de estocagem, foi observadaapresenca
de moléculas poliméricas. Apesar dessas ateragdes nos referidos produtos, os valores obtidos estéo
dentro das especificacOes estabel ecidas pelo pais.

Palavras-Chave. avaliacdo daqualidade dea bumina, avaliacdo daqualidade delgG, proteinas de plasma,
controle de qualidade de hemoderivados.

ABSTRACT

The quality of albumin 20% and immunoglobulin G 5%, produced by Fundag&o Pré6-Sangue Hemocentro
de S&o Paulo was assessed by means of liquid chromatography method, for five years period.
Immunoglobulin G 5% and albumin 20% were re-eval uated two and three years, respectively after being
produced. Five years after manufacturing date, both products were assessed once again. During five
years period-study, the products were stored at temperature ranging from 4° C to 8° C. The quality analysis
was performed employing the method recommended by Regulation N. 2,419 of 17/12/1996 of the Brazilian
Health Ministry, and by Resolution RDC N. 46, 18/05/2000 of the National Agency for Sanitary Surveillance
- Brazilian Health Ministry, and European Pharmacopoeia 1997, 2™ edition. In quality assessmentscarried
out for the last five years, no change was observed in the obtained values when compared to those
presented at the time of the products rel ease, with the exception in molecular analysisdistribution, which
presented adlight increasein dimmers percentage in albumin 20% and inimmunoglobulin G 5% solutions.
Also, the presence of polymers was detected in immunoglobulin 5% solution after five years storage. In
spite of occurring these changes in the analyzed products, the observed values were within the specific
requirement recommendation established by the country.

Key Words. plasma protein, quality control of albumin, quality control of 1gG, quality evaluation of
hemoderivatives
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INTRODUCAO

A abumina é a proteina que se encontra em maior
quantidade dentro do plasma humano, constituindo cerca de
4,5 g % em uma populagdo normal, com massa molar entre
67.000 a 69.000 daltons. A abumina exerce duas funces
importantes: umade manutencdo da pressdo oncéticaeaoutra,
na capacidade de fixar e transportar grande quantidade de
liganteslivrando assim o organismo de produtos toxicos!. No
Brasil, 0 consumo de a bumina humana naconcentracéo de 20%
esta em torno de 1.500.000 frascos de 50 ml por ano, segundo
dados daAgénciaNacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA/
MS, 2001).

A imunoglobulinaG (1gG) éencontrada emtornode 1,2
g% dentro do plasmahumano. A suamassamolar estanafaixa
de 160.000 daltons e exerce funcéo de defesa contra agentes
estranhos ao organismo, atuando com um amplo espectro de
anticorpos especificos antibacterianos e virais’. A demanda
brasileiradelgG 5 % intravenosaéde aproximadamente, 280.000
frascos de 50 ml por ano, segundo dados da Agéncia Nacional
deVigilanciaSanitaria(ANVISA/MS, 2001).

Os medicamentos derivados de plasma humano,
albumina 20%**®* e imunoglobulina G (1gG) 5% liquida
intravenose®” foram produzidas em escalaindustrial em planta-
piloto, com capacidade de processar 100 litros de plasma em
cadalote, na Fundacado Pré-Sangue Hemocentro de Séo Paulo,
pelo método de cromatografialiquida. Paragarantir asegurancga
biolégica, a solucdo de albumina a 20% foi submetida a
inativacdo viral, utilizando-se 0 método de pasteurizagdo a60° C
por 10 horas®®. A solugdo de 1gG a 5% foi submetida a dupla
inativagdo viral, sendo umadelas com o solvente/ detergente
(1% de Tri n-butil fosfato e 1% de Triton X-100) eaoutraapH
4,0 com pepsinal®l, Todas as unidades de plasmausadas para
fracionamento foram submetidas a testes soroldgicos para
Doencade Chagas, Sifilis, anti-HIV 1e2, anti-HTLV | ell, anti-
HCV, anti-HBc e HBs-Ag no Departamento de Sorologia da
Fundacéo Pr6-Sangue Hemocentro de Séo Paulo (FPS/HSP).
Foram utilizadas somente unidades com resultados negativos.

Osprodutosforam avaiadospor 5 anos edurante
esse periodo ficaram estocados na temperaturade 4° C a8° C.
Todas as andlises foram executadas com rigor quanto a
estabilidade, purezae contaminac&o viral , por serem produtos
bioldgicos.

MATERIAL E METODOS

Os métodos de avaliagdes foram realizados segundo a
Portaria n® 2.419 de 17/12/1996 do Ministério da Salide'? ,
Resolugéo RDC n°46 de 18/05/2000, ANVISA —Ministérioda
Salide® e FarmacopéiaEuropéia(1997), 22Edicdo™ . Asandlises
foram realizadas em 3 etapas. a primeira, para aprovacdo dos
produtos. A segunda, nos periodos de vencimento de 3 anos
paraalbumina 20 % e 2 anos paralgG 5% liquida. A terceirae

ultima etapa apds 5 anos, para ambos os produtos. Os valores
de controle de qualidade obtidos para aprovacéo dos produtos
foram considerados como padréo de referénciaparacomparagéo.
Osmétodos utilizados paraavaliagdes da qualidade dos produtos
foram:

Avaliacao da qualidade de solucéo de albumina 20%

Primeira etapa de andlise para aprovacao de solucéo de
albumina 20%:- A pureza da albumina foi determinada por
eletroforese de acetato de celulose e também por
imunoel etroforese, utilizando-se soro anti-humano total contra
aamostra (Figura 3). A concentracdo protéicafoi determinada
pelo método debiureto. O rendimento do produto foi calculado
em relagdo a concentragdo de albumina no plasma a ser
fracionado e aconcentracéo de albuminano produto acabado.
Foi determinadaapresencadoAtivador de Procalicreina(PKA)
atravésdo método dereacdo “ end point”*®, utilizando substrato
cromogénico S-2302 (Chromogenix —Itdlia. O nivel deauminio
presente no produto foi determinado pelo espectrofotémetro
de absorcdo atbmica pela Fundagdo Centro Tecnolégico de
Minas Gerais — Belo Horizonte. O teste de esterilidade foi
realizado em membranade steritest (Sterility Testing System —
Millipore, USA). O pirogénio “in vivo” e atoxicidade foram
testados no Laboratério Medlab Produtos Diagnosticos Ltda,
Sdo Paulo. O heme foi medido em espectrofotdmetro em
absorbanciade 403 nm (TabelaleFigurasle?2).

A distribuic¢do molecular da albuminafoi avaliada pela
cromatografialiquida utilizando gel de filtracdo Superdex 200
HR em colunaHiL oad ™ 16/60 (Amersham Biosciences) (Tabela
leFigurad).

Segunda etapa de analises nos periodos de vencimento: -
Os valores obtidos foram idénticos aos iniciais, ou sgja, aos
produtos recém produzidos, com excegdo da andlise de
distribuicdo molecular, naqual, no decorrer do tempo, até a
data do vencimento, apresentou uma queda no valor de
mondmeroseligeiro aumento dedimeros (Figurab).

- Terceira etapa de andlise apos 5 anos de estocagem:-
Novaandlisefoi realizada apds 5 anos de estocagem e todos os
valores encontravam-se normais, conforme o padréo. Quanto a
distribui¢cdo molecular, novamente verificou-se alteragéo
significativa. (Figura6).

Testes Soroldgicos

As amostras de cada lote de “pool” de plasma de 100
litros e de produtos acabados foram submetidos a testes
soroldgicos paraanti-HIV 1e2, anti-HTLV | ell, anti-HCV e
HBs-Ag por ELISA com duas procedéncias diferentes de
conjuntos diagnosticos conforme a exigéncia da norma
brasileira. Além desses, paraHCV eHIV, foram realizadostestes
através dareacdo em cadeiadapolimerase (PCR). Oskitsusados
foram das marcas Biomérieux bv (The Netherlands), Murex -
Abbott (Republic of South Africa), Ortho-Clinical Diagnostics
(USA), AmplicorR HCV, Roche (New Jersey, USA) eHIV (RNA)
pela técnica de Nuclisens. Esses testes foram realizados no
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Departamento de Sorologia e Departamento de Biologia
Molecular daFPS/HSP.

Avaliacdo da qualidade de imunoglobulina G (1gG)

Primeira etapade andlise paraaprovacao de solucdo de
1gG 5%:- A purezade |gG liquidaintravenosa, foi determinada
por eletroforese de acetato de celulose e também por
imunoel etroforese, utilizando-se soro anti-humano total contra
aamostra(Figura9). A concentragao protéicafoi determinada
pelo método de biureto. O rendimento do produto foi calculado
em relacdo a concentragdo de 1gG no plasma a ser fracionado
e a concentracdo de 1gG no produto acabado. A distribuicéo
molecular de 1gG foi avaliada pela cromatografia liquida
utilizando gel defiltragdo Superdex 200 HR em colunaHilL oad
™ 16/60 (Amersham Biosciences). (Figura 10). Assubclasses
de IgG foram analisados pelo método de imunodifusdo radial
(TheBinding Sitelnc., San Diego, CA, USA). Foi determinada
a presenca do Ativador de Procalicreina (PKA) na IgG 5%,
através do método dereacao “ end point”*°, utilizando substrato
cromogénico S-2302 (Chromogenix — Itdlia). A atividade
anticomplementar (CH, ) foi determinada pelo método Mayer,
utilizando complemento de cobaio e hemacias de carneiro. O
teste de esterilidade foi realizado em membrana de steritest
(Sterility Testing System — Millipore, USA). O pirogénio “in
vivo” e a toxicidade foram testados no Laboratério Medlab
Produtos Diagnésticos Ltda, Sao Paulo. O nivel de aluminio

Tabela 1. Caracteristicas dasolucéo de Albumina20%.

presente no produto foi determinado pelo espectrofotdmetro
de absorgao atbmica na Fundacdo Centro Tecnologico de
Minas Gerais, Belo Horizonte. As atividades de anti-pélio |1
e |11, anti-sarampo e anti-herpes foram determinadas no
Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo; anti-rubéola, anti-
citomegalovirus e anti-streptolisina O foram determinadas no
Laboratdrio de Imunologia Clinica de IAMSPE, S&o Paulo
(Tabela2, 3 eFiguras7e8).

Segunda etapa de analises nos periodos de vencimento: -
Osvaloresobtidosforam idénticosaosiniciais, com excecdo da
andlise dedistribuicéo molecular, naqual, no decorrer do tempo,
até adata do vencimento, apresentou uma queda no valor de
mondmeroseligeiro aumento de dimeros (Figura 11).

Terceira etapa de andlise ap6s 5 anos de estocagem:-
Novaandlisefoi realizada apds 5 anos de estocagem e todos os
valores encontravam-se normais, conforme o padréo. Quanto a
distribuic¢&o molecular novamenteforam observadas ateractes
significativas (Figura12).

RESULTADOS

Osvalores obtidos nas andlises realizadas em 20
lotes de solucbes de albumina 20% e de 1gG 5% liquida
intravenosa, produzidas por método de cromatografialiquida,
foram os seguintes:

Andlise Resultado Especificagao*
Rendimento (g/l plasma) 26,0+05 -
Concentragdo protéica (p/v) 20,0+ 1,0% >05% - <105%
Pureza (el ectrof orese de acetato de celulose) >099,0% >95%
Distribuicéo molecular

Monbmeros 99,0+0,3% mono+dimeros=95%

Dimeros 1,0+0,3%

Polimeros ndo detectedo polimeros=5%
Pirogenios Satisfatério Satisfatério
Toxicidade Satisfatorio Satisfatério
Caprilato de sddio 0,16mmol/g prot -
Determinagdo de PKA <51U/ml <35Ul/ml
Aluminio <50ug/l <200 g/l
pH 6,8t07,0 6,7t07,3
Sadio 140+ 5mmol/l <160mmol/l
Potassio <0,05mmol/g prot <0,05mmol/g prot
Heme (absorbanciaa403 nm) <004 <015
Anti-HIV 1e2 Negativo Negativo
Anti-HCV Negativo Negativo
HBs-Ag Negativo Negativo
Anti-HTLV-l ell Negativo Negativo
N=20 * Portarian®2.419- MS*?, Resolucdo-RDCn°46 - ANVISA/MS*® e European Pharmacopeia®*.
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Figura 1. Eletroforese em acetato de celulose - a) “Pool” de plasma. b)
Albumina

Figura 2. Perfil densitométrico de eletroforese em acetato de celulose
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Figura 3. Imunoeletroforese - @) “Pool” de plasma. b) Albumina

Figura 4. Determinacdo de polimeros da albumina em gel Sephadex 200,
para aprovagdo e liberagdo do produto.

1 — Dimeros =0,7%

2 - Monbmeros = 99,3%

0 =0 100 120 140 l

Figura 5. Determinagdo de polimeros da albumina em gel Sephadex 200,
com 3 anos de estocagem apos a data de vencimento.

1 — Dimeros = 18%

2 — Mondémeros = 98,2 %

Figura 6. Determinagéo de polimeros da albumina em gel Sephadex 200,
apds 5 anos de estocagem.

1 — Dimeros =30%

2 — Monémeros = 97,0 %
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Tabela 2. Caracteristicasdalg G 5% liquidaintravenosa com duplainativagdo viral.

Andlise Resultado Especificacéo*
Concentragao protéica 5,0+0,2% >4,6t0<5,5%
Determinag&o de pH 45-50 40-74
Pureza(eletroforese) >98% >95%
IgA N.D. -
IgM N.D. -
Anti-A hemaglutinina <18 <164
Anti-B hemaglutinina <18 <164
Atividade anticomplementar <0,55CH,/mglgG <1CH,/mglgG
Determinacéo de PKA <501U/ml <35IU/ml
Aluminio <50/l <200/l
Distribui¢do molecular
Monomeros 98,8+0,5% mono+dimeros=90%
Dimeros 1,2+0,5%
Polimeros N.D. polimeros< 3%
Subclasses de 1gG
19G, 58,4% distribucéo de
I9G, 32,8% subclasses similar
19G, 45% ao plasma.
IgG, 2,3%
Rendimento 3,8+0,2g/l plasma -
Estabilidade (aquecimento 57°C/4h) satisfatério ndo devegelificar
Pirogénio“invivo” satisfatério satisfatério
Toxicidade satisfatorio satisfatorio
HBs-Ag Negativo Negativo
Anti-HCV Negativo Negativo
Anti-HIV 1e2 Negativo Negativo
Anti-HTLV-I ell Negativo Negativo

N=20 ND=Nao Detectado * Portarian®2.419- MS*?, Resolucdo RDCn°46-ANVISA/MS® e European Pharmacopoeia

Tabela 3. Espectros de anticorpos em IgG 5% liquido intravenosa.

Anticorpos Método Titulo e/ou unidade
Anti-herpes Imunofluorescéncia 1128

Anti-pdlio | Teste de neutralizagéo 1:256

Anti-pdlio 11 Teste de neutralizagéo 1128

Anti-pdliolll Teste de neutralizagéo 1e4

Anti-sarampo I nibic&o de hemaglutinacdo 1e4

Anti-rubeola ELISA 765Ul/ml
Anti-citomegal ovirus ELISA 837 Ul/ml
Anti-streptolisinaO Nefelometria 721Ul/ml

N=10
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Figura 7. Eletroforese em acetato de celulose - a) “Pool” de plasma. b)
Imunoglobulina G

Figura 8. Perfil densitométrico de eletroforese em acetato de celulose
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Figura 9. Imunoeletroforese - a) “Pool” de plasma. b) Imunoglobulina G

Figura 10. Determinacdo de polimeros de 1gG em gel Sephadex 200, para
aprovacdo e liberagdo do produto.

1- Dimeros = 12%

2 — Monbémeros = 98,8 %

00 100 20,0 30,0 400 0.0 ml

Figura 11. Determinagdo de polimeros de IgG em gel Sephadex 200, com
2 anos de estocagem, apds data de vencimento.

1 — Dimeros = 25%

2 — Mondémeros = 97,5 %

Figura 12 - Determinagdo de polimeros de 1gG em gel Sephadex 200,
apos 5 anos de estocagem.
1 - Polimeros = 23%
2 — Dimeros = 55%
3 — Mondmeros = 92,2 %
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

A qualidade das solugBes de albumina 20% e de
Imunoglobulina G 5% produzidas pelo método de
cromatografialiquidana Fundago Pr6-Sangue Hemocentro
de Sédo Paulo foi avaliada durante o periodo de 5 anos. Os
métodos de andlise utilizados foram os recomendados pela
Resolucéo RDC n° 46 de 18 de maio de 2000, ANVISA —
Ministério da Saide® e Farmacopéia Européia (1997), 22
Edicdo™. A primeiraandlisefoi realizada paraaprovacéo dos
produtos e os val ores obtidos nessas avaliacfes de qualidade
foram considerados como padr&o para comparagao posterior.
A segundaandlisefoi realizada nos periodos de vencimento
de 3 anos para albumina 20 % e 2 anos para 1gG 5%, e a
terceira, apds 5 anos para ambas. Os valores obtidos na
segundaandlise foram idénticosaosiniciais, com excegéo da
andlise de distribuicdo molecular, na qual, no decorrer do
tempo até a data de vencimento constatou-se uma queda no
valor de monémeroseligeiro aumento de dimeros. A albumina
20% apresentou queda de 99,0 % para 98,2 % de mondmeros
eaumento dedimeros de0,7% paral,8% (Figuras4 e5). Em
relacéo algG 5%, também houve queda de 98,8 % para97,5 %
de mondmeros e aumento de dimeros de 1,2 % para 2,5 %.
(Figura 10 e 11) Apo6s 5 anos de estocagem dos mesmos
produtos , uma nova andlise foi realizada e todos os valores
encontraram-se normais, conforme o padrdo, porém a
distribuicdo molecular, novamente mostrou alteragdo
significativa. A albumina20% apresentou umaquedade 99,0 %
para97,0 % de mondmeros e aumento de dimerosde 0,7% para
3,0% (Figuras4 e6). A solucéo delgG 5% apresentou uma
gquedamais acentuada, de 98,8 % para 92,2 % de mondmeros e
aumento de dimeros de 1,2 % para 5,5 %. Uma alteracéo
significante foi observada em solucéo de 1gG 5%, com a
presencade 2,3 % de polimeros (Figuras 10 e 12). Apesar das
diferencas apresentadas pelos produtos, os valores obtidos
estéo dentro do padrdes de referéncia, recomendados pela
Resolucdo RDC n° 46 e Farmacopéia Européia (1997).

Osresultados obtidos permitem concluir quea utilizaggo
do método de cromatografialiquidaparaproducdo industrial de
medicamentos derivados de plasma humano, resultou em
produtos de alto grau de pureza, boa estabilidade e bom
rendimento. O método cromatogréfico € umatecnologiamoderna
e eficiente para producdo de derivados de plasma e tem como
caracteristicaprincipal ndo causar danos as mol éculas protéicas
durante o processamento. Além disso, este método tem a
vantagem deintroduzir o procedimento de duplainativaggo vira
paralgG durante o processo de producéo, sem adicionar etapas
especials a0 mesmo.
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Avaliacdo dos testes empregados no diagnostico laboratorial da
tuberculose pulmonar em pacientes HIV positivos

Assessment of the laboratory tests employed for pulmonary tuberculosis
diagnosisin HIV positive patients.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os testes laboratoriais empregados no diagnostico da tuberculose
pulmonar e outras micobacterioses, em pacientes HIV positivos com suspeita de tubercul ose pulmonar,
atendidos no Centro de Referénciaem AIDS de Santos (CRAIDS) entrejaneiro/1997 e dezembro/2000. Das
1.662 amostras de pacientes HIV positivos, 288 (17,3%) amostras de escarro foram positivas, das quais 169
(58,7%) por meio de técnicade baciloscopiae cultura, 103 (35,8%) pelatécnicade culturae 16 (5,5%) por
meio de baciloscopia. Dasamostras positivas, 216 (75%) delasforam originadasdaprimeiraamostrageme,
portanto, corresponderam as notificagdes do periodo. Dentre estasforam isoladas 191 (88,4%) micobactérias
do complexo Mycobacterium tuberculosis e 25 (11,6%) de outras micobactérias. A maior ocorréncia de
tubercul ose pulmonar em pacientesHIV positivosfoi verificadano sexo masculino (71%), nafaixaetaria
entre 30-40 anos (47%). O estudo ressalta a necessidade da realizago da cultura e da identificagdo das
espécies micobacterianas isoladas além da baciloscopia no diagnéstico da tuberculose pulmonar em
pacientes co-infectados com o virus HIV. Acreditamos ser este mais um subsidio importante para o
conhecimento epidemioldgico da coinfeccdo AIDS —TB, uma vez que 11,5% dos casos eram de
micobacteriose e 35,8% de pacientes paucibacil ares.

Palavras—Chave. tuberculose- HIV, micobactérias atipicas, diagndstico laboratorial , pacientesHIV positivos.

ABSTRACT

The purpose of this study was to assess the laboratory tests employed for pulmonary tuberculosis
diagnosisin HIV positive patients with suspected pulmonary tuberculosis (Th) and other mycobacteria,
whowereattended at theAIDSREFERENCE CENTER, Santos-SP(CRAIDS), from January 1997 to December
2000. Analyzing 1662 sputum samples, 288 (17.3%) were positive being 169 (58.7%) by meansof microscopy
and culture technique, 103 (35.8%) by means of culture technique, and 16 (5.5%) by microscopy. Of
positive samples, 216 (75%) represented as the first sample, thus corresponding with the notification of
the period. Among them, Mycobacterium tuberculosis complex wasisolated in 191 (88.4%) samples, and
other mycobacteriaswere detected in 25 (11.6%). The major occurrence of pulmonary tuberculosiswasin
male (71%) HIV co-infected patients of the age varying from 30 to 40 yearsold (47%). This study shows
that the culture procedure and typification of mycobacteria are necessary for the pulmonary tuberculosis
diagnosisin HIV positive patientsin addition to microscopy technique. We believe that this study is one
most remarkable subsidy for epidemiological knowledge on AIDS-Th co-infection, since 11.5% of positive
sampleswere dueto atypic mycobacteria, and 35,8% were paucibacilar.

Key Words. Tuberculosis- HIV, atypic mycobacteria, laboratory diagnosis, HIV positive patients.
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INTRODUCAO

A tuberculose é a doenca infecciosa mais comum da
humanidade, de notificagéio compulsoria, que constitui, desde a
metade do século, um grave problema de Salide Publica
principalmente nos paises em desenvolvimento, onde
preval ecem amisériae adesnutricao. Atualmente estima-se que
cercade 25% a 30% da popul agdo brasileiraa bergao bacilo da
tuberculose (TB), ocorrendo aproximadamente 90 mil casos da
doenca, que resultam em 5 mil 6bitos anualmente. Esses
numeros, porém, ndo traduzem arealidade, umavez que sedeve
levar em conta a subnotificagdo decorrente das deficiéncias da
rede de Salde Publica, das dificuldades no diagndstico ou até
mesmo na identificagdo dos enfermos que ndo procuram 0s
Postos de Saude"%.

Diferente do que seimaginou nas décadasde 60 e 70, de
que, com a conquista de uma potente quimioterapia a doenca
tenderia a um efetivo controle, entretanto a tuberculose
recrudesceu em todo o mundo. Este recrudescimento foi
facilitado por suas relagbes com a pandemia do HIV, pela
ampliacdo damisériadapopul acdo desfavorecida, em contraste
com o aumento da longevidade nas mais desenvolvidas, pela
progressiva diminuicao dos investimentos no setor de salide e
a deterioracdo dos servicos de assisténcia publica’®.

Estudos mostram que o bacil o datubercul ose se encontra
em estado |latente em cercade 1/3 da populagdo mundial, desta
forma, é de se esperar um aumento nos casos de tuberculose
num pacienteimunodeprimido, como o infectado peloHIV.ATB
leva a 6bito 32% dos individuos com AIDS, representando o
triplo das mortes causadas por qualquer outra causa patol 6gica
nestes pacientes. Além disso, mulheres com tubercul ose morrem
mais do que todas as causas de mortalidade materna somadas,
e mata mais jovens e adultos do que qualquer outra doenca
infecciosa. O risco anual de progressdo paratubercul ose-doenca,
entre os pacientes coinfectados pelo Mycobacterium
tuberculosis — HIV, varia de 5% a 15%, contra 0,5% a 1% nos
ndo co-infectados. A probabilidade de um individuo HIV
negativo einfectado por tubercul ose vir aadoecer durante toda
asuavida é cercade 10%, enquanto parao HIV positivo ataxa
de adoecimento é de 10% a cada ano’#2.,

No Brasil entre os casos de AIDS notificados pelo
Ministério da Salde (MS), a tuberculose € aterceira infeccao
mais freqiiente (20%). Cerca de 29% dos pacientes com AIDS
apresentam tubercul ose no momento do diagndstico e cercade
50% dos infectados pelo HIV poderdo ter tuberculose no
decorrer de suas vidas. Em 1990, cerca de 4,2% de todos os
casos detuberculoseforam atribuidos ainfeccdo pelo HIV eem
1999 0 municipio em estudo apresentou 564 casos de tubercul ose,
sendo 23,9% com sorologia positivaparao HIV45,

A partir dosanos 80, com o advento daAlDS, apresenca
das micobactérias ndo tubercul osas (MNT) tornaram-se comuns
em pacientesimunocomprometidos. Entre estas, Mycobacterium
kansasii e Mycobacterium avium — intracellulares sdo espécies
com alta freqUéncia de isolamento em doencas pulmonares
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humanas. A prevalénciade MNT no Brasil € de aproximadamente
6 por 1000 habitantes. Nos pacientes com HIV, 60% das MNT
s8o representadas pelo complexo Mycobacterium avium-
intracellulare e 16% pela Mycobacterium kansasiiz*°.

No Brasil, onde € alta aincidéncia da co-infecgéo TB/
HIV, podemos esperar um aumento dos casos de MNT e de
tuberculose extrapulmonar, assim o diagndstico precoce e
terapéutica apropriada para estes pacientes deve ser priorizada
no intuito de diminuir a morbi/mortalidade associada a co-
infecgdo®®.

Assim, o presente estudo foi efetuado com o objetivo de
avaliar os ensaios utilizados no diagnostico laboratorial da
tuberculose pulmonar em pacientes HIV positivos, atendidos
no Centro de Referénciaem AlDS de Santos (CRAIDS).

MATERIAL E METODOS

Entre janeiro/1997 a dezembro/2000, foram analisados
1662 amostras de escarro, de pacientes HIV positivos, com
suspeitaclinicadetubercul ose pulmonar, procedentes do Centro
deReferénciaemAIDS (CRAIDS) — Santos/SP. Destetotal 1.212
representam primeiraamostra (sintomati cos respiratérios) e 450
segunda eterceiraamostra, conforme recomendagdes do Manual
de Bacteriologia da Tuberculose'®. Os dados dos pacientes,
segundo sexo e faixa etéria, foram verificados nas fichas de
notificag8o procedentes do CRAIDS, e confrontados com os
dados laboratoriais do Instituto Adolfo Lutz — Laboratério | de
Santos.

Procedimentos Bacteriolégicos

1 — Baciloscopia: foi realizado um esfregaco de cada
amostra coletada e corado pelo Método de Ziehl-Neelsen. No
caso de laminas positivas realizou-se a contagem bacilar
semiquantitativaconforme o indice bacil oscopico recomendado
pelo M S,

2 — Cultura: os espécimes clinicos foram semeados em
Meio de Lowestein-Jensen, apods digestéo e descontaminagdo
pelo Método de Petroff5Y7 e incubados a 37°C, por 60 dias e
inspecionados semanalmente. N&o havendo crescimento nos
tubos apds 60 dias, as culturas foram consideradas negativas.

3—Identificacdo: culturas positivasforam encaminhadas
a0 |AL Central paraidentificagdo de acordo com as técnicas
preconizadas pelo MS; observando-se a pigmentacdo das
coldnias, aspecto e realizagdo de provas bioquimicast25,

RESULTADOS

Do total de 1662 amostras de escarro analisados no
diagnasti co de tubercul ose pulmonar, proveni entes de pacientes
HIV+ atendidosno CRAIDS—Santos/SP, 1.212 espécimeseram
de 12 amostragem e 450 de 22 e 32 amostragem, representando
13% e 4% de culturas positivas respectivamente (Tabela 1). O
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resultado segundo a técnica de cultura foi positivo em 288
(17,3%) sendo 169 (58,7%) detectadas através das técnicas de
baciloscopia e cultura, 103 (35,8%) apenas pelo cultivo, isto &,
apresentaram bacil oscopianegativae culturapositivae 16 (5,5%)
pelabaciloscopia(Tabela2).

No universo das 288 amostras de escarro positivas, 216
(75%) eram provenientes de sintomaticos respiratorios,

correspondendo assim a 12 amostra, portanto de casos hovos
detubercul ose no periodo em andlise (janeiro/1997 adezembro/
2000), asdemais 72 (25%) amostras positivasrepresentam a22e
3*amostra coletadas no periodo (Tabela2).

Na Tabela 3 podemos verificar uma predominancia do
sexo masculino (71%) nafaixaetériado 30-40 anos (47%) entre
os pacientes HIV + co-infectados pela TB.

Tabela 1. Exames realizados para diagnéstico de TB pulmonar, em pacientes HIV +, segundo a técnica de cultura, atendidos no

CRAIDS- Santos/SP, no periodo de 1997 a 2000.

Ano 13 amostra 22, [ 32 amostra Total de amostras

P N P N n° (%)

1997 66 226 20 D 402 (24)

1998 0 268 Y] 123 467(28)

1999 (5¢] 263 1n P 419(25)

2000 47 29 15 73 374(23)
Total de amostras 216 96 /i 378 1662
n° (%) 13 (60) @ (<) (100)

P—positivo. N — negativo.

Tabela 2. Distribui¢do das 288 amostras de escarro positivas para diagndstico de TB pulmonar, em pacientes HIV +, segundo
técnica de baciloscopia e cultura, atendidos no CRAIDS — Santos/SP, no periodo de 1997 a 2000.

Ano 13 amostra 22 e 3% amostra Total de
BK(+) BK(+) BK(-) BK(+) BK(+) BK(-) amostras
) Ce) ) ) CO) ) n° (%)
1997 37 oL 28 14 00)] (03] 86(30)
1998 2 @ 20 15 (00] 1n 76 (26)
1999 Y] (0¢] 18 0] (00] (0¢] 64(22)
2000 2 (07} 14 12 (00] (0¢] 62(22)
Total 216 iz 283
n° (%) () (25 (100)

BK —baciloscopia, C —cultura, (+) —positivo, (-) —negativo

Tabela 3. Distribui¢do das 216 amostras de escarro positivas na 12 amostra, para diagnéstico de TB pulmonar, em pacientes
HIV+, segundo sexo efaixaetaria, atendidos no CRAIDS — Santos/SP, no periodo de 1997 a2000.

Sexo Total de amostras

FaixaEtaria Masculino Feminino n° (%)
10-20 oL oL 02(2)
20-30 27 19 46(20)
30-40 (s 2% 108(47)
40-50 37 12 49(27)
50—-60 o7 07} 11(5

Total de amostras 14 (] 216

n° (%) ) (2 (100)
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Tabela 4. Distribui¢do das 216 amostras de escarro positivas
na 12 amostra, paradiagnéstico de TB pulmonar, em pacientes
HIV+, segundo o agente etiol égico, atendidos no CRAIDS —
Santos/SP, no periodo de 1997 a 2000.

Agente Etioldgico Total de amostras %

Mycobacterium tuberculosis 191 8
Mycobacterium kansasii (0¢] 1
Mycobacterium avium 07} 2
Mycobacterium terrae (018 1
Mycobacterium fortuitum u 5
Mycobacterium scrofulaceum (018 1
Outras n® (%) ® 2
Total de amostras 216 100

Dentre as 216 amostras de escarro positivas
provenientes de pacientes coinfectados foi observado presenca
de Mycobacterium tuberculosis em 191 (88,4%) amostras,
seguidas das demais micobactérias (11,6%) (Tabela4).

DISCUSSAO

O HIV tem profundo efeito na patogénese da
tuberculose, pois em pacientes infectados pelo
Mycobacterium tuberculosis, acoinfecgdo com HIV aumenta
0 risco de evolugdo da infeccdo para a doenca ativa e a
disseminacdo da tuberculose, 0 que acelera o processo
epidémico®.

A infeccdo pelo virus HIV produz uma disfungéo
progressivado Sistemalmune, comprometendo aimunidade
celular mediada peloslinfocitos CD4, tornando essas células
incompetentes na defesa contra 0 microrganismo?.

Em pacientes HIV positivos com CD4 superior a 350
céls/mm?, atuberculose é indistinguivel daquela encontrada
em pacientes nao-infectados pelo HIV. A doenca
extrapulmonar ocorre em freqiiénciaigual ou pouco superior
(10 a 20%) aquela observada nos pacientes com tubercul ose
ndo infectados pelo virus. Nestes casos a dificuldade reside
no diagnoéstico da infeccdo pelo HIV. Nos infectados com
HIV ecom CD4 abaixo de 200 cél'mm3, atubercul ose ocorre
tanto na forma extrapulmonar quanto na pulmonar. Nesta
situagéo a positividade na forma pulmonar da baciloscopia
de escarro e lavados brénquicos tende a ser baixa, tornando
o diagndéstico dificil, atrasando o inicio da terapia
antitubercul ose>!14,

Devido a grande freqiiéncia de pacientes infectados
por HIV em nossa regiao, atuberculose deveria ser incluida
no diagndstico diferencial de virtualmente todas as condicdes
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clinicas. Principal mente na fase avancada da infeccéo pelo
HIV, todo e qualquer material obtido, deveria ser examinado
para deteccdo da micobactérial®®,

No diagndstico laboratorial da enfermidade, a
sensibilidade da baciloscopiadireta do escarro variade 41%
a81%. Em pacientes nafase avancada dainfeccéo pelo HIV
esta sensibilidade diminui, além de ser maisdificil aobtencéo
do escarro®. Em nossos resultados a sensibilidade da
baciloscopiafoi de 64% e a cultura de 95%, proporcionando
um acréscimo de 36% em relacdo ao total de casos
diagnosticados; enfatizando assim a necessidade de
acrescentar a realizagdo da cultura, no diagnéstico da
tubercul ose nos pacientes coinfectados, conforme critérios
estabel ecidos pelo Programa de Controle da Tubercul ose'.
Além de oferecer maior sensibilidade, a técnica de cultura
possibilitaisolamento do microrganismo, aidentificagdo do
agente etioldgico e estudos da resisténcia frente aos atuais
quimioteréapicos, informagdes estas que se mostram
importantes na avaliacdo do tratamento e nos esquemas
terapéuticos utilizados®.

Sendo assim, ressaltamos que a presenca de bacilos
alcool acidos resistentes (BAAR) no escarro, bem como a
presenca de col 6nias de micobactérianacultura, ndo fecham
o diagnostico nos pacientes com HIV, necessitando da
identificacdo da espécie devido a freqliéncia de
micobacterioses (11,6%). Sendo confirmada a suspeita de
micobactéria atipica, que é verificada pela auséncia de
resposta ao tratamento adotado nos pacientes com suspeita
de albergar cepas multiresistentes, é necessario realizar
alteracdo daterapia medicamentosa pois amaioriadas cepas
atipicas é resistente aos tubercul ostati cos?.

Em pacientes HIV, o impacto da doenca oportunista
causada pelas micobacteriose, em particular pelo
Mycobacterium avium, e seu significado na sindrome da
AIDS séo variaveis de regido pararegido, apresentando taxas
entre 1,1% e 45% ou mais®. Em nosso estudo apresentou
umataxade 2%.

Os dados desta avaliagdo confirmam ainda que a
doenca em pacientes coinfectados ndo ocorre de forma
homogénea entre os sexos e faixas etérias, mostrando uma
maior ocorréncia no sexo masculino (71%) e nafaixaetaria
dos 30 - 40 anos (47%).

Ao analisar os dados obtidos neste periodo, os
autores ressaltam a importancia de uma metodologia
organizada e coerente com arealidade daregido, evidenciando
anecessidade derealizar a culturabacteriol 6gicano momento
do diagnostico além da baciloscopia, pois representou um
aumento de 3% na positividade, e daidentificagdo do agente
etiologico, uma vez que 11% das cepas eram outras
micobactérias, para que o laboratério possa ter um subsidio
importante no conhecimento epidemiol 6gico da coinfeccéo
AIDS-TB e diagndstico laboratorial da enfermidade,
contribuindo com as agfes de vigilancia e melhoria do
diagnéstico.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi relatar aocorrénciade um surto de diarréa, causado por Cyclospora cayetanensis
no municipio de Genera Salgado- SPeo papel do L aboratdrio de Salide Piblicanasuael ucidagdo e no posterior
monitoramento dos casos de diarréia. No periodo de agosto de 1999 a dezembro de 2002 foram redlizadas no
Ingtituto Adolfo Lutz - Laboratdrio | de S8o José do Rio Preto, exames de amostras oriundas do municipio de
Generd Salgado (SP), como descritosaseguir: 103 andlises de potabilidade daégua, segundo arecomendagéo
deAmerican Public Health Association; 130 coproculturas, incluindo nove pesquisas de célera, de acordo com
Pessoa et al, 1983 e Manual da Comissdo Naciona de Cdlera, 1991; 132 exames parasitol dgicos de fezes,
incluindo parasitas oportunistas (método de sedimentacao espontanea, técnicade centrifugacéo - sedimentagéo
pelaformalina- éter, coloragao d cool - &cido resistente de Kinyoun modificada, autofl uorescénciae esporulagéo
pelo dicromato de potéassio a2-2,5%) e85 pesquisasdevirus[EIARA (m) - BioManguinhos/ FIOCRUZ, Riode
Janeiro-RJ]. Das coproculturas realizadas, nove (6,9%) apresentaram-se positivas tendo sido identificadas as
seguintes espécies bacterianas: Shigella boydii, Shigella sonnei, Escherichia coli O111 e 0128, Salmonella
Typhimurium, Salmonella Saintpaul, Salmonella Enteritidis, Salmonella Oranienburg e Salmonella spp. (ndo
sorotipada). Presencade antigeno de rotavirusfoi detectadaem duas (2,4%) das amostras de fezes andisadas.
A deteccdo de Cyclospora cayetanensis ocorreu em 16 (12,1%) delas. Quanto aandise de &gua, 23 (22,3%)
amostras apresentaram bactérias do grupo coliforme, sendo quatro (17,4%) positivastambém paracoliformes
fecais. A busca de solugBes ao agravo que comprometeu a salide coletiva do referido municipio resultou na
elucidacdo do primeiro surto de Cyclospora cayetanensis no Brasil.

Palavras-Chave. Cyclospora cayetanensis, surto dediarréia, parasita.

ABSTRACT

The aim of this study was to report the occurrence of diarrhea outbreak by Cyclospora cayetanensis in
General Salgado Municipality, SP, and the role of the Public Health Laboratory for its elucidation, and
posterior monitoring of patientswith diarrhea. At Regional Laboratory of Adolfo Lutz Institutein S&o José
do Rio Preto - SP, during the period from August 1999 to December 2002, analyses of samplesthat came
from General Salgado Municipality, SPwere carried out. Thefollowing assayswere performed: 103 water
potability analyses, according to American Public Health Association guidelines; 130 coprocultures,
including nine examinations for cholera, according to the technique described by Pessoa et al, 1983 and
Cholera’'s National Commission Manual, 1992; 132 faeces parasitological examinations, including
opportunistic agents (by means of autofluorescence assay, alcohol - acid resistant staining by modified
Kinyoun technique, formol - ether sedimentation, sporulation by 2.5% potassium dichromate, and Hoffman
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technique), and 85 virus detection by means of EIARA (m) - Bio Manguinhos/FIOCRUZ, Rio de Janeiro -
RJ. Of coproculture-examinations, nine (6.9%) were positive for: Shigella boydii, Shigella sonnei,
Escherichia coli, O11 and 0128, Salmonella Typhimurium, Salmonella Saintpaul, Salmonella Enteritidis,
Salmonella Oranienburg, and Salmonella spp (non serotyped). From water samples analyses, 23 (22.3%)
were positive for bacterias from coliform group, and 4 four samples (17.4%) were & so positive for fecal
coliforms. Rotavirus antigen was detected in two (2.4%) fecal samples; and the occurrence of Cyclospora
cayetanensis was observed in 16 (12.1%) samples. Owing to the investigation delineated for solving the
injury threatening the health of population from General Salgado Municipality, the first outbreak of
Cyclospora cayetanensis in Brazil could be described.

Key Words. Cyclospora cayetanensis, diarrhea outbreak, parasite

INTRODUCAO

A caracteristica fundamental das atividades do
Laboratério de Salde Publica € contribuir para o estudo das
solugdes pertinentes aos principai s agravos que comprometem
amanutencao dasalde do cidad&o. Paratanto, deve alimentar o
sistema de salde com as informacgdes necessarias para a
adequada tomada de deci sbes quanto as medidas de controle a
serem adotadas pel a sociedade e seus 6rgaos envolvidos com a
preservagdo das condig¢Bes globais do bem-estar da
coletividade'®.

O Instituto Adolfo Lutz como laboratério de salde
publica tem sido conduzido de maneira a procurar maior
participagdo nas questdes relativas a contaminagdo do meio
ambiente, quando envolve risco de comprometimento a salide
humana, sgjaem nivel do setor produtivo, sejano contexto geral
davidacomunitéria. O trabal ho no desenvolvimento de estudos
populacionais, sob a 6tica laboratorial, integra equipes de
Vigilancia Sanitériae Epidemiol égica, procurando objetividade
nas agdes que competem a estas ingtituigdes no controle de
agravos de sallde publicat®.

O desafio da Instituicdo consiste na conciliagdo das
atividades de rotina e as de pesquisa basica e aplicada. A
pesquisa obedece aos propositos fundamentais de saldde
publica participando no planejamento, na elaboracdo e na
avaliagdo das agdes de vigilancia sanitaria e epidemiol ogica.

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) sdo uma
importante causa no quadro de morbi-mortalidade em &mbito
mundial, aindaconsi deradas como de ocorréncianormal, apesar
do acometimento de grande niumero de pessoas e das
importantes perdas econdmicas. A epidemiologiadas DTA vem
sofrendo rapida alteracéo nos Ultimos anos com o surgimento
de patégenos emergentes, aumento da frequéncia dos ja
existentes ou rel acionados a novos veicul os, causas que devem
ser investigadas como de interesse em salide coletiva?.

Cyclospora spp., um protozoario coccideo unicelular, é
um importante patdgeno reconhecido como responsavel por
doencadiarréica. Foi observada pelaprimeiravez em amostras
fecais humanas em Papua Nova Guine em 1979°. Desde entéo,
casos de infeccdo por este parasita tem sido relatados em
diferentes areas geograficas do mundo, podendo infectar
individuos imunocomprometidos e imunocompetentes®.

De acordo com estudos epidemiol dgicos, Cyclospora
cayetanensis tem sido observada na Africa, Américado Norte,
Sul e Central, Bangladesh, sudeste daAsia, Austrédlia, Inglaterra
eoestedaEuropa, cujaocorrénciatem sido relatadacom marcada
sazonalidade*?224,

Em paises desenvolvidos, surtos de Cyclospora tem
atraido grande atencdo, recentemente. Durante 1996 e 1997,
ocorreram muitos surtos nos Estados Unidos acometendo mais
de 850 individuos nos estados |este das M ontanhas Rochosas,
sendo epidemiol ogicamente relacionados ao consumo de
framboesas’.

No ano de 1999, natentativa de esclarecimento de surto
dediarréiano municipio de General Salgado - SP, foram enviadas
a0 Instituto Adolfo Lutz - Laboratorio | de Sao José do Rio Preto
amostras defezes paracoproculturae pesquisadevirus (realizada
no IAL Central), e de &guade abastecimento publico paraexame
bacteriol 6gico. No ano seguinte repetiu-se 0 mesmo episodio e
as pesquisas foram entdo direcionadas para parasitas
oportunistas, considerando o aspecto ciclico e a sazonalidade
da ocorréncia, caracteristicas de alguns parasitas.

OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi relatar a ocorréncia de um
surto dediarréia, por Cyclospora cayetanensis no municipio de
General Salgado - SPeo papel do Laboratdrio de Salide Piblica
na sua elucidacdo e no posterior monitoramento dos casos de
diarréia.

MATERIAL E METODOS

No periodo de agosto de 1999 adezembro de 2002 foram
realizadas no Instituto Adolfo Lutz - Laboratério | de S&o José
do Rio Preto, exames de amostras oriundas do municipio de
Genera Salgado (SP), como descritos aseguir: 103 andlisesde
potabilidade da agua, segundo a American Public Health
Association?, a partir de agosto de 1999; 130 coproculturas,
incluindo nove pesquisas de colera, de acordo com Pessoa et
al.?® e Manual da Comissdo Nacional de Colera®, a partir de
outubro de 1999; 85 pesquisas de Adenovirus e Rotavirus

117



Zini, R. N. et al. Atuacao do laboratério de Salide Publica na el ucidacdo do surto de diarréia causado por Cyclospora cayetanensis no municipio

de General Salgado - SP.. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 63(1):116-121, 2004

(EIARA (m) Bio Manguinhos), apartir dejaneiro de2001 e 132
exames parasitol 6gicos defezes, incluindo pesquisade parasitas
oportunistas (Método de sedimentacdo espontanea, técnica
centrifugo - sedimentacdo pelaformalina- éter, coloragéo acool
&cido resistente de Kinyoun modificada, autofluorescéncia e
esporulacdo pelo dicromato de potéssio a 2-2,5%)%1017182126 g
partir demaio de 2000.

Descricdo das técnicas para deteccdo dos oocistos de
Cryptosporidium spp. e Cyclospora cayetanensis em material
fecal.

Técnica Centrifugo - Sedimentacio Pela Formalina - Eter

Diluicdo daamostrafecal:

- aproximadamente4 g defezesdiluidasem 10 mL deformalina
- éter tamponada

Filtrac&o:
- filtrar em gaze dupla, transferir para um tubo de ensaio e
manter em geladeira até o prosseguimento

Extracdo delipidios:

- adicionar éter etilico

- agitar e centrifugar por 8 minutos
- desprezar 0 sobrenadante

- ressuspender o sedimento

Preparacéo dalamina:

- dispor sobre uma I&mina de vidro pré-lavada cerca de 10
microlitros do sedimento

- secar atemperaturaambiente

- fixar commetanol

Coloragéo acool acido resistente de Kinyoun modificada:

- cobrir alaminajafixadacom fuccinacarbdlica

- corar em temperaturaambiente por 20minutos

- lavar com éguadestiladaparaaretiradado excesso do corante

- lavar aléminacom solucgo alcool-acido por 2 minutoseem
seguida com &gua destilada

- cobrir aldminacom solucdo de azul de metileno

- secar em temperaturaambiente por trés minutos

- lavar novamente com &gua destilada

- secar emtemperaturaambiente

Leitura
- prosseguir aleituramicroscopicacom objetivadeimersio (x100)

Microscopia Direta De Autofluorescéncia Para Detecg¢do Dos

Oaocistos De Cyclospora Cayetanensis Em Material Fecal

Preparacéo dalamina:

- dispor sobre a lamina uma aliquota do sedimento descrito
anteriormente

L eituramicroscopica:
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- proceder a leitura num microscépio de epifluorescéncia,
utilizando filtrosUV nafaixade 330-365 nm
- observar a presenca de esferas azuis autofluorescentes

Esporulacdo

Preparo daamostrae leituramicroscopica:

- diluirumaaliquotadefezesfrescascom 3 mL dedicromato de
potassio a2,0 a2,5% e manter atemperaturade 25° C

- proceder aleituramicroscopicadiariaparaavisuaizagao da
esporulacdo até 0 12° dia

RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando que a imensa maioria das enfermidades
gue prevalecia e/ou prevalece em nosso meio tem etiologia de
caréter transmissivel, as estruturas dos laboratorios de salide
publicaforam organizadas paraenfrenté-las, havendo, portanto,
grande incremento nessa area de atividade's.

E necessério que os procedimentos diagnosticos sejam
colocados aservigo dasalde publica, tanto em regimederotina
diagndstica, como de forma episadica, segundo imposto pelas
ocorréncias que se sucedem, ou seja, os surtos de doencgas
endémicas e epidémicas?.

Do total de coproculturas realizadas, nove (6,9%)
apresentaram-se positivas para diferentes agentes bacterianos
tais como: Shigella boydii, isolada no ano de 2000; Shigella
sonnei, Escherichia coli O111 e 0128, Salmonella Typhimurium,
Salmonella Saintpaul e Salmonella spp. (ndo sorotipada) em
2001 e Salmonella Enteritidise Salmonella Oranienburg, em 2002.

Quanto a andlise de agua, 23 (22,3%) amostras
apresentaram bactériasdo grupo coliformeem 100mL, onde quatro
(17,4%) foram positivas, também, paracoliformesfecais. Quanto
as amostras de fezes analisadas, constatou-se presenca de
antigeno de Rotavirusem duas (2,4%). A deteccéo de Cyclospora
cayetanensis ocorreu em 16 (12,1%) delas (Figura 1).

As caracteristicas da Cyclospora cayetanensis
apresentadas por meio das técnicas empregadas e a

ON° total de amostras
analisadas

B N° de amostras

positivas

NUmero de amostras

2000 2001 2002

Figura 1. Distribui¢go anual de positividade de Cyclospora cayetanensis
em amostras de fezes no periodo de 2000 a 2002.
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Quadro

TECNICA

Cyclospora

Cryptosporidium

Tamanho: 8-10 im

Coloragao acido resistente
de Kinyoun modificada

incolores)

aparéncia enrugada

Coloragao variavel derosaclaraaparpura
intensa (algumas formas apresentam-se

e Oocistos em forma arredondada, podendo
apresentar distor¢des e granulos .

e Parede de oocistos podendo apresentar

e Esporozoitas ndo visiveis no interior dos oocistos

e Tamanho: 4-61m

Colorag&o uniforme variando
de rosa a plrpura

e QOocistos apresentam-se como
estruturas ovoides ou esféricas
Esporozoitas discerniveis no
interior dos oocistos

Autofluorescéncia e Presente (a parede do oocisto adquire e Ausente
fluorescéncia intensa)
Esporulacéo e Ocorre em solugdo de dicromato de potassioa e N&o usual

2,0-25%ematé12dias

diferenciacéo em relag8o a outros parasitas oportunistas como
o Cryptosporidium encontram-se no quadro abaixo.

Neste estudo foi realizada a técnica de esporulacéo em
duas das 16 amostras de fezes positivas para este agente, sendo
qgue em uma delas foi possivel a observacdo da presenca de
esporozoitas com 0s esporocistos, a partir do 5° dia.

O isolamento de bactérias patogénicas e a detecgéo de
Rotavirus nas amostras fecais, durante ainvestigacdo do surto
e 0 monitoramento das diarréas, podem ser considerados uma
ocorrénciaesperada, tendo em vistaa estimativada Organizacdo
Mundial de Salde - OMS de que, anualmente, nos paises em
desenvolvimento, ocorrem maisde 1 bilh&o de casosdediarréia
aguda em criangas menores de 5 anos, das quais 5 milhdes
chegam a 6bito. Existem célculos de que até 100 milhdes de
individuos em todos os paises civilizados contraem doengas
decorrentes de alimentos®.

Em relacdo aandlise bacteriol 6gica de &gua, a deteccdo
de coliformes totais ocorreu nos meses de marco e outubro de
2000; em abril, maio e novembro de 2001 e no periodo de marco
ajunho de 2002. A pesquisa para coliformesfecaisfoi positiva
apenas no ano de 2002, nos meses de marco, abril e junho. A
auséncia de coliformes fecais, durante os periodos de vigéncia
do surto, ndo descartou a possibilidade da agua como veiculo
de transmissdo do parasita, visto sua resisténcia a cloragao.
Varios surtos de Cyclospora no mundo foram associados a
agua, onde em muitos deles apresentava-se devidamente
cloradef. Segundo Boletim Informativo do Centro de Vigilancia
Epidemioldgica’, apresenca de Cyclospora foi confirmadaem
amostras de agua de abastecimento publico do municipio de
General Salgado, cuja andlise foi realizada pelo Centers of
Disease Control and Prevention - CDC deAtlante’.

O primeiro exame positivo para Cyclospora ocorreu em
setembro de 2000 com picos de deteccéo no trimestre
correspondente aos meses de outubro, novembro e dezembro
de 2000 ede 2001 (Figura2). Esse periodo corresponde, naregi&o,
aoinicio do periodo de chuvas, que precede os meses de verao.

Embora no ano de 1999 n&o tenha sido realizado diagnostico
laboratorial paraesteparasita, houveregistro de elevado niimero
de casos de diarréia, neste mesmo periodo. Estes dados foram
fornecidos pelo Grupo Técnico de Vigilancia Epidemiol dgicada
Direcéo Regional de Salide- DIR X XII, quando darequisi¢io de
exames de coproculturae pesquisade virus ao Instituto Adolfo
Lutz - Laboratério | de S&o José do Rio Preto, os quais foram
negativos, ndo elucidando, naquele ano, a etiologia do surto.
Esta sazonalidade marcada é similar & observada na cidade de
Guatemala e Kathmandu, cidades de clima subtropical, cujos
casos de Cyclospora foram encontrados proximos ao periodo
de chuvas™®.

Lima, no Peru, tem um padréo semelhante de deteccéo
do parasita, porém, em periodos de auséncia de chuvas, o que
sugere que a sazonalidade ndo pode ser definida s6 em relagéo
aestacaracteristica. Bern et a.5rel ataram que seriam necessarios
vérios anos de vigilancia em lugares com variacoes climaticas
distintas, assim como conhecer melhor abiologiado parasitano
meio ambiente paraexplicar porque asinfecgdes por Cyclospora
s8o flutuantes com as estagoes.
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Figura 2. Distribui¢do trimestral do nimero de amostras fecais positivas
para Cyclospora cayetanensis diagnosticadas no Laboratério | de Sdo José
do Rio Preto - SP.
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Figura 3. Distribuico trimestral das amostras fecais analisadas referen-
tes ao surto de diarréia de General Salgado - SP.

Nesse estudo, considerando o ano de 1999, quando
houve somente o registro de diarréia, foram quatro anos de
observacdo da periodicidade de casos positivos para
Cyclospora, onde ostrésprimeirosforam coincidenteseo Ultimo,
ano de 2002, ndo houve registro de casos (Figura 2).

Ressaltamos ainda, que no periodo estudado, ndo houve
deteccé@o de Cyclospora nos primeiros seis meses de 2000 e
entre os meses de marco e setembro de 2001. No periodo de
janeiro amarco de 2001, apesar dagrande demandade amostras
fecals para exame laboratorial (parasitol gico, coprocultura e
pesquisadevirus) (Figura3), indicando apermanénciado quadro
diarréico no municipio, a positividade para Cyclospora foi em
apenas duas (12,5%) amostras, em relagdo ao total de deteccao.
Tal fato pode ser devido a uma caracteristica propriado agente
gue consiste na eliminacdo intermitente dos oocistos nas fezes,
ou ainda, ao tratamento precoce com trimetropim e
sulfametoxazol mediante os primeiros sinaisdadoenca, aumento
da busca ativa ou a presenca de outro agente etioldgico
associado.

Quanto aidade, a maior frequiéncia de Cyclospora em
General Salgadofoi entre adultosde 21 a 35 anose 36 a50 anos
(Figura4), correspondendo aproximadamente, ao triplo de casos
ocorridos neste municipio, em relacdo as criancas, jovens e
idosos.

Nos paises em desenvolvimento, especialmente em
populacBes onde as condicles de salide sdo precarias, este
protozoario esta associado com diarréiaem criancas (Ortega et
al.?). Em populacdes periurbanas, infeccdes e diarréias devido
a Cyclospora séo raras em adultos, exceto para aqueles que
apresentam imunossupressan®.

Resultados diferentes ao do presente estudo, em relacéo
a faixa etéria, também foram observados em outros relatos.
Eberhard et al .1, em estudo de coorte em popul acéo da pequena
comunidade de Leogane - Haiti verificaram que ainfeccéo por
Cyclospora foi mais comum em criangas do que em adultos,
fato coincidente com as ocorréncias na Guatemal a, Peru, Nepal
etambém em paises desenvolvidos, cujo parasitaécomumente
associado a gastroenterites pediatricas®14192328,
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Figura 4. Distribuicdo, por faixa etaria, de casos positivos para Cyclospora
cayetanensis diagnosticados no IAL - Laboratério | de S&o José do Rio
Preto - SP.

Os dados gerados neste estudo permitiram concluir a
importanciadasinimeras e complexas atividadesdo L aboratério
de Salde Publica, na producéo de conhecimentos necessarios
a0 bom desempenho e otimizagdo das acBes de prevencéo e
controle. A busca de solugdes ao agravo que comprometeu a
salide coletiva do municipio de General Salgado resultou na
elucidagdo do primeiro surto de Cyclospora cayetanensis no
Brasl.
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Evaluation of dithiocarbamate and ethylenethiourea (ETU)
residues in fruit and their implication for public health

Lemes, V.R.R. Evaluation of dithiocarbamate and ethylenethiourea (ETU) residues in fruit and their implication for public
health. S3o Paulo, 2003. [ Dissertacio de mestrado-Facul dade de Salide Piblica— U.S.P]. Area: Salide Ambiental. Orientador: Prof.

Dr. Sérgio Colacioppo.

Ethylenethiourea (ETU) is a degradation and/or
biotransformation toxic substance from ethylene-
bisdithiocarbamate (EBDC) fungicides. It isreasonably stable,
has high solubility in water and may represent a risk to
populations consuming fruits and other foods. Sufficient
evidenceisavailabletoindicatethat itiscarcinogenicin animals,
but the evidence is inadequate for human beings. This study
had the objective studying and validating analytical methods
for determining dithiocarbamates and ETU levels in papaya;
determining thelevel sof remaining residuesof EBDC (mancozeb)
from applications to papaya species Carica papaya L.
cultivationsand itsmetabolite ETU; determining thedissipation
of these residues days after the application of mancozebe; and
assessing the levels encountered and the risk to public health.
The utilized method for determining the dithiocarbamates|evels
was spectrophotometry and determining ETU was high
performanceliquid chromatography. The sampleswere collected
from threelocalitiesthat are representative of papayacultivation:

Lins(S&o Paulo), Linhares (Espirito Santo) and the extreme south
of Bahia. The analytical methods assessed presented
satisfactory results. Therange of the recovery studieswasfrom
70 to 110% for mancozeb, and from 80 to 110% for ETU.
Depending on the level fortified, the coefficients of variation
ranged from 3.7 to 13,3% for ETU and from 4,8 to 13,2% for
mancozeb. Thequantification limit for the method was 0.5 mg/kg
for mancozeb and 0.01 mg/kg for ETU. All samplestreated with
mancozeb presented ETU residues ranging from 0.01 mg/kg to
0.32mg/kg. Themancozeblevelsranged from 0.5 mg/kgto 2.1 mg/kg.
In the dissipation study, the amounts of mancozeb residue
remained practically unaltered, whilethe ETU levelsfell from
0.14 mg/kg on the day of treatment to 0.04 mg/kg 12 days|ater.
The contribution of the estimated mancozeb and ETU ingestion
to the Acceptable Daily Ingestion (ADI) was 1,0% and 0.7%,
respectively. Knowing that ETU ispresent in papayaserves as
awarning for the need for knowledge of the levels present in
foods consumed by the public.

*Tese disponivel naBiblioteca da Faculdade de Salide
PublicadaU.S.P. edo Instituto Adolfo Lutz.
e-mail: lemesvrr@ia.sp.gov.br

Contaminacgao por matérias estranhas e microrganismos em
farinaceos vendidos a granel e embalados em Ribeirdo Preto-SP

Prado, SPT. Contamina¢do por matérias estranhas e microrganismos em farinaceos vendidos a granel e embalados em Ribeiréo
Preto-SP. Ribeirdo Preto-SP, 2002. [ Dissertacdo de mestrado — Facul dade de M edicinade Ribeirdo Preto— USP].

Considerando aimportancia, em termosde salide publica,
da qualidade dos alimentos e 0s riscos que estes podem trazer
ocasionalmente a salde da populacéo, aliado ao fato de os
farinaceos serem alimentos altamente energéticos e consumidos
pela maioria da populagdo, 0 presente trabalho teve como
objetivo verificar as condicdes higiénico-sanitérias dos
farindceos comercializados no municipio de Ribeirdo Preto-SP.
Foram avaliados os niveis de contaminagdo por matérias
estranhas e por microrganismos presentes nos produtos, 0s
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quais foram comparados segundo o tipo de estabelecimento e
de acondicionamento e estacBes do ano. Foram analisadas 320
amostras de quatro diferentes tipos de farinéceos, sendo 160
amostras a granel e 160 embaladas. Estes produtos foram
colhidos em feiras livres, no mercado municipal, em
supermercados e nas mercearias, totalizando 80 produtos para
cadalocal decoleta, sendo 20 defarinhademilho, 20 defubg, 20
de farinhade mandioca crua e 20 de polvilho azedo. O periodo
de coleta foi de fevereiro de 2001 a janeiro de 2002. Para as

Rev. Inst. Adolfo Lutz, 63(1):122-127, 2004
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analises microbioldgicas foram empregadas técnicas
preconizadas no Compendium of Methods for Microbiological
Examination of Foods (APHA, 1992) e para as andlises
microscopicasforam utilizados métodos descritos naAssociation
of Official Analytical Chemists International (AOAC
International, 2000). Das 320 amostras andisadas, 34,7% estavam
em desacordo com alegislagdo em alguma das andlises ou em
ambas, sendo 31,6% pela andlise microscopica e 4,4%, pela
microbioldgica. O farindceo mais contaminado foi o polvilho
(55,0%), seguido do fuba (31,2%), farinhade mandioca (30,0%)
e farinha de milho (22,2%). Diferenca estatisticamente
significante entre os tipos de acondicionamento so foi
encontradano fubd, naandlise microscdpica Quanto as estacdes

do ano, houve diferenca significante na andlise microscopica,
em todos os produtos, e namicrobiol dgica, apenas para o fuba.
Quanto aos tipos de estabelecimentos, ndo houve diferenca
significante dos niveis de contaminacgéo e produtos. S&o
necessari os programas de educagdo e treinamentos direcionados
aos fabricantes e comerciantes, enfocando o controle das
matérias-primas, os cuidados em cada etapa do processamento,
ahigiene dos equipamentos, as condi¢fes ambientais, o ataque
das pragas; orientando-os sobre os fatores que influem sobre a
qualidade desses farindceos, além do aerta aos consumidores
com relag8o a esses problemas. Esses dados poder&o servir
como subsidiosaacdo daVigilanciaSanitérialocal, contribuindo
paraamelhoriados produtos comercializados no municipio.

*Tese disponivel naBibliotecado

Instituto Adolfo Lutz e naBiblioteca Central do
CampusdaUSP—Ribeiréo Preto-SP.

e-mail: sptprado@ial.sp.gov.br

Estudo comparativo entre métodos analiticos
tradicionais e testes rapidos utilizados na avaliacéo da
gualidade dos 6leos e gorduras de fritura

Lopes M.R.V. Estudo comparativo entre métodos analiticos tradicionais e testes rapidos utilizados na avaliagdo da qualidade dos
6leos e gorduras de frituras. So José do Rio Preto, 2002. [Dissertacéo de mestrado/ Faculdade de Engenharia de Alimentos —

UNESHA|

No presente trabalho foram analisadas 58 amostras de
Oleos e gorduras utilizados em processos de fritura de
estabel ecimentos comerciais do ramo de preparo de alimentos
parao consumo imediato, como: barracasefeiraslivres, cadeias
defast food, lanchonetes e pastelarias, restaurantes e cozinhas
industriais da cidade de S&o José do Rio Preto-SP. Os objetivos
foram determinar os niveis de alteragdo dos mesmos; estudar a
validade de quatro provas rapidas, sendo o Kit QOil Test e 0
Monitor de Gordura3M, adquiridos comercialmente e 0 ensaio
de Perevalov e o teste de Solubilidade em Acetona-Metanol,
realizados com reagentes preparados no laboratério €; colaborar
com 0 servico de vigilancia sanitéria fornecendo subsidios
cientificos paraacdes futuras de conscientizagdo dos fabricantes
quanto as boas préticas de fabricagéo e quanto ao compromisso
de estar oferecendo alimentos indcuos a populagdo. Para isto,
foram empregadas metodotol ogias analiticas tradicionais, tais
como: andlise da composi¢éo de acidos graxos, determinagdo
de compostos polares totais, porcentagem de acidos graxos
livres, indice de perdxidos, &cidos diendicos conjugadoseindice
de refragdo. Paralelamente, em estudo comparativo, foram
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aplicados quatro testes répidos. ensaio de Perevalov, Kit Oil
Test, Monitor de Gordura 3M e ensaio de Solubilidade em
Acetona-Metanol (90:10). Foram estabel ecidos como limite de
alteracdo 25% para compostos polares, 1% para &cidos graxos
livres e 10 meg/kg paraindice de peréxidos. De acordo com 0s
resultados obtidos, observou-se que das 58 amostras analisadas,
50 amostras (86,2%) eram 6leo de soja, enquanto que apenas 7
amostras (12,1%) tratavam-se de gordura vegetal hidrogenada.
Quanto aandlise de composi ¢o em &cidos graxos nas amostras
de Oleos e gorduras, foi observado uma diminui¢do na
concentragdo dos &cidos graxos polinsaturados, sugerindo
perdas nutricionais, € um aumento proporcional dos acidos
graxos saturados. Observou-se, ainda, que das amostras totais
analisadas, 20,7% deveriam ser descartadas por apresentar teor
de compostos polares superior ao limite estabel ecido paraéleos
egordurasdefritura, com valores oscilando entre 3,91 €45,69%;
15,5% por apresentar &cidos graxos livres acimade 1%, sendo
gue os valores encontraram-se entre 0,11 e 4,49% e; 5,2% das
amostras apresentaram-se com indice de perOxidos acimade 10
meqg/kg, variando de 0,67 a 16,86 meg/kg. Para os coeficientes
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de correlagdo estabelecidos entre os métodos analiticos,
observou-se que o mel hor coeficiente obtido foi entre compostos
polarestotais e &cidos diendicos conjugados (0,72). Ja, ostestes
rapidos apresentaram 67,2% de resultados corretos para o
ensaio de Perevalov; 87,9% quando utilizado o Kit Oil Test;
75,9% de acertos para 0 Monitor de Gordura 3M €; 62,1% de

resultados corretos para o ensaio de Solubilidade, quando
comparados com o limite estabel ecido para compostos polares
totais. OKit Oil Test foi 0 que apresentou melhor coeficiente de
correlagdo com o teor de compostos polarestotais (0,86) e menor
ocorrénciade resultadosfa sos (12,1%), quando comparado com
os testes de Perevalov e Monitor de Gordura 3M.

Dissertacéo disponivel naBibliotecado Campusdo IBILCE/
UNESPenaBibliotecado Instituto Adolfo Lutz.
e-mail: marovigeta@ig.com.br

Seed characterization of six species of the genus Theobroma as
compared to that of Theobroma cacao L.

Martini, M. H. Seed characterization of six species of the genus Theobroma as compared to that of Theobroma cacao L.-
Campinas, 2004 [ Tese de Doutorado — Faculdade de Engenhariade Alimentos— UNICAMP]. Orientadora: Profa. Dra. Déborade

Queiroz Tavares

Many investigations on the cellular reserveswithin the
cotyledon mesophyll of the genus Theobroma have been
carried out on Theobroma cacao seeds, the source of raw
material for the production of chocolate. These studies
demonstrated structural cellular changes due to fermentation,
drying, and roasting processes during chocolate production.
Recently the seeds of the T. grandiflorum have been analyzed
dueto their importancein the production of “cupulate”, anew
product similar to chocolate. 1nthe present work, we analyze
the lipid-protein reserve cells and polyphenolic idioblasts
derived from T. cacao, T. grandiflorum, T. subincanum, T.
bicolor, T. speciosum and T. obovatum. Only phenolic cells
were studied in T.obovatum and T. microcarpum.The
distribution of lipid bodieswassimilar in all the speciesstudied;
that is, they were located at the periphery of the cell wall and
demonstrated extremely susceptibly to heat, coalescing at
temperatures above 30°C. Thereserve protein wasinterspersed
with lipid bodies and some starch granules. The polyphenolic
cells were dispersed throughout the mesophyll and around
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the vascular bundles in all the species studied. In T. bicolor
and T. speciosum the polyphenolic cells were only observed
around the vascul ar bundle and radicle parenchyma. Mucilage
is a cellular secretion in the five species studied. Mucilage
does not accumulate intracellularly; however, rarely we did
observe mucilage in the cells of the mesophyll epidermisof T.
subincanum. In T. speciosum, mucilage cellswere abundant in
the mesophyll and about 10% reached large dimensions
without tissue disruption. The polyphenolic cells presented
characteristic mucilage histochemistry, however their strict
association with vascular bundles should direct their
development towards polyphenol synthesis. Cotyledon
mesophyll tissue is similar in all the species studied with
respect to lipid-protein reserve. Immature cells demonstrated
the capacity to synthesize all the reserves, but this capacity is
not retained in the mature cell. The distribution of reservesin
the mesophyll are most similar in T. grandiflorum and T.
subincanum. T. bicolor showed a high protein content, lower
lipid levelsand low levels of polyphenolic cells.

Tesedisponivel naBibliotecadaFEA eBC/UNICAMP
eBibliotecado AL
e-mail: mhmartini @ial .sp.gov.br
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Bioluminescense method for high-throughput screening of
compounds against Mycobacterium tuberculosis

Sato, D. N. Bioluminescense method for high-throughput screening of compounds against Mycobacterium tuberculosis.
Araraquara— SP. 2003. [ Tese de Doutorado — Area: Biotecnologia- I nstituto de Quimica— UNESPAraraguaral

There has been an increase of Mycobacterium
tuberculosis strainsthat are resistant to the current anti-TB
agents, mainly through acquired resistance by therapeutic
failure, This fact has underscored the need of a quick
development of antimycobacterial drugs that are more
effective than those currently in use. Moreover, new
methodol ogies to determine the bactericidal activity of these
compounds have been proposed. This study describes the
use of bioluminescent strains of Mycobacterium
tuberculosis H37Rv — ATCC 27974 and Mycobacterium
tuberculosis Erdman ATCC 35801 both containing the
plasmid pSMT1 constructed with luxA and luxB genesfrom
Vibrio harveyi in a screening to evaluate the
antimycobacterial activities of anti-TB agents. The
standardization of the technique was performed using
isoniazid and rifampicin, as a drug standard and the results
of Minimal Inhibitory Concentration (MIC) were 0.03 ug/mL
and 0.03 pug/mL, respectively. These values were totally
compatiblewith those obtained with Microplate Alamar Blue
Assay (MABA). The standardization of the bioluminescence

measurement of intracellular antimycobacterial activity was
performed using the J774 murine macrophage-like cell line
infected with Mycobacterium tuberculosis Erdman
containing the plasmid pSMT1 and rifampicin as a drug
standard and the result of M1C was 0.16 pg/mL similar with
those obtained with the technique of colony forming unit
(CFU). A total of 32 compounds were evaluated, 19 crude
plants extracts and 13 synthetic compounds and the results
of Minimal Inhibitory Concentration were compared with
those obtained with the MABA. 02 crude plants extracts
and 02 synthetic compounds were evaluated and the results
of MIC and percent of inhibition were compatible with those
obtained with the CFU technique. The overall agreements
between the MICs obtained by MABA and the results
obtained with the luciferase reporter strain of Mycobacterium
tuberculosis and with bioluminescence measurement of
intracellular antimycobacterial activity and the CFU
technique encourage the use of this recombinant
mycobacteria in high-throughput screening of compounds
against Mycobacterium tuberculosis.

*Tese esté disponivel na Bibliotecas

do Ingtituto de Quimica— UNESPAraraguara
elnstituto Adolfo L utz.

e-mail: satodn@netsite.com.br

Intestinal carriage of yeasts by children in hospitalar setting

Talarico, C. Intestinal carriage of yeasts by children in hospitalar setting- S&o Paulo-2003.[ Tese de M estrado-Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade S8o Paul o] .Orientadora: Profa.Dra.Marciade Souza Carvalho Melhem.

At the last decades the nosocomial infections caused
by yeasts raised significantly especially by Candida yeasts.
The infections source can be endogen or exogenous, since
sporesof unicellular and multicellular are kept viablefor months
and several yeasts species are found in skin and mucosa of
healthy people. In a saprophytic state yeasts are found in the
human gastrointestinal tract but the relationship between the

Rev. Inst. Adolfo Lutz, 63(1):122-127, 2004

presence of these microorganisms and their pathology is
associated with several facts such as. number, variety of sites
colonized, effective use of antibiotics, associated infections
caused by another microorganismsand mainly disturbance due
to lack of immunity and metabolic. Yeastsin the gastrointestinal
tract can be transmitted fecal-oral direct or indirectly from an
individual to another. The transmission of a strain in a
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saprophytic state to a host can result in colony followed by
infection. The infection can be serious depending on the host
conditions and the etiologic agent that includes virulent factor
and resistance to antifungal drugs. These attributes are
important to Candida albicans in which enzymes with
phospholipase activity are responsible for virulent factors.
Resistance phenotypes, otherwise it should occur more
frequently in non-albicans species. Concerning the possibility
of an endogen disease and the spread of virulent and resistant
strains, from the gastrointestinal colony, studiesthat contribute
to determine these agents that constitute the microbiota of
patients, are important to know the natural story of nosocomial
infections caused by yeasts. This work aims at evaluating the
intestinal tract as a source of hospital infections by yeasts
describing the remaining speciesin thefirst hoursand apossible
change depending on the time that may happen to virulent
phenotypic and resistance to ant fungi. Two hundred eighty
one yeast samples from sixty-six children attended in pediatric
and semi-intensive units in 2 public hospitals located in S&o
Paulo and Guarulhos cities in Brazil were analyzed. The fecal
samples were collected at the first hours after and during their
arrival at the hospital. To identify the yeasts according to their
gender and species traditional methods were used, analyzing
morphological and physiological aspects. Theability to produce
enzymes phospholipase and proteinase was verified the same

way it was proposed by Price et al.1982 and Ruchel et al.1982.
The sensibility to antifungals: amphotericin B (AMB),
fluconazole (FZ), ketoconazole (CZ) enigtatin (NIS), wasanayzed
by the diffusion technical by disks (CECON S&o Paulo, Brazil).
Res stant samples or withintermediate sensibility were confirmed
by micro-dilution method according to NCCL S (1997) modified
by EUCAST (2002). The isolated species were: Candida
tropicalis (30%), C.parapsilosis (27%), C.krusei (4%),
Trichosporon cutaneum e T.inkin (3%), Rhodotorula
mucilaginosa e R.glutinis (2%), C.guilliermondii (2%),
C.glabrata (1%) and C.kefyr (1%). Enzymatic activity was
verified in most of the 84 C.albicans samples being 96% of
phosfolipase and 95% of proteinase production. Among the
non-albicans species of Candida it was observed 97% of
phospholipase and 67% of proteinase activity. Less sensitive
samples to azoic drugs including resistant or SDD sensihility,
which depends on the achieved dose, were found in 4.3% of the
281 samples of yeast. The hugest percentage was observed in
C.krusei (90%). We can conclude that different yeast species
occur in stools of pediatric population hospitalized, including
virulent strains and antifungal resistant phenotypes. The
persistent of these phenotypes in the intestinal tract during
hospitalization period may representsarisk factor contributing
to endogeninfection, or play arolein dissemination of potential
pathogens inside a nosocomial evironment.

* Availablein thelibrary of Conjunto das QuimicasdaUSP
Site: www.teses.usp.br and inthelibrary

of Instituto Adolfo Lutz

e-mail: talarico_rico@ig.com.br

Contribution to the immunodiagnosis of human leptospirosis:
emphasis to monoclonal antibodies

Ribeiro,M.A. Contribution to the immunodiagnosis of human leptospirosis: emphasis to monoclonal antibodies. S&o Paulo,
2003. [ Tese de Doutorado — Facul dade de Ciéncias Farmacéuti cas da Universidade de S&o Paul 0]. Orientadora: Profa. Dra. Herminia

Yohko Kanamura.

The best serological test for leptospirosis laboratory
diagnosis remains the microscopic agglutination test (MAT).
Because of the complexity of MAT, we have been devel oped
some rapid screening testsfor leptospiral antibodies detection
in the acute phase of infection. In the decade of 80, a passive
hemaggl utination test employing polysaccharide fractions of
leptospires was considered appropriate for early diagnosis,
but its antigen preparation included “common antigens’
recognized by antibodies from 4% of healthy individuals. A
new ELISA (enzyme-linked immunaosorbent assay) employing
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proteinase K resistant immunodominant antigens was
developed and its potential diagnosis evaluated. This
technique, the PK-ELISA, presented 89.9% sensitivity and
97.4% specificity, and satisfied the requeriments needed for
serological screening tests of human leptospirosis. However,
some of the reagents used in its antigen preparation are
imported and very unstable. So, it was proposed, in a
“Cooperative Research Accordance” between Instituto Adolfo
Lutz and Laboratério Fleury, to try new approaches with
monoclonal antibodies. Two hibridomas secreting specific
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RESUMOS DE TESES E DISSERTAGCOES

monoclonal antibodies (MAb) were selected: one, against an
epitope detected in 16 of 23 members of the genus Leptospira
(cloneA12P4) and the other, specific to theicterohaemorragiae
serogroup (clone H7P1). The MAb A12P4, a G2 (1gG2B)
immunoglobulin, reacted with an epitope present in the 16-18
kDa components of icterohaemorragiae serogroup and with
the 75-84 kDa components of serovars copenhageni and
canicola, after whole-cell lysates of the leptospires were
separated by sodium dodecyl sulfate- polyacrylamide gel
electrophoresis. TheMAb H7P1, whichisan IgG, reacted with
an epitope common to several fractions of molecular weight
above 21 kDaof strain RGA and with the 21-22 kDaand the 75-
82 kDacomponentsof strain M-20. Both monoclonal antibodies
were employed in enzymeimmunoassays for detecting specific
antibodiesin serum samples serially colleted from 52 patients
with leptospirosis, and from the control group, which consisted
of sera from 57 patients with other diseases included in the

differential diagnosis, and from 68 healthy individuals. These
tests, however, were not satisfactory. A new ELISA was
developed in the present study employing an antigen
suspension“AgMc”, purified by affinity chromatography with
CNBr-activated Sepharose 4B coupled to the monoclonal
antibodies described above. The results obtained with this
test were compared to the MAT and to theclassical IgM ELISA
(ELISA c). The new method, “AgMc ELISA”, presented
serological indices, relatively to reference test MAT, of 80.70
% and 83.33 % of sensitivity and specificity, respectively;
positive and negative predictive values of 69.70 % and 90.10
%, respectively, and general agreement index of 82.49 %. So,
this test was not considered a promising approach to rapid
diagnosis of human leptospirosis. Moreover, the proportion
of patients diagnosed as having leptospirosis by the “AgMc
ELISA” and the MAT differ significantly. The possible
explanations for the results obtained are discussed.

*Tese disponivel naBiblioteca
Digital daUSPsite www.teses.usp.br
e-malil: ribeiro_ma@hotmail.com

Experimentacéo Animal: principios éticos e legislacao

Sarmento, E. O. Experimentacdo Animal: principios éticos e legislacéo. Sdo Paulo; 2002. [ Dissertacdo de M estrado - Faculdade
de Salde Publica- Universidade de Sdo Paulo]. Orientador: Prof. Dr. Paulo Antdnio de Carvalho Fortes.

Em todo mundo, milhares de animais séo utilizados em
pesquisas, testes biomédicos e praticas de ensino, contribuindo
paramel horiadaqualidade de vidade sereshumanos. No século
XX, intensificou-se o debate em torno damoralidade do uso de
animais em experimentos, o que se refletiu numa maior
preocupacdo da sociedade com o bem-estar animal. Como
resultado, ocorreram mudancas significativasnas paliticas, leis
e regulamentacdes relacionadas a protecdo de animais, que
passam a estabel ecer recomendagdes basicas e critérios para
utilizac&o, com o objetivo delimitar ador e 0 sofrimento impostos
aos animais destinados a experimentacdo. Em gerdl, as leis e
regulamentactes incorporaram 0s principios éticos propostos
por Russell e Burch (3R’s), que indicam a reducéo do uso
(reduction), a adocéo de métodos aternativos (replacement) e
o refinamento das técni cas envolvidas naexperimentacdo animal
(refinement). A luz dos principios dos Trés Rs sfo analisadas
lei's e regulamentagdes de paises da Europa e das Américas. O
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Reino Unido possui alel pioneiraetradicdo histéricanaprotecdo
de seusanimais, centralizando no governo as agdes de controle
daexperimentacdo animal, porém ultimamentetem investido na
organizagdo de comités de ética institucionais. Nos Estados
UnidosdaAmeéricao sistemade controle érealizado atravésde
politicas publicas e do funcionamento de comités de ética para
cuidado e uso de animais. O Canad4, pioneiro naimplantagdo
voluntéria de comités de ética voltados ao bem estar animal,
contacom asupervisdo de um conselho nacional paraelaboracdo
de politicas e regulamentacfes pertinentes. No Brasil, as
regulamentacfes vigentes ndo garantem eficacia a promogéo
do bem estar ou ndo tratam especificamente da pesguisa com
animais. Consideramos que a efetivacéo de medidas legais, a
conscientizac&o dos pesquisadores (3Rs), aimplementacéo de
comités de ética sdo essenciais paragarantiado bem-estar e a
excel énciadas atividades técnico-cientificas desenvol vidasem
animais.

Dissertacéo disponivel na biblioteca da Faculdade de Salde
Publica-USP

e-mail: evelynoliver@bol.com.br

evelynoliver@ial .sp.gov.br
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AOS INTERESSADOS

AREVISTADO INSTITUTOADOLFO LUTZ tem por findidade
a divulgacéo de trabalhos relacionados com as atividades
laboratoriais em Saude Publica. Os artigos destinados a revista
ser@o recebidos apenas se redigidos de acordo com as normas
apresentadas a seguir:

1) NORMAS PARA PUBLICAQAO

O trabalho submetido a publicacdo deve ser inédito, ndo sendo
permitida a sua apresentacdo simulténea em outro periddico,
conforme declaragdo a ser assinada pelos autores. Serdo aceitos
manuscritos em forma de artigos originais, revisoes, relatos de
casos, notas cientificas, comunicacfes cientificas e resumos de
teses e dissertagdes. Os autores deverdo informar na carta de
encaminhamento em qual categoria o trabalho se enquadra. Os
trabalhos redigidos em lingua portuguesa ou inglesa, deverdo ser
enviados para 0 Setor de PublicagBes do Instituto Adolfo Lutz, em
trés copias impressas, sendo uma completa e as outras duas
omitindo 0s nomes dos autores e respectivas ingtituicoes, tanto
na pagina de rosto quanto nos resumos em portugués e inglés.
Ap6s aprovacdo do trabaho, serd solicitado aos autores o envio
do artigo completo em disquete 3 % acompanhado de uma cépia
impressa.

2) PUBLICACAO DE UM MANUSCRITO

Os trabalhos serdo aceitos para publicagdo ap0s criticamente,
revisados e avaliados por pareceristas indicados pela Comisséo
de Publicaggo. Os manuscritos revisados seréo devolvidos aos
autores para as devidas correcfes. O novo texto deveré retornar
a Comissdo que notificara a aceitagcdo ou recusa do trabalho.

3) CATEGORIAS
Os seguintes tipos de trabalhos serdo aceitos para publicagéo
na Revista do Instituto Adolfo Lutz.

3.1) COMUNICACAO CIENTIFICA

E o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho
experimental dignos de publicagdo, embora insuficientes ou
inconsistentes para constituirem um artigo original. Deve ser
relevante e que mereca rapida divulgagdo. Deve apresentar no
méximo 4 péginas impressas, incluindo tabelas e figuras (no
maximo duas tabelas ou 2 figuras ou uma tabela e umafigura) e
até 10 referéncias. O texto deve conter todos os tépicos de um
artigo cientifico, porém sem as divisoes.

3.2) NOTACIENTIFICA

E o relato conciso de novas e importantes descobertas que
requer divulgacdo rapida para garantir originalidade. A nota
cientifica ndo deve conter tpicos, porém deve ser redigida de
acordo com as instrugfes para preparacéo do artigo original.
Deve apresentar no méximo 10 paginas, incluindo tabelas e
figuras e até 10 referéncias.

3.3) RELATO DE CASO

Contempla principalmente a area médica, em que o resultado
€ anterior ao interesse de sua divulgag@o ou a ocorréncia

dos resultados n&o é planejada. Inclui novas técnicas,
terapias, diagnéstico, patologias, materiais e solugdes
inovadoras para problemas especiais, fendmenos anatémicos
e fisiol6gicos. Deve conter os topicos: introducdo, objetivos,
casuistica ou resultados, discussdo e conclusdes e
apresentar no méximo duas péginas incluindo figuras e
tabelas e até 5 referéncias.

3.4) ARTIGO DE REVISAO

Avaliacdo da literatura sobre determinado assunto, cuja
divulgacdo possa contribuir para melhorar o conhecimento da
&rea em questdo. Deve ser subdividido em topicos, conter
resumos em inglés e portugués. O artigo deve ter um indice e
conter no maximo 25 péginas.

3.5 RESUMOS DE TESES E DISSERTAQOES

Serdo aceitos para publicacdo os resumos de teses e
dissertagdes até um ano apds a defesa. Deverdo conter o nome
do autor e seu endereco eletronico, o nome do orientador, titulo
da obra (em portugués e em inglés), nome da instituicdo em
que foi apresentado o trabalho e ano de defesa. O resumo
podera ser publicado em lingua portuguesa ou inglesa, sendo
de total responsabilidade do autor o contetdo do mesmo e
também a sua revisdo ortogréfica e gramatical.

3.6) ARTIGO ORIGINAL

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

3.6.1) PREPARACAO DO MANUSCRITO OUARTIGO

Geral

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

Estrutura:

Pagina de rosto: a) titulo do artigo; b) nome do(s) autor(es):
nome seguido do Ultimo sobrenome por extenso e em caixa alta
(ex.: Ana Maria C. D. da SILVA); c) local de trabalho indicado
por nimero sobrescrito. O autor responsavel e 0 seu endereco
deverdo estar assinalados com asterisco (*) para
encaminhamento da correspondéncia.

Resumo: deve ser redigido em portugués, ser claro e conciso
num anico parégrafo, contendo objetivo, metodologias,
resultados e conclusdes. Nao exceder 300 palavras.

Palavra-chave: podem ser utilizados até seis descritores que
identifiguem o conteido do artigo.

Introducdo: deve iniciar em pagina nova e deve conter os
objetivos da pesquisa, justificativa de sua importancia,
apresentacdo das principais variaveis, definicdes
necessarias e discussao do problema de acordo com a
literatura pertinente.



Material e Métodos: o método deve estar claramente descrito e
validado, de modo a possibilitar a sua reproducdo. Qualquer
modificagdo, em métodos ja publicados, deve ser devidamente
explicitada

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

Discussdo: deve fornecer a interpretacdo dos resultados em
fungdo das informacdes apresentadas. Este item pode ser
incluido no de resultados, ndo havendo necessidade de repeti-
lo em item a parte.

Concluséo: deve ser clara, concisa podendo, em alguns casos,
ser incluida no item discussdo ndo havendo a necessidade de
repeti-la em item a parte.

Agradecimentos: é opcional e deve vir apos a discussao/
concluséo.

Title, Abstract e Key Words: devem ser redigidos em inglés e
seguir as recomendacdes apresentadas para a pagina de rosto,
do resumo e das palavras-chave.

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

As referéncias devem ser numeradas consecutivamente na
ordem em que foram mencionadas a primeira vez no texto.
Identifique as referéncias no texto, tabelas e legendas de
ilustracdes por numerais arabicos entre parénteses. As
referéncias citadas em tabelas ou em legendas devem ser
numeradas de acordo com a sequéncia estabelecida pela sua
primeira identificagdo no texto.

Segundo o Sistema Vancouver, deve-se evitar a utilizacdo de
resumos como referéncias; as “observagdes inéditas” e as
“comunicacdes pessoais’ ndo podem ser usadas como
referéncias, mas as comunicagdes escritas (ndo verbais) podem
ser inseridas entre parénteses no texto. Os artigos aceitos para
publicacdo, porém, ainda ndo publicados, podem ser incluidos
na relacdo das referéncias, bastando indicar arevista e citar entre
paréntesis “no prelo”. Informagdes extraidas de manuscritos
submetidos, porém ainda néo aceitos, devem ser citados no texto
como “observacBes inéditas’ (entre paréntesis).

Os titulos das revistas devem ser abreviados de acordo com o
estilo usado ou no Index Medicus seja pela List of Journals
Indexed in Index Medicus ou no “website” http://
www.nlm.nih.gov  ou pelo Chemical Abstracts , ISI Science
Citation Index, World List of Periodicals (publicado por
Butterworks, Londres).

Exemplos
1. Artigos em revistas
1.1. Periddicos - Liste os primeiros seis autores seguidos por et a.

Telles MAS, Mosca A. Avaliagdo da técnica de microdiluicéo
em placa para determinagdo de concentragdo inibitéria minima
de isoniazida em cepas de Mycobacterium tuberculosis. Rev
Inst Adolfo Lutz 2000; 59(1/2): 15-9.

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

1.3. Volume com suplemento

Maio FD. Determinacdo de chumbo sangliineo: a importéncia de
programas interlaboratoriais na avaliagdo da qualidade analitica
laboratorial. Rev Inst Adolfo Lutz 2002; 61 (Suppl 1): 3.

1.4. Instituicdo como autor

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

1.5. No prelo (forthcoming)
Leshner Al. Molecular mechanisms of cocaine addiction. N
Engl JMed. No prelo 1996.

2. Livros e outras monografias

2.1. Individuo como autor

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

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

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

2.4. Capitulo num livro

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

2.5. Resumo/Trabalho de congresso publicados

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

2.6. Dissertacéo/Tese

Cairns RB. Infrared spectroscopic studies of solid oxigen [Tese
de doutorado]. Berkeley, California: University of California,
1965. 156 pp.

3. Material legal

A normalizacdo proposta por Vancouver para legislacdo ndo
se aplica a realidade brasileira, estudos estdo sendo
realizados, enquanto isto recomenda-se adotar as normas a

seguir:



Os elementos essenciais sdo: jurisdicdo (ou cabecalho da
entidade no caso de se tratar de normas), titulo, numeracéo e
data, emenda e dados da publicacéo.

Exemplos:

Portaria n° 695 de 1998 da Secretaria de Vigilancia Sanitéaria do
Ministério da Saude. Diéario Oficia [da] Republica Federativa
do Brasil, Poder Executivo, Brasilia, DF, 30 mar. 1998. Secéo 1,
n° 60-E, p. 5-6.

Resolugdo n.16, de 13 de dez. 1984 do Conselho Federal de
Educacdo. Disple sobre regjustamento de taxas, ... e dtera a
redagdo do artigo 5 da Resolugdo n.1 de 14/1/83. Diério Oficial
[da] Republica Federativa do Brasil], Brasilia, DF, 13 dez. 1984.

Secdo 1, p. 190-191.

4. Material Eletrdnico

4.1. Artigo de revista em formato eletronico

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

4.2. Monografia em formato eletrénico

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

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

5. Patente

Larsen CE, Trip R, Johnson CR, inventors; Novoste
Corporation, assignee. Methods for procedures related to the
electrophysiology of the heart. US patent 5,529,067. 1995 Jun
25.

Abreviaturas - devem ser evitadas ou usadas apenas as oficials.

Unidades de medida e seus simbolos - utilizar as legais do
Sistema Internacional de Metrologia.

Tabelas — as tabelas devem ser encaminhadas em folhas
separadas e designadas no texto como “Tabelas”. A sua
localizag&@o aproximada deve ser indicada no texto. Ser&o
numeradas consecutivamente, com numeros arabicos e
encabegadas pelos respectivos titulos, que devem ser breves
e indicar claramente o contelido. Os dados apresentados em
tabela ndo devem ser repetidos em gréficos.

llustragdes (fotografias, gréficos, desenhos, mapas etc. ): as
ilustracdes devem ser encaminhadas em folhas separadas e

designadas no texto como “Figuras’: terdo numeracéo Unica
e sequencial, em algarismos arabicos e devem apresentar na
sua parte inferior e fora da érea de reproducéo, que devem ser
breves e identificar claramente o seu conteldo. As suas
localizagdes aproximadas devem ser indicadas no texto. Todas
as ilustracdes devem ser tdo claras que permitam sua
reproducédo com reducdo de 6,5 cm no sentido da largura, sem
perda de nitidez ou legibilidade. As ilustragGes coloridas est&o
sujeitas a confirmacgdo. Se as ilustragdes enviadas ja tiverem
sido publicadas, mencionar a fonte e a permissao para a
reproducéo.

Da Publicacao

1. Os trabalhos destinados a publicacéo na Revista do Instituto
Adolfo Lutz dever&o ser encaminhados a Bibliotecado Instituto
Adolfo Lutz, Setor de Publicagbes, Av. Dr. Arnaldo, 355,
Cerqueira César, S&o Paulo/SP, 01246-902, a/c: Rocely Bueno.

2. A publicac@o de artigos na Revista esti condicionada a
aprovacdo da Comissdo de Redacdo de Publicacdes Oficiais
do Instituto Adolfo Lutz, que podera sugerir ao autor ateragdes
no original. Este original so sera aceito quando tiver o visto
desta comisséo.

3. Todo trabalho entregue para publicacéo devera ser assinado
pelo autor e trazer endereco para correspondéncia ou endereco
eletrénico. No caso de mais de um autor, devera ser
expressamente indicado o responsavel pela publicacéo.

4. Os trabalhos serdo publicados em ordem cronoldgica de
aprovacgdo, salvo o caso especial de comunicagédo e nota
cientifica, que tera prioridade.

5. A data de recebimento e a de aprovacdo do artigo constardo
obrigatoriamente no final do mesmo.

6. As provas tipogréficas seréo revisadas pela Comissdo de
Redac&o de Publicagdes Oficiais do Instituto Adolfo Lutz. Essa
Comisséo se reserva o direito de introduzir alteracdes nos
originais, visando a manutencdo da homogeneidade e a
qualidade da publicacéo, respeitando, porém, o estilo e as
opinifes dos autores.

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

Da Distribuicéo

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






