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AOS INTERESSADOS

AREVISTADO INSTITUTOADOLFO LUTZ tem por finalidade
a divulgacéo de trabalhos relacionados com as atividades
laboratoriais em Salide Plblica. Os artigos destinados a revista
serdo recebidos apenas se redigidos de acordo com as normas
apresentadas a seguir:

1) NORMAS PARA PUBLICACAO

O trabalho submetido & publicacdo deve ser inédito, ndo sendo
permitida a sua apresentacdo simulténea em outro periddico,
conforme declarag@o a ser assinada pelos autores. Serdo aceitos
manuscritos em forma de artigos originais, revisdes, relatos de
casos, notas cientificas, comunicagdes cientificas e resumos de
teses e dissertagdes. Os autores deverdo informar na carta de
encaminhamento em qual categoria o trabalho se enquadra. Os
trabahos redigidos em lingua portuguesa ou inglesa, deveréo ser
enviados para o Setor de Publicagfes do Ingtituto Adolfo Lutz, em
trés copias impressas, sendo uma completa e as outras duas
omitindo os homes dos autores e respectivas instituigdes, tanto
na pagina de rosto quanto nos resumos em portugués e inglés.
Apbs aprovacdo do trabalho, seré solicitado aos autores o envio
do artigo completo em disquete 3 %2 acompanhado de uma copia
impressa.

2) PUBLICACAO DE UM MANUSCRITO

Os trabalhos serdo aceitos para publicagdo apds criticamente,
revisados e avaliados por pareceristas indicados pela Comissdo
de Publicagdo. Os manuscritos revisados seréo devolvidos aos
autores para as devidas corregdes. O novo texto devera retornar
a Comissao que notificara a aceitagdo ou recusa do trabalho.

3) CATEGORIAS
Os seguintes tipos de trabalhos serdo aceitos para publicacéo
na Revista do Instituto Adolfo Lutz.

3.1) COMUNICAGCAO CIENTIFICA

E o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho
experimental dignos de publicac@o, embora insuficientes ou
inconsistentes para constituirem um artigo original. Deve ser
relevante e que merega rapida divulgagdo. Deve apresentar no
maximo 4 péginas impressas, incluindo tabelas e figuras (no
méaximo duas tabelas ou 2 figuras ou uma tabela e uma figura) e
até 10 referéncias. O texto deve conter todos 0s topicos de um
artigo cientifico, porém sem as divisdes.

3.2)NOTACIENTIFICA

E o relato conciso de novas e importantes descobertas que
requer divulgac8o rapida para garantir originalidade. A nota
cientifica ndo deve conter topicos, porém deve ser redigida de
acordo com as instrugdes para preparacéo do artigo original.
Deve apresentar no maximo 10 péginas, incluindo tabelas e
figuras e até 10 referéncias.

3.3) RELATO DE CASO

Contempla principalmente a &rea médica, em que o resultado
€ anterior ao interesse de sua divulgagdo ou a ocorréncia

dos resultados ndo é planejada. Inclui novas técnicas,
terapias, diagnostico, patologias, materiais e solucdes
inovadoras para problemas especiais, fendbmenos anatdmicos
e fisiologicos. Deve conter 0s topicos: introdugdo, objetivos,
casuistica ou resultados, discussdo e conclusdes e
apresentar no maximo duas paginas incluindo figuras e
tabelas e até 5 referéncias.

3.4) ARTIGO DE REVISAO

Avaliacao da literatura sobre determinado assunto, cuja
divulgacéo possa contribuir para melhorar o conhecimento da
area em questao. Deve ser subdividido em topicos, conter
resumos em inglés e portugués. O artigo deve ter um indice e
conter no maximo 25 péaginas.

3.5) RESUMOS DE TESES E DISSERTACOES

Ser&o aceitos para publicagcdo os resumos de teses e
dissertacdes até um ano apos a defesa. Deverdo conter 0 nome
do autor e seu endereco eletrénico, 0 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
poder& ser publicado em lingua portuguesa ou inglesa, sendo
de total responsabilidade do autor o contelido do mesmo e
também a sua revisdo ortografica e gramatical.

3.6) ARTIGO ORIGINAL

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

3.6.1) PREPARAGCAO DO MANUSCRITO OU ARTIGO

Geral

Os textos devem ser redigidos com processador de texto Word
for Windows 6.0 ou compativel, no formato A4, espaco 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 ata
(ex.: AnaMaria C. D. da SILVA); c) local de trabalho indicado
por nimero sobrescrito. O autor responsavel e o seu endereco
deverdo estar assinalados com asterisco (*) para
encaminhamento da correspondéncia.

Resumo: deve ser redigido em portugués, ser claro e conciso
num unico paragrafo, contendo objetivo, metodologias,
resultados e conclusdes. N&o exceder 300 palavras.

Palavra-chave: podem ser utilizados até seis descritores que
identifiquem o contetdo do artigo.

Introducdo: deve iniciar em pagina nova e deve conter os
objetivos da pesquisa, justificativa de sua importancia,
apresentacdo das principais variaveis, defini¢cdes
necesséarias e discussdo 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 necessarias, que devem ser auto
explicativas.

Discussdo: deve fornecer a interpretagdo dos resultados em
fungdo das informacdes apresentadas. Este item pode ser
incluido no de resultados, ndo havendo necessidade de repeti-
lo em item aparte.

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 apés a discussao/
concluséo.

Title, Abstract e Key Words: devem ser redigidos em inglés e
seguir as recomendagdes 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 edicéo (Annals of Internal Medicine 1997; 126: 36-47 ou
na péagina (website) http://acponline.org/journal s/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
ilustragbes por numerais arabicos entre parénteses. As
referéncias citadas em tabelas ou em legendas devem ser
numeradas de acordo com a seqliéncia estabelecida pela sua
primeira identificagdo no texto.

Segundo o Sistema Vancouver, deve-se evitar a utilizacgo de
resumos como referéncias; as “observagfes inéditas’ e as
“comunicacdes pessoais’ ndo podem ser usadas como
referéncias, mas as comunicacles escritas (ndo verbais) podem
ser inseridas entre parénteses no texto. Os artigos aceitos para
publicacdo, porém, ainda ndo publicados, podem ser incluidos
na relacéo das referéncias, bastando indicar arevista e citar entre
paréntesis “no prelo”. Informagfes extraidas de manuscritos
submetidos, porém ainda ndo aceitos, devem ser citados no texto
como “observacOes 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 , ISl 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.

iv

Telles MAS, Mosca A. Avaliagdo da técnica de microdiluicdo
em placa para determinagéo de concentracgo 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. Determinagdo de chumbo sangiiineo: a importancia de
programas interlaboratoriais na avaliagdo da qualidade andlitica
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 |J, Redfern SJ, editors. Mental health care for elderly
people. New York: Churchill Livingstone; 1996.

2.3. InstituicBo 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, Californiac University of California,
1965. 156 pp.

3. Material legal

A normalizac&o proposta por Vancouver para legislagdo 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, numeragéo e
data, emenda e dados da publicac&o.

Exemplos:

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

Resolugdo n.16, de 13 de dez. 1984 do Conselho Federa de
Educac&o. Dispde sobre regjustamento de taxas, ... e atera a
redacdo do artigo 5 da Resolugdo n.1 de 14/1/83. Diério Oficial
[da] Republica Federativado Brasil], Brasilia, DF, 13 dez. 1984.

Secfo 1, p. 190-1.

4. Material Eletronico

4.1. Artigo de revista em formato eletrénico

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

4.2. Monografia em formato eletrdnico

CDlI, Clinical Dermatology Illustrated [monograph on CD-ROM],
Reeves JRT, Mabach 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 oficiais.

Unidades de medida e seus simbolos - utilizar as legais do
Sistema Internacional de Metrologia.

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

llustracdes (fotografias, graficos, desenhos, mapas etc. ): as
ilustracdes devem ser encaminhadas em folhas separadas e

designadas no texto como “Figuras’: terdo numeragdo Unica
e seqlencial, em algarismos arabicos e devem apresentar na
sua parte inferior e fora da area de reproducdo, que devem ser
breves e identificar claramente o seu conteddo. As suas
localizagdes aproximadas devem ser indicadas no texto. Todas
as ilustraces devem ser tao claras que permitam sua
reproducdo com reducdo de 6,5 cm no sentido da largura, sem
perda de nitidez ou legibilidade. As ilustracfes coloridas estéo
sujeitas & confirmagdo. Se as ilustragdes enviadas j& tiverem
sido publicadas, mencionar a fonte e a permissao para a
reproduc&o.

Da Publicagdo

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

2. A publicagéo de artigos na Revista esta condicionada a
aprovacdo da Comissdo de Redagdo de Publicagcdes Oficiais
do Instituto Adolfo Lutz, que podera sugerir ao autor alteractes
no original. Este original sb sera aceito quando tiver o visto
desta comisséo.

3. Todo trabalho entregue para publicacdo devera ser assinado
pelo autor e trazer enderego para correspondéncia ou endereco
eletrénico. No caso de mais de um autor, devera ser
expressamente indicado o responsavel pela publicacgéo.

4. Os trabalhos serdo publicados em ordem cronoldgica de
aprovacgdo, salvo o caso especial de comunicacdo e nota
cientifica, que tera prioridade.

5. A data de recebimento e a de aprovac&o do artigo constardo
obrigatoriamente no final do mesmo.

6. As provas tipogréficas seréo revisadas pela Comisséo de
Redac&o de Publicagdes Oficiais do Instituto Adolfo Lutz. Essa
Comissao se reserva o direito de introduzir alteracdes nos
originais, visando a manutencdo da homogeneidade e a
qualidade da publicacdo, respeitando, porém, o estilo e as
opinides dos autores.

7. E permitida a reproduc&o, 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 legislacdo sobre direitos autorais.

Da Distribuicao

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



Vi

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 P6s-Graduacao da Coordenacgéo
dos Institutos de Pesquisas (CIP/SES/SP), na forma de suplementos.

Todo esse sucesso tem sido possivel devido ao esfor¢o conjunto
da Comissao Editorial, Setor de Publicagdes/Diretoria de Servigos
Béasicos e Diretoria Geral do Instituto Adolfo Lutz, bem como pela
colaboracédo de todos os funcionarios deste Instituto e pesquisadores
externos.

Visando um aperfeicoamento continuo de nosso trabalho para
melhorar a qualidade da divulgacao 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.

Comisséo de Redacao das Publicacdes Oficiais do
Instituto Adolfo Lutz
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RESUMO

Os carotendides sdo pigmentos naturais, constituintes dos alimentos, sendo alguns deles precursores de
vitamina A. S&o associados com a diminuicao do risco de doengas degenerativas como cancer, doengas
cardiovasculares, degeneracdo macular e catarata, sendo os compostos bioativos mais estudados. Os
nossos estudos vém contribuindo de maneira significativa para os avangos neste assunto em diversos
aspectos. Reconhecidas internacional mente, as nossas contribuic¢8es cientificas podem ser agrupadas da
seguinte forma: (a) avaliagéo, otimizacdo e desenvolvimento de métodos anal iticos; (b) determinacéo da
composi¢ao de carotendides em alimentos brasileiros, resultando em um extenso e confiavel banco de
dados; (c) investigacéo dos fatores que influenciam na composi¢éo de carotendides em alimentos; (d)
avaliacdo dos efeitos de processamento e estocagem de alimentos nos carotendides; (€) estudo da
estabilidade dos carotendides, inclusive da cinética, dos mecanismos de degradacéo e do uso de
microencapsulacdo; (f) caracterizacdo de fontes aternativas de carotendides como flores, leveduras e
microal gas. E considerada a pesquisamaisintegrada e completa nesta &rea, em nivel mundial.
Palavras-Chave. carotendides, andlise, composi¢ao, frutas, vegetais, processamento

ABSTRACT

Carotenoids are natural pigments, constituents of foods, some of which are precursors of vitamin A. They
have been associated with the reduction of therisk for degenerative diseases, such as cancer, cardiovascular
diseases, macular degeneration and cataract, and have been the most investigated bioactive compounds.
Our studies have been significantly contributing to advances in this field in different aspects. Our
internationally well-known scientific contributions can be classified into the following categories: (@)
evaluation, optimization and development of analytical methods; (b) determination of the carotenoid
composition in Brazilian foods, which resulted in an extensive and reliable database; (c) investigation of
thefactorsthat influence carotenoid composition in foods; (d) evaluation of the effects of food processing
and storage on carotenoids; () study of carotenoid stability, including kinetics and mechanisms of
degradation, and the use of microencapsulation ; (f) characterization of alternative sources of carotenoids
such as flowers, yeasts, cyanobacteria and microalgae. Our investigations have been internationally
regarded as the most integrated and complete research in thisarea

Key Words. carotenoids, analysis, composition, fruits, vegetables, processing.
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INTRODUCAO

Num passado ndo muito distante, osaimentoseram tidos
somente como fontes de substancias essenciais para o
preenchimento dos requisitos nutricionaisbéasicos. Hoje, hauma
percepcdo de que os alimentos of erecem muito mais. Eles sdo
fontes de compostos ou elementos biol ogicamente ativos, que
proporcionam beneficios adicionais a salide, como redugéo do
risco de doencas cronicas, fortalecimento do sistema
imunol dgico e desacel eracao ou amenizagdo dos mal es tipicos
do envelhecimento, dando origem ao novo conceito dos
alimentos funcionais. Vérios fatores estimularam as
investigacbes neste sentido: os avangos cientificos
significativos que proporcionaram evidéncias convincentes
ligando a dieta ao estado de salide, 0 aumento marcante nos
custos hospitalares, o crescimento da populagdo de idosos nos
paises mais afluentes, os avangos tecnol dgicos naindistria de
alimentos e o aperfei coamento dalegislacdo que setornou mais
favoravel acomercializagéo de alimentosfuncionais®.

Entre os fitoquimicos bioativos estéo os carotendides.
Estes compostos sdo pigmentos naturais responsaveis pela cor
atraente de muitos alimentos como frutas, hortalicas, peixes e
crustaceos. A cor de um carotendide se deve a um extenso
sistema de duplas ligagfes conjugadas, assim sendo, a cor de
um alimento carotenogénico depende dos carotendides
presentes, das suas concentracfes e também do seu estado
fisico. O dimento pode ser amarelo como o milho, onde os
principais carotendides sdo aluteina e a zeaxanting, ou laranja
como asfrutas citricas, onde a 3-criptoxantinaémajoritéria, ou
vermelho como o tomate, onde predomina o licopeno. A
propriedade corante por si 0 justificou aintensa investigagdo
sobre carotendides por muito tempo. A cor € um atributo
fundamental naescolhados alimentos pel os consumidores. Esta
pode ser apropriedade sensorial maisimportante dos alimentos,
com impacto decisivo no julgamento da qualidade global do
alimento, influenciando até a percepcao de outras caracteristicas
sensoriais como o sabor?.

Alguns carotendides sdo precursores de vitaminaA. A
vitaminaA pré-formadanadietaprovém deaimentosde origem
animal como figado, leite e carne. Osaimentosde origem vegetal
fornecem carotendides que podem ser transformados em
vitaminaA pelo organismo humano. Estima-se que, no ambito
mundial, cerca de 60% da vitamina A alimentar vem das pré-
vitaminas A, Devido ao custo geralmente mais alto dos
alimentos de origem animal, a contribuicdo na dieta das pro-
vitaminas A alcanca 82% em paises em desenvolvimento. Os
carotendides pro-vitaminicos A tém a vantagem de ndo serem
convertidos a vitamina A enquanto o corpo humano nédo esta
necessitando, evitando a potencial toxidez do excesso de
vitaminaA.

Dosmaisde 650 carotendides naturai s hoje conhecidos,
apenas em torno de 50 sdo passiveis de serem precursores de
vitaminaA com base nas suas estruturas. O 3-caroteno é apro-
vitaminaA maisimportante, tanto em termos de biopoténcia (ao

130

qual é atribuida 100% de atividade) como pela sua larga
ocorréncia®”. Estruturalmente, a vitamina A (retinol) é meia
mol écula de b-caroteno, com uma molécula adicional de dgua
no fim da cadeialateral. Um anel 3 ndo substituido, com uma
cadeialateral poliénicade 11 carbonoséo requisito minimo para
gue um carotendide possa ter atividade pro-vitaminicaA.

A deficiénciade vitaminaA € um dos trés problemas de
salde publica considerados mais sérios, com graves
consequéncias especialmente para criancas dos paises em
desenvolvimento, segundo os 6rgédos das Nagdes Unidas, e
com os quais estdo comprometidos a diminuir ou eliminar. A
deficiénciaseveralevaacegueirade milhdesde criancaseresulta
em taxasmuito altasde mortalidade (60%). Mesmo adeficiéncia
sub-clinica é associada ao aumento de 23% da mortalidade. A
cegueira noturna, provocada pela hipovitaminose A moderada
ou severa, em mulheres na idade reprodutiva tem sido
recentemente reconhecido como um problemade saide pablica.

Em anos mais recentes, outras atividades biol 6gicastém
sido atribuidas aos carotendides, como o fortalecimento do
sistema imunoldgico e a diminuicdo do risco de doencas
degenerativas como cancer, doencas cardiovasculares,
degeneracdo macular e catarate® 47517, Estes efeitos benéficos
asalde sdo independentes da atividade pré-vitaminicaA etém
sido relacionados a propriedade antioxidante dos carotendides,
mediante o seqiiestro de oxigénio singleto ederadicaislivres®,
A capacidade mostrada pelos carotendides de sequiestrar
oxigénio singleto € ligada ao sistema de duplas ligagdes
conjugadas, sendo a méxima eficiéncia demonstrada para
carotendides com nove ou maisdestas duplasligagdes®. Outros
mecanismos de agéo contra doencas tém sido relatados:
modulagdo do metabolismo de cancerigenos, regulacéo do
crescimento e diferenciacdo celular, inibicdo da proliferacdo
celular, estimulagdo da comunicagéo intercelular, estimulacdo
darespostaimunol égicaefiltragem deluz azul®™72,

As evidéncias cientificas para uma acdo bioldgica de
alimentos ou componentes de alimentos provém de estudos
epidemiol bgicos, estudos biol6gicos/experimentals e ensaios
de intervencéo®®', Na década de 80, numerosos estudos
epidemiol 6gicos mostraram forte e consistentemente que a
ingestdo de (-caroteno ou o nivel de pB-caroteno plasmético
correlacionava inversamente com a incidéncia de cancer,
principalmente cancer de pulméo®?+1%, Esta observacdo foi
apoiada por estudosin vitro eem animais. A relacdo inversafoi
também rel atada com referénciaas doengas cardiovascul ares™*,
Porém, dois grandes estudos de intervencéo realizados na
Finlandia* e nos Estados Unidos™ em meados de 90 relataram
um aumento na incidéncia de cancer de pulmao com a
suplementacéo de 3-caroteno. Foi reconhecido maistarde que:
(a) Os teores de p-caroteno utilizados nos ensaios de
intervencao foram altissimos (foram administrados diariamente
por 5-8 anosno primeiro estudo e 3,7 anos no segundo, capsulas
contendo B-caroteno 5 a 7 vezes a ingestdo diaria deste
carotenoide pela aimentacdo nos estudos epidemiol 6gicos);
(b) Os alimentosteriam outros carotendi des e outros compostos
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bioativos que poderiam atuar em conjunto com B-caroteno
enquanto que os suplementos continham somente B-caroteno
ou B-caroteno com tocoferol no primeiro ensaio e B-caroteno
comvitamina A, no segundo; (c) Os participantes eram fumantes
ou trabalhadores expostos por tempo prolongado ao amianto,
sendo que o processo oxidativo poderiater atingido uma etapa
na qual o carotendide ndo teria mais atuagdo''%. Em outro
estudo envolvendo médicos com baixo consumo de fumo,
portanto de baixo risco, a suplementagdo prolongada com alto
teor de [-caroteno ndo teve efeito adverso®. Ja em Linxian,
China, uma regido de alta incidéncia de cancer gastrico e de
esdfago e de deficiéncia de micronutrientes, a suplementagdo
conjuntade 3-caroteno, vitamina E e selénio diminuiu em 21%
as mortes devido ao cancer gastrico®. Conseqlientemente, 0s
carotendides reconquistaram sua proeminéncia, agora com
énfase em carotendides além do 3-caroteno.

As pesquisas do Laboratério de Carotendides na
Faculdade de Engenhariade Alimentos, Universidade Estadual
de Campinas, contribuiram de maneira significativa para os
avancos na érea de carotendides em alimentos em diversos
aspectos. Reconhecidas internacionalmente, as nossas
contribui¢des cientificas podem ser agrupadas daseguinteforma:
(a) avaliagdo, otimizagdo e desenvolvimento dos métodos
analiticos; (b) determinagéo dacomposi¢éo de carotendidesem
alimentosbrasileiros, resultando em um extenso banco de dados
confiaveis; (c) investigacéo dos fatores que influem na
composi¢do de carotendides em alimentos; (d) avaliagdo dos
efeitos de processamento e estocagem de alimentos nos
carotendides; (e) estudo da estabilidade dos carotendides,
inclusive da cinética, dos mecanismos de degradacdo e do uso
de microencapsul agéo; (f) caracterizag8o de fontes alternativas
de carotendides como flores, leveduras e microalgas. E
aparentemente a pesquisa mais compl eta que existe nesta érea,
em nivel mundial. Os artigos decorrentes dos varios estudos
sdo largamente citados naliteraturainternacional .

METODOLOGIA ANALITICA

A identificagdo e quantificacdo dos compostos
bioativos em alimentos sdo imprescindiveis para as
investigacdes sobre alimentos funcionais e para os programas
gue preconizam dietas saudavei s paraapopul agdo. Problemas
analiticos que resultaram em dados erréneos vém impedindo o
progresso nesta &rea, inclusive nos estudos epidemiol 6gicos
gue correlacionam componentes dos alimentos a incidéncia
de doengas.

Vé.rl 0s trabal hOS7,12,13,25,29,38,41,43,56-58,61,63,64,79,110,114,116,120
foram realizados no nosso | aboratdrio no sentido de desenvol ver,
avaliar eaprimorar os métodos quantitativos paracarotendides;
investigar meticulosamente as fontes de erro e propor medidas
para garantir a exatidao dos resultados analiticos; confirmar a
identidade ou elucidar aestruturade carotendides. Osresultados
destestrabal hos s&o integrados aos de outros grupos em artigos

de revisdo*#8111 capitulos de livros®+1%6.1% e em um livro®
guesetornou leituraobrigatériaem laboratori os de carotendides
no mundo inteiro. Além de garantir a exatiddo dos dados
quantitativos, aidentificacdo conclusiva dos carotendides é de
sumaimportanciaumavez que acor e as atividades biol 6gicas
estao intimamente ligadas as estruturas™.

Por muito tempo, houve grande confusdo em relagéo a
adequacdo e exatiddo dos métodos. Embora, mais dados
confidveis sobre carotendides em alimentos estdo sendo
gerados atualmente, um volume consideravel de dados erréneos
aindapersiste naliteratura. 1sso reflete as dificul dadesinerentes
a este tipo de andlise. Os principais fatores que dificultam a
analise de carotendides s2o: (a) aexisténciade um nimero muito
grande de carotendides, (b) a variagdo quali e quantitativa na
composicéo de alimentos, (c) a faixa muito ampla de
concentracBes em que 0s carotendides se encontram num
alimento, e (d) a susceptibilidade dos carotendides a
isomerizacdo e oxidagdo durante a andlise e estocagem de
amostras antes da andlise®¥". As principais fontes de erro séo:
(a) amostras analiticas ndo representativas, (b) extragao
incompletados carotendides, (c) perdasfisicas dos carotendides
durante as vérias etapas, (d) separacdo cromatogréfica
incompleta, (e) identificagcdo equivocada, (f) quantificacdo e
célculoserrados, e (g) isomerizagdo e oxidagdo de carotendides
durante aandlise.

Com a introducdo de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), a impressdo transmitida pela literatura
internacional foi de que os problemasjahaviam sido superados
e a andlise de carotendides se tornou uma atividade de rotina.
Uma apreciagéo cuidadosa dos dados publicados, entretanto,
mostrava que ndo era o caso. Publicamos, portanto, um artigo
critico de revisdo apontando os problemas que persistiram e 0s
erros gque poderiam ser percebidos nos trabalhos publicados,
inclusive as limitaces dos métodos da Associagdo Oficial de
Quimicos Analiticos (AOAC) dos E.U.A. e dos métodos
recomendados pela Cooperacdo em Pesquisa Cientifica e
Tecnoldgica (COST) da Europa®. Este artigo (33 paginas
impressas) foi recebido pelo editor em 21 de outubro de 1988 e
aceito sem nenhuma modificac&o em 1 de novembro de 1988.
Foi largamente citado e considerado excel ente pelacomunidade
internacional, sendo objeto devariasreunidosdaAOAC e COST,
influenciando os rumos de andlise de carotendides no &mbito
mundial.

Embora sendo a técnica analitica preferida para os
carotendides atualmente, a CLAE tem as suas fontesinerentes
de erro: (a) incompatibilidade entre o solvente deinjecéo e a
fase movel, resultando em picos deformados ou divididos; (b)
perdas varidveis de carotendides na coluna CLAE; (c) picos
sobrepostos; (d) pureza varidvel e instabilidade dos padrfes
de carotendides; (e) identificacdo errdnea; (f) inexatiddo no
preparo das solugdes-padréo e na calibragéo; (g) célculos
errados. llustracfes destes erros e medidas que podem ser
tomadas para evit&los foram apresentadas em um artigo de
revisao®.
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BANCO BRASILEIRO DE DADOS DE
CAROTENOIDES EM ALIMENTOS

Com o seuimenso territorio e umagrande parte de clima
tropical e sub-tropical, que favorece a biossintese de
carotendides, o Brasil possui uma variedade notavel de
alimentos ricos em carotendides. Uma boa parte desta riqueza
natural ja foi analisada, inclusive produtos processados e
alimentos preparados obtidos em restaurantes!25614-16.27.30-
34,37,42,59,60,62,67-69,76,77,80,81,112,113,115,118,121 177, proporCionandO o) maiS
extenso banco de dados confiaveis sobre carotenoides no
mundo®L93100101105 - A dimensdo desta base de dados pode ser
melhor apreciada se for considerado que a grande maioria dos
dados vem deum Unico laborat6rio. Alguns poucos dadosforam
obtidos em laboratérios, como os da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP, por pessoas que foram treinadas no
nosso laboratério. O banco de dados dos E.U.A., o segundo
mais extenso, constitui-se de dados provenientes de vérios
laboratorios.

Embora aguns trabalhos nossos tenham enfocado as
pré-vitaminas A, devido a importancia destas no combate a
deficiénciadevitaminaA, amaior parte das andlisesrealizadas
no nosso laboratério determinou tanto os carotendides pré-
vitaminicos A como 0s ndo pro-vitaminicos, muito antes que
outros laboratérios comegassem a determinar também aqueles
gue ndo possuiam atividade pré-vitaminicaA. 1sso colocou o
nosso laboratdrio numa posi¢éo de lideranga quando o papel
dos carotendides em relaco as doengas degenerativas ganhou
destaque no mundo.

O nosso banco de dados esta sendo usado por
pesquisadores de universidades e institutos de pesquisa em
areas como nutricdo, epidemiologia, ciéncia e tecnologia de
alimentos, salide publicae agricultura. Sdo também consultados
por técnicosdasindUstrias alimenticia, farmacéuticae cosmética

Os principais carotendides encontrados em alimentos séo
0 p-caroteno, a-caroteno, B-criptoxanting, luteina, licopeno e
violaxantina. Osprimeiroscinco sdo também osmaisencontrados
no sangue humano. Juntamente com a zeaxantina, S8o 0s
carotendides ja demonstrados como benéficos a salide humana.
Os carotendides p-caroteno, o-caroteno e B-cryptoxantina s8o
pré-vitaminas A. A luteina e a zeaxantina so 0s carotendides
implicados nareducdo do risco de degeneracdo macular (principal
causa de cegueira no idoso) e catarata®™. Mais eficiente que o f3-
caroteno como antioxidante'®, o licopeno mostrou agéo contra o
cancer, a evidéncia sendo mais forte em relacdo ao cancer de
préstata, estdbmago e pulméao®. A possivel atuacdo deviolaxantina
em relacéo as doencas ainda ndo foi demonstrada.

Durante o levantamento da nossa extensa base de dados,
vérios achados foram al cangados, alguns dos quais chegaram a
ser supreendentes. Buriti®* e tucum&®, alimentos nativos da
regido amazonica, sdo fontesriquisimas de 3-caroteno. O buriti
tem o maior teor de 3-caroteno entre os numerosos alimentosja
analisados no nosso laboratdrio, além deter também niveisaltos
de o-caroteno e y-caroteno, outras pro-vitaminas A. A

132

pupunhal® contém &-caroteno, um carotendide ndo proé-
vitaminico A, como o principal, mas também tem boas
guantidades de B-caroteno e y-caroteno. Como os lipidios
estimulam a absorcdo dos carotendides, estes carotendides de
frutas de palmeiras podem ter avantagem adicional de possuirem
maior biodisponibilidade.

A acerolat, riquiss maem vitaminaC, étambém umaboa
fonte de B-caroteno. Por muito tempo, este carotendide foi
considerado o predominante de manga. O principal carotendide
damanga, naverdade, € violaxantina, que é facilmente perdida
duranteaanalise®?. De qua quer forma, amangaéumaboafonte
de 3-caroteno. Este carotendide € 0 majoritario em caju e néspera,
mas 0s niveis sao baixos.

O a-caroteno as vezes acompanha o -caroteno, mas
geralmente em teores menores. Sao fontes destes dois
carotendides a cenoura e algumas variedades de abdbora e
morangat?%,

A B-criptoxantina € o principal carotendide de muitas
frutas com polpade cor laranjacomo cg &%, nectarina®, mamao
laranja®, péssego'® e a fruta do pé de tomate''2.

A luteina em alta concentragdo € encontrada na flor
comestivel de Tropaeolum majus®. Este carotendide é também
o predominante em verduras folhosas e outros vegetais
verdes>®42% seguido pelo B-caroteno®®425%8  Algumas
variedades de abdbora e morangat?¥ contém altos teores de
luteina, acompanhada por menores quantidades de 3-caroteno.

O tomate e seus produtos, assim como a melancia, séo
praticamente as Uni cas fontes de licopeno em muitos paises. O
Brasil, no entanto, tem além destes®18121 agoiabaverme ha™#?,
0 mamao vermelho® e a pitanga'®. A pitanga contem também
guantidades substanciais de p-criptoxantina, y-caroteno e
rubixantina.

Outros carotendides predominam em outras frutas como
{-caroteno em maracuj s, viol axantinaem abricd'® e zeaxantina
em pequii®.

FATORES QUE INFLUENCIAM A COMPOSICAO
EM CAROTENOIDES

Além das diferencas composicionais entre alimentos,
existe variagdo na composi¢cdo de um dado alimento. Esta
variabilidade natural deve ser conhecida e ndo deve ser
confundidacom errosanditicos. Estainformag&o também auxilia
na otimizacéo dos niveis carotenogénicos dos alimentos.
Portanto, além de determinar os contetidos dos carotendides
nos alimentos of erecidos apopul agdo, varios dos artigos citados
acima investigaram também os fatores que influenciam na
composicdo. Os fatores mais influentes sdo: (a) variedade ou
cultivar, (b) estadgio de maturagdo, (c) clima ou localizagdo
geogréfica, (d) parte da planta utilizada e (e) técnica de
produc&o'®,

Diferencas qualitativas e principalmente quantitativas
ocorrem entre cultivares ou variedades como foi demonstrado
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em cucurbitaceas**, maméao®, manga® e couve®.

O amadurecimento de frutas € acompanhado por um
aumento marcante na biossintese de carotendides, que pode
ser visto pela mudanga de colorago. Isso foi demonstrado em
Cucurbita moschata cultivar MeninaVerde!, manga® e acerol at“.
Em folhas, 0 aumento dos carotendides foi de 3 a 4 vezes na
alface e chicdrigf eligeira na couve®. Em espinafre, porém, as
folhas mais jovens apresentaram teores ligeiramente maiores
que as mais velhas®.

A exposic¢éo ao sol e atemperatura elevadafavorecem
abiossintese de carotendides. Portanto, os mesmos cultivares
de mamao (Formosa)* e manga (K eitt)®? produzidos no estado
da Bahia continham concentragfes mais altas que os de S&o
Paulo. Acerolas produzidas no Ceara e Pernambuco
apresentaram contelidos carotenogénicos semelhantes, mas
nitidamente maiores do que os da acerola proveniente de S&o
Paulo™.

Por outro lado, acouve produzidano campo naépocade
verdo teve concentragdes mais baixas de carotendides que a
produzidano inverno. Este resultado é compativel com amaior
fotodegradagéo dos carotendides dafolhapelamaior exposicéo
a0 sol ealtatemperatura. Defato, em folhas protegidas por uma
cobertura pléastica, os teores de carotendides foram maiores no
veréo®®.

Na couve produzida sem uso de defensivos agricolas,
todos os carotendides alcangaram niveis mais altos do que na
couve produzida convencional mente em local vizinho®.

Além dapoliticaprevalente de aumentar aprodutividade
dos alimentos, est4 ganhando for¢a o pensamento de que 0s
teores de micronurientes (biofortificagdo) e outros compostos
benéficos a salde devem ser otimizados por préticas
agrondmicas e genética convencional ou por manipulacéo
genética, lembrando-se de que o melhoramento por
procedimentos agricolas tradicionais devem ser tentados antes
das técnicas moleculares. A0 Nosso ver, aestratégia agricolasod
podeter éxito sefor complementadaereforcadapelatecnologia
dealimentos®%7, Paraisso, 0 comportamento dos carotendides
em toda cadeia alimentar deve ser conhecido.

ALTERACOES DURANTE O
PROCESSAMENTO E ESTOCAGEM

A cadeia poliénica, responsavel pelas propriedades
especiais e desgjaveis dos carotendides, € também a causa da
suainstabilidade. As condi¢des que conduzem aisomerizacdo e
oxidacao dos carotendides ocorrem durante o preparo
domeéstico, processamento industrial e estocagem dosalimentos.
Calor, luz e &cidos promovem aisomerizacdo dos carotendides
trans, como s&o normal mente encontrados na natureza, para a
forma cis, com ligeira perda de cor e atividade bioldgica. A
oxidac&o, principal causa de degradacéo dos carotendides,
depende da disponibilidade de oxigénio, tipo de carotendide e
de seu estado fisico. E estimuladapelaluz, calor, metais, enzimas

oxidativas e perOxidos, e € inibida por antioxidantes. Varios
trabalhosforam realizados no nosso laborat6rio paraverificar o
comportamento dos carotendides durante o processamento e
estocagem de alimentos?6:26758284119  Egtes trabalhos foram
colocados em perspectiva e integrados aos da literatura
internacional em um capitulo de livro®, um livro® que foi
traduzido ao espanhol para distribuicéio na América Latina® e
artigos de revisao®1%,

A isomerizagdo foi bem demonstrada na producéo de
Oleos provenientes de dendé™®. Para minimizar a rancidez
hidrolitica no dleo, os frutos de dendé devem ser esterilizados
imediatamente ap6s colheita visando inativar a enzima lipase.
Neste tratamento térmico, porém, ocorre umaperdaconsideravel
de trans-a-caroteno e trans--caroteno com aumento dos seus
isdbmeroscis.

A oxidag&o enzimaticapode ocorrer nas etapas anteriores
ao cozimento ou processamento, quando o alimento é
descascado, cortado, ralado ou triturado, pois, a desintegracdo
das estruturas celulares, protetoras dos carotendides, libera
conjuntamente as enzimas e o0s carotendides, provocando a
oxidacdo. Este fendbmeno pode também ocorrer em verduras
minimamente processadas®®.

A perdada cor e atividade biol 6gica dos carotendides é
uma preocupacao no processamento térmico e estocagem de
alimentos. A degradac&o dos carotendides durante pasteurizagao
eenlatamento foi demonstradaem goiaba’®, manga?® e mamao?.
A perdadepende do carotendide presente, do grau de destruicao
daestruturacelular edatemperaturae tempo de processamento.
Durante aestocagem, adegradacéo depende dadisponibilidade
de oxigénio, exposi¢do a luz, temperatura e tempo. As perdas
sdo minimizadas mediante a aplicacdo de boas préticas
tecnol 6gicas como: processar [ogo apds o corte ou trituracdo e
a escolha mais apropriada do bindmio tempo-temperatura
durante o processamento, das condi¢des de estocagem e do
tipo de embalagem.

No sentido de promover umafonte de licopeno além de
produtos de tomate, 0 nosso laboratdrio auxiliou os produtores
de goiabaadesenvolver o “guatchup” &, naescolhado cultivar
com maior contetido de licopeno e no monitoramento da perda
de licopeno durante o processamento.

CINETICA E MECANISMO DE DEGRADACAO

Ao contrério dariquezadeinformagdes existentes sobrea
oxidacdo de lipidios, a oxidagdo de carotendides, apesar da sua
importancia, ndo estadbem el ucidada. Presume-se que o primeiro
passo € a formagdo de epoxicarotendides e apocarotenais.
FragmentagBes subseqiientes levam a formagdo de compostos
de baixa massa molecular, com perda total da cor e atividade
biolégica, mas passam a formar parte do aroma, agradavel em
produtos como o ch& e 0 vinho ou desagradével em aimentos
como a cenoura desidratada'®. S&o poucas as evidéncias para
este esquema e 0s mecanismos Ndo estéo estabel ecidos.
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Em sistemas-maodel o de baixa umidade (amido demilho,
féculade batata e celulose cristaling) e aquoso, o a-caroteno, f-
caroteno, licopeno e luteinademonstraram predominantemente
umacinéticade primeiraordem?2, O licopeno foi o carotentide
gue mais degradou. Em alimentosliofilizados, os carotendides
(a-caroteno e 3-caroteno em cenoura, 3-caroteno e luteinaem
sal sa, 3-caroteno e licopeno em goiaba) também se adequaram
numacinéticade primeiraordem. A luz demonstrou ter um efeito
preponderante, acelerando a degradag@o dos carotendides,
tanto nos sistemas-modelo como nos alimentos liofilizados. A
grande susceptibilidade do licopeno a degradacéo, observada
nos sistemas-modelo, ndo se confirmou nos alimentos
liofilizados, mostrando a influéncia marcante da matriz. Este
efeito protetor das matrizes alimentaresfoi também manifestado
em relacdo aluteina, mas ndo tanto em termos de a-caroteno e
[-caroteno.

Em dois trabalhos recentes, a formacédo de
epoxicarotendides e apocarotenais a partir de p-caroteno e
licopeno foram estudados®®®, comprovando a participacao
destas duas reagBes como etapas iniciais da oxidagdo. Como
s8o produtosintermediarios, estes compostos nao se acumulam,
sendo assim encontrados em quantidades extremamente
pequenas, o que dificulta a sua deteccéo e identificacéo.
Utilizando CLAE com detectores de conjunto de diodos e de
massas, foram identificados cinco epoxicarotendides, cinco
apocarotenai s, umacarotenona, dois hidroxicarotendideseuma
semi-carotenona, provenientes do B-caroteno. Do licopeno,
foram identificados oito epoxicarotendides e seisapocarotenais.
Em outros trabal hos, os produtos finai s da degradacdo, que séo
aldeidos, cetonas e élcoois de 2 a 10 carbonos, foram
identificados por cromatografia gasosa-espectrometria de
massa’®. Com aidentificacdo dosprodutosintermediariosefinais
da degradacéo oxidativa, estamos propondo os mecanismos de
oxidacdo, o que significaraum grande avanco cientifico naérea.

A tendénciaatual napreservacdo de compostosinstaveis
€amicroencapsulacéo. Doistrabal hosforam realizados sobrea
microencapsulacéo de licopeno**°, mostrando a grande
eficiéncia da ciclodextrina em proteger o licopeno por tempo
prolongado.

FONTES ALTERNATIVAS

Como fonte de carotendides paraaproducéo de aditivos
ou suplementos alimentares, certas fontes naturais néo
necessariamente comestiveis, mas com teores vérias vezes
maiores que os encontrados em alimentos, estdo sendo
procurados mundialmente. No Brasil, as flores, Cosmos
sulphureus e Thelechitonia trilobata, que crescem
espontaneamente e florescem praticamente ao longo do ano
inteiro, foram analisadas e comprovadas como sendo fontes
muito ricas de luteina®. Os teores de luteina obtidos séo
comparaveis ou maiores do que os citados para a flor Tagetes
erecta, a atual fonte comercia deste carotendide. Uma outra
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flor, aPyrostegia venusta, mostrou umacomposi o complexa,
com grandes quantidades de diversos carotendides, sendo o
principal arubixantina®.

A microalgamarinhaTetraselmis gracilis apresentou oito
carotendides, com luteina como principa®. Ja na microalga
Synechococcus subsalus, o 3-caroteno e zeaxantina foram os
carotendides magjoritarios, enquanto que na Hilea sp. houve
predominéanciade a oxantina®.

Na cianobacteria Synechocystis pevalekii, o b-caroteno
foi também o carotendide predominante®. Em condicdes de
estresse (reducdo dos micronutrientes), porém, o -caroteno
diminuiu e azeaxantina aumentou substancia mente, passando
aser o principal . Estesresultados demonstram que as condi¢oes
de cultivo podem ser estabelecidas de tal forma a favorecer a
biossintese de carotendides de dificil obtencéo, que sao
importantes para a sallde humana. Ja existem varias fontes
comerciais de 3-caroteno, mas sdo raras asfontes de zeaxantina.

Levedurasisoladasno Brasil de amostras de solo, flores,
folhas e frutos foram também estudadas®. O [3-caroteno foi o
carotendide predominante em Rhodotorula graminis-125,
Rhodotorula glutinis e Sporobolomyces, enquanto que o
toruleno foi o carotendide principal de Rhodotorula
mucilaginosa. A Rhodotorula glutinis foi a que apresentou
maior concentracdo de carotendides.

APLICACAO DOS RESULTADOS

Devido aos nossos estudos pioneiros de avaliacdo da
diversidade de alimentos brasileiros, mostrando os altos teores
e amplagama de valiosos carotendides paraa salide humana, 0
Brasil € hoje mundia mente reconhecido por possuir ndo so uma
vasta fonte de carotendides como pelo volume de informagdes
importantes sobre estes compostos.

Os nossos dados sobre os conteidos de carotendides
pro-vitaminicos A em alimentos e os efeitos de preparo
doméstico, processamento e estocagem vém sendo utilizados
em programas e projetos para o combate da deficiéncia de
vitaminaA no Brasil e outros paises em desenvolvimento. Esta
servindo como base de 6rgdos ou programas internacionais
como Opportunities for Micronutrient Intervention, Food and
Agriculture Organization of the United Nations, International
Vitamin A Consultative Group, Vitamin A Partnership Africae
Harvest plus. Breeding crops for better nutrition.

O banco de dados por nés elaborado tem sido utilizado
paraapromogao de maior consumo de alimentos ricos em pro-
vitaminaA, inclusive a preservacao destes compostos durante
0 preparo domeéstico, processamento e estocagem. Os métodos
analiticos que temos desenvol vidos sdo empregados por varios
paises para obter dados dos seus préprios alimentos.

Os dados sobre os carotendides principais de
alimentos, incluindo os ndo pré-vitaminicos A, estdo sendo
utilizados em estudos epidemiol dgicos que correlacionam o
consumo de carotendides com a diminui¢ao do risco de
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doencas degenerativas como cancer, doencas
cardiovasculares, catarata e degeneracdo macular. Estes
dados estdo sendo também utilizados por produtores
brasileiros (como os produtores de goiaba) na escolha de
variedades mais ricas em carotenodides para produgdo e
comercializagdo, e pela industria de alimentos (como
GOIABRAS) na escolha de matérias primas e no
desenvolvimento de alimentos funcionais (alimentos
promotores e preservadores da boa salde), que gozam de
grande destaque atual mente. Ainda utilizados timidamente,
estes dados podem ser eficazmente empregados como
“marketing” para frutas e verduras brasileiras, que tém
composi¢&o excepcional, tanto quali como quantitativamente,
no mercado domeéstico einternacional.

Os nossos resultados sobre as taxas de degradacéo de
carotendides e os fatores que influenciam a degradacé@o sdo
usados por variasindistrias alimenticias natomada de medidas
paraefetivaretencdo destes compostos durante processamento
eestocagem de aimentos, evitando aperdadacor (um problema
sério que diminui a aceitabilidade dos produtos pelos
consumidores) e das atividades bioldgicas benéficas dos
carotendides.

Em suma, o impacto da nossa contribuicdo se estende
ao campo do agribusiness, a saude, tanto direta como
indiretamente, e a educag&o do cidaddo quanto consumidor de
alimentos.
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RESUMO

As varias espécies do género Curcuma tém sido estudadas desde a década de 60, pois ha muito sdo
amplamente cultivadas e utilizadas na medicina popular de todo sudeste asiético. Hoje seu uso é bem
difundido entre nds e, apesar da utilizagdo de variastécnicaspara acaracterizagdo dos extratos, o controle
de qualidade desses fitoterapicos constitui um desafio para o laboratério de Salde Publica. Este estudo
propde um método répido e pouco dispendioso, empregando cromatografia em camada delgada e que
mostrou-se eficaz na avaliac8o de extratos de Curcuma zedoaria.

Palavras-Chave. Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe; cromatografia em camada delgada; perfil
cromatografico.

ABSTRACT

Several Curcuma species have been studied since the sixties due to its widespread cultivation in the
whole Southeast area, and for its use as popular medicine. Nowadays, Curcuma has also been largely
employed in Brazil. Although diverse analytical techniques have been used for Curcuma extracts
characterization, its quality control still defiesthe public health laboratory. The present work proposes a
rapid and low cost method using thin-layer chromatography in order to differentiate Curcuma zedoaria
fromdiverseorigin.

Key Words. Curcuma zedoaria (Christ.) Roscoe; thin-layer chromatography; chromatographic profile.

INTRODUCAO

As curcumas s8o plantas herbéceas perenes do género
Indo-Malaio Curcuma, cultivadas ha muito na india, China,
Indonésia, Paquistao e outros paises?, sendo usadas em
afeccBes hepéticas em todo Sudeste Asiético. A Curcuma
zedoaria, em particular, consta da publicagéo “The Indian
MateriaMedica’ % desde 1927, tendo sido assinaladano Brasil
por Coimbra em “Notas de Fitoterapia’?, ja em 1958 e
posteriormente por Miyake?*, em 1986. Desde a década de 60,
no Japao, varias espécies do género Curcuma vém sendo
estudadas quanto asuacomposi¢cao®. De 1966 a1972, Hikino et
gl .6789101112131415 " em uma série de estudos, isolaram e
estabel eceram a estrutura dos sesguiterpenos como o curcumol,
a curdiona, o curcumerol, a zederona, entre outros, aos quais
tem sido atribuidas atividades antiinflamatéria®,

Rev. Inst. Adolfo Lutz, 63(1):139-42, 2004

hepatoprotetora?'-? e antimutagénica’®. A demetoxicurcuminae
bisdemetoxicurcuming, isoladas por Syu et al.?°, mostraram
atividade citotoxica contra células de neoplasia maligna
ovarianas. As fragdes polissacaridicas tém sido isoladas e
despertado interesse quanto as possiveis acdes farmacol dgicas,
dentre as quais as atividades antitumoral, genotéxica e
anticlastrogénical”®, Gupta et al.* caracterizaram o p-
metoxicinamato de etila como o principa agente da atividade
anti-fungica da Curcuma zedoaria.

O interesse no potencial farmacol 6gico destaplantatem
justificado estudos de micropropagacdo para aumento de sua
producdo como forma mais econdmica, comparativamente a
producdo vegetativa?®. Cao et al.! estabel eceram os parédmetros
paraaandlise molecular para caracterizar taxonomicamente as
espécies de Curcuma empregadas na China e no Japéo, com
base nas seqiiéncias de genes.
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Aolongo dosanos, vériastécnicas vém sendo utilizadas
paraacaracterizacdo dos principais constituintesdaC. zedoaria.
Kato e Fisher® caracterizaram asraizes e rizomas destaespécie,
utilizando acromatografiaem camadadelgada. Nos Gltimos dez
anos, podem ser citadasacromatografialiquidadealtaeficiéncia
(CLAE) eaespectrometriade massas acopladaacromatografia
em fase gasosa (CG-EM), associ adas aextragéo por fluido super
critico®. Hiermann e Radl® descreveram a utilizacéo da
eletroforese capilar; maisrecentemente, o Optimum Performance
Laminar Chromatography (OPL C) € apontado como método de
separacdo mais eficiente para varios tipos de compostos®2627:2,

A despeito da reconhecida utilidade das preparagdes
extrativas e de fitoterpicos feitos com C. zedoria, controlar a
qualidade de sua producdo é um desafio para Laboratorios de
Salide Publica devido aos custos do instrumental necessario
para essa atividade. Com o objetivo de superar essalimitacéo,
neste estudo propomos um método rapido e de baixo custo,
com base em cromatografia em camada delgada, e que permite
diferenciar os perfis cromatograficos de extratos de Curcuma
de diferentes origens.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram estudadas quatro amostras de Curcuma zedoaria
eumaamostrade Curcuma longa , das seguintes procedéncias:
amostral- 1bitina, SP; amostra2- Ribeirdo Preto, SP, amostra 3-
Campo Grande, M'S; amostra 4- india e amostra 5 (C. longa)-
Séo Paulo, SP. A amostrade Curcuma zedoaria proveniente de
Ibitina, SP, foi identificadapelaDra. Inés Cordeiro, do | nstituto
de Botanica, onde a exsicata foi depositada sob nimero de
registro 338498, e utilizada como a droga padréo na analise
cromatogréfica.

Meétodos
Preparo das amostras

Para cada amostra, exceto para a amostra de Campo
Grande, foram preparados dois tipos de extratos com mistura
hidroalcodlica a 70%: por percolacdo simples e percolacdo
fracionada. Foram preparados extratos metandlicos a partir da
droga moida destas amostras, na concentragéo de 1 g por 5 mL
de metanol, segundo Wagner®.

Sistemacromatogréfico
Os cromatogramas foram desenvolvidos em duas
diferentes fases moveis:

Fasemovel 1 - tolueno: acetato deetila (93:7)
Fasemovel 2 - cloroférmio
por cromatografiaascendente, utilizando-se placasde SilicaGel 60
F 254 Merck, e o revelador anisaldeido sulfurico, seguido de
aguecimentoa110°C por 5 minutos®. Foram agplicados5 ul decada
amostra dos extratos smples, fracionados e metandlicos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nasfiguras 1 e 2 estéo representados 0s cromatogramas
obtidos paraos extratos simples, fracionados e metandlicos das
cinco amostras, nas fases moveis 1 e 2. Observou-se que tanto
paraafasemaével 1 como paraafase movel 2 houveboaseparacéo
dos componentes dos extratos aplicados, com manchas
diferenciadas e distribuidas por todaaplaca, em diferentes Rf(s),
variando de 0,1 20,93 (fase 1) ede 0,1 a0,5 (fase 2). Pode-se
constatar diferentes tons de colorac&o para as manchas obtidas
em cadaum dosextratos nafasemével 1 (figural), favorecendo
sua visualizagdo e caracterizacdo, ao contrario do que ocorreu
com aguel as observadas nafase mével 2 (figura2).

Quanto aos perfis cromatogréficos observados paracada
amostra, pode-se notar que as manchas dos extratos fluidos
obtidos por percolagdo simples (EFPS) foram menos intensas
que aquelas obtidas por percolac&o fracionada (EFPF),
sugerindo que o sistema utilizado responde as variages de
concentracdes entre os extratos. Esta observacéo pode ser
relevante quando o processo de preparacéo daamostraaanalisar
nao é conhecido e podem resultar em diferengas significativas
no perfil cromatogréfico. Os extratos metandlicos apresentaram
perfis cromatogréaficos semelhantes aos obtidos para os dois
tipos de percolacéo.

Apesar de métodos cromatogréficos mais sofisticados
disponiveis atualmente, o desenvolvimento da cromatografia
em camada delgada (CCD), para amostras de extratos fluidos
de Curcuma zedoaria de quatro diferentes procedéncias,
demonstra que esta técnica é de grande utilidade naandlise de
drogas vegetais e suas preparagdes, mesmo nos laboratorios
com limitagdes de recursos. Pel os resultados obtidos em ambos
sistemas cromatograficos (figuras 1 e 2), pode-se afirmar que
os extratos fluidos das amostras 2 e 3 sdo semelhantes ao
obtido para a amostra 1, considerada como a droga padréo
neste estudo. Optou-se pel o uso de umadroga com identidade
botanica certificada paraa caracterizacdo cromatograficatanto
da droga como de suas preparacfes extrativas, e néo
simplesmente o uso de marcadores cromatograficos, jaque a
comparacdo dos perfis € 0 escopo do trabalho e por ser estaa
situacdo mais comumente encontrada noslaboratérios oficiais.
As diferencas observadas para a amostra 4, proveniente da
india, sfo nitidas e perfeitamente detectadas por esta técnica,
confirmando o fato de que condigdes climéticas, diferentes
cultivos, variedades boténicas, tempo de secagem e outros
fatores podem modificar os constituintes das drogas vegetais,
alterando seu perfil cromatografico. Porém, como atécnicade
CCD pode fornecer a caracterizagdo de uma determinada
espécie, grandes alteractes de perfisindicariam, com certeza,
ateracOes, adulteracBes ou mesmo substituicdes desta droga
por outra espécie qualquer. Isto pode ser constatado com a
comparacdo dos perfisdasamostras 1,2,3 e4 com aamostrab,
de Curcuma longa, que apesar de pertencer ao mesmo género
da C. zedoaria, revelou diferente composicéo, claramente
visualizada nos cromatogramas.
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5 6 7 8 9% 10 11 12 13

Figura 1. Placa cromatogréfica desenvolvida na fase mével 1 (tolueno:
acetato de etila- 93:7)

2 3 45 67 8 910111213

Figura 2. Placa cromatogréfica desenvolvida na fase mével 2 (clorofér-
mio)

Legendas das Figuras 1 e 2

1 - extrato metandlico de C. zedoaria (amostra 1- lbitna, SP)

2 - extrato metandlico de G. zedoaria (amostra 2- Ribeirdo Preto, SP)
3 - extrato metandlico de C. zedoaria (amostra 3- Campo Grande, MS)
4 - extrato metandlico de C. zedoaria (amostra 4- india)

5 e 6 - extratos fracionado e simples de C. zedoaria (amostra 1)

7 e 8 - extratos simples e fracionado de C. zedoaria (amostra 2)

9 - extrato simples de C. zedoaria (amostra 3)

10 e 11 - extratos simples e fracionado de C. zedoaria (amostra 4)

12 e 13 - extratos simples e fracionado de C. Tonga (amostra 5)

Como neste estudo pretendeu-se caracterizar outros
componentes da C. zedoaria. que ndo os 6leos essenciais® por
cromatografia em camada delgada, procedeu-se a percolacéo
simples e fracionada das drogas em pd, para a obtengédo de
extratos hidroalcodlicos, paralelamente a uma extragdo com
metanol aquente (60°C, por 5 minutos). A utilizagdo do revel ador
anisaldeido sulfdrico mostrou eficiéncia na revelagdo das
manchas das amostra de C. zedoaria, produzindo manchas de
colorag8o bem variadas, com excelente diferenciagéo das
mesmas. Sendo que os extratos metandlicos apresentaram perfis
cromatograficos semel hantes aos obtidos para os dois tipos de
percolacdo, o uso deste método por um laboratorio de controle
de qualidade sem instrumentagdo cara e sofisticada como, por
exemplo, o deumafarméciade manipulagdo, permitirdumarapida
avaliacao damatéria-primaem pod destadroga, bem como do seu
fitoterapico.
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RESUMO

Polygonum persicaria L. (Polygonaceae) € uma planta empregada na medicina popular brasileiracomo
anti-hemorroidal, antitlcerae vermifuga. Asfolhas e os caules foram estudados sob os aspectos macro e
microscopicos. Fotografiasilustram as descrigdes. O perfil cromatogréfico em camadadel gadado extrato
foi obtido comparativamente com substéncias dereferéncia. Esses dados em conjunto fornecem parémetros
de controle de qualidade da droga vegetal inteira ou fragmentada auxiliando a detecgo de fraudes ou
adulteracoes.

Palavras-Chave. Polygonum persicaria L., farmacognosia, anatomia, cromatografia

ABSTRACT

Polygonum persicaria L. (Polygonaceae) is a plant largely used for treatment of various diseases in
Brazilian popular medicine, such as anti-hemorrhoid, vermicide, and in gastric affections. Macroscopic
and microscopic analyses of Polygonum persicaria L. leaves and stem were carried out. The presented
picturesillustrate their descriptions. The plant extract chromatographic profile was established by means
of thin layer chromatography comparing with standards substances. All these data might be used as
parameters for performing the quality control of the whole crude or fragmented drug which provide the
drugs adulteration detection. Analytical procedure employed in the present study provides the simplest
and quickest method to assess the quality of the crude drug.

Key Words. Polygonum persicaria L., pharmacognosy, anatomy, chromatography

INTRODUCAO

A familiaPolygonaceae Jussieu compreende cercade 40
géneros e aproximadamente 800 espécies distribuidas nas
regifestropicais, subtropicais etemperadas. Naflorabrasileira,
€ representada por 7 géneros e cerca de 57 espéciest*°.

O género Polygonum L. ocorre em areas tropicais e
subtropicais do mundo, sendo observadas em banhados e
margens de corregos. Seu uso naterapéuticadomésticaéantigo.
No Brasil, adesignacéo “ erva-de-bicho” foi atribuidaaa gumas
plantas do género Polygonum L. empregadas popul armente no
tratamento de parasitoses**. Essa denominacao foi relacionada
a crenca gque os mamilos anais de pessoas com hemorréidas
fossem causados por um parasita, pois freqliientemente esses
individuos eram afetados por helmintos como o tricocéfal 04,
Indigenas das Guianas utilizam um gel preparado de seiva de
Polygonum hydropiperoides Michaux para inflamacGes
oftédlmicas, sendo também consideradaabortiva’. Internamente,

sdo utilizadas como diuréticas, estimulantes, antigonorreicas e
no tratamento de diarréias, febres perniciosas, congestfes
cerebrais, parasitoses intestinais e astenial®®. Externamente,
Polygonum hydropiperoides Michaux., P. acuminatum Kunth.
e P. punctatum Ell. sdo empregadas contra lesdes dérmicas,
erisipela, hemorrdidas e dores reumaticas®>. Na literatura
etnofarmacol 4gi carecomenda-se chaparauso interno e externo.?
Espécies desse género contém componentes com atividades
farmacol 6gicas diversas. resveratrol com atividade anticancer®
e fitoestrogénica®; flavondides antioxidantes®® e fungitoxicost;
além de &cidos fendlicos antibacterianos e antiinflamat6rios®.
Polygonum persicaria L., espécie originaria da Europa,
encontra-se amplamente distribuida no territério brasileiro. Seu
nome botanico derivadapaavra“Pérsid’, atual Ird. Ervaanual,
ocorre em ambientes imidos, mas ndo encharcados, pois prefere
solos argjados, ricos em matéria organica. Infesta lavouras,
pomares e beira de canais, pela facilidade de dispersdo de suas
sementes**°. Popularmente conhecida como erva-de-bicho,
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persicéria, ferradura, persicaria-de-pé-vermelho, é empregada
como adstringente, vulneréria, odontalgica e no tratamento de
Ul ceras. Externamente éreputadacomo Util em casosdeparaisiat®.
Embora atualmente ocorra como cosmopolita, poucos estudos
foramredlizadoscom Polygonum L. ScavoneeGraeiro® reglizaram
estudo anatdmico efitoquimico de Polygonum persicaria L. var.
biforme (Wahlenberg) Fries. Mitchel?® comparou as estruturas
foliares de algumas espécies aquéticas de Polygonum L. Kapoor
et a*? descreveram a venagao em espécies de Polygonum L. da
india. Lerstern e Curts'” destacaram aimportanciados caracteres
anatdmicosnataxonomiado género. Silva-Brambillae M osquete®
estudaram a anatomiafoliar de espécies pertencentes a géneros
incluidos na familia Polygonaceae (Polygonum L., Ruprechtia
C.A.Mey eTriplaris Loefl. ex L.) daplaniciedeinundagéo do ato
rio Parana. Gattuso® realizou estudos de ultraestrutura de
glandulas secretoras em Polygonum L.. Kawasaki et al.™,
verificaram que nasegdo Persicaria predominam osflavontis 3-
O-glicosidicos, sendo que quercetina 3-O-ramnoésido equercetina
3-O-glicosido foram identificados por I sobe e Noda'’. Nafamilia
Polygonaceae, arutinafoi inicia menteidentificadaem Fagopyrum
esculentum Moench®. Yano™, estudando o extrato hidroetandlico
liofilizado de 6rgéos aéreos de Polygonum persicaria L ., verificou
atividade antiinflamatériae sedativaem ratos.

O objetivo deste trabalho é a caracterizagcdo macro e
microscopicadadrogavegetal, constituidade folhas ede caules
de Polygonum persicaria L., bem como a determinac&o do
perfil cromatogréfico de seu extrato, contribuindo para a
identificacdo e controle de qualidade dadrogavegetal preparada
com 0s 0rgaos aéreos de umaespécie muito comum entre nds, e
amplamente empregada nafitoterapia.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal. Individuos de Polygonum persicaria
L. foram coletadosem Sao Miguel Paulista, no municipio de Sdo
Paulo, em terrenos brejososjunto acorregos. Exsicataencontra-
se depositada no Herbério do Instituto de Biociéncias,
Departamento de BotanicadaUniversidade de S&o Paulo, sob a
designacdo YANO H. 01 (SPF).

Morfologia. O estudo morfolégicofoi redizado comfolhas
e caules frescos ou transformados em droga vegetal. Caracteres
macroscopicosforam observadosavistadesarmadaou com auxilio
de lupa estereoscopica Wild Heerbrugg 80149. As folhas foram
seccionadas no terco mediano inferior?. Cortes transversais e
longitudinais foram preparados conforme procedimentos usuais
em microtécnica vegetal®. Nos testes histoquimicos foram
empregados cortes histol6gicos de materia fresco e sudam [11%,
floroglucina cloridrica,** azul de metileno 1%, lugol® na
caracterizagdo de lipidios, lignina, mucilagens e amiloplastos,
respectivamente. Asesca asnasfotos e desenhosforam projetadas
nasmesmas condicoes Gticasdos cortes. Asfotomicrografiasforam
obtidas em fotomicroscopio Nikonad. Os termas empregados nas
descrigBes seguiram os sugeridos por Rizzini®.
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Perfil cromatogréfico do extrato. O extrato da droga
vegetal a10% em solugdo hidroetandlicaa70% foi submetido a
analise cromatografica em camada delgada empregando-se o
seguintesistema: placadesilicagel GF254 Merck, 0,2mm; € uente-
n-butanol/&cido acético glacial/agua (60:15: 100, fase superior);
revelador difenilboriloxietilaminaa 1% em metanol ; visudizagéo-
UV 366 nm. Neoesperidina, naringina, diosmina, naringenina,
quercetina e rutina, adquiridos da Sigma Chemical Company
E.U.A., em solucéo a0,1% em metanol, foram empregadas como
substéncias de referéncia

RESULTADOS

Caracterizagdo macroscopica

Asfolhas sdo simples, alternas, de &pice acuminado, de
nervuracentral com proeminénciaacentuada naface abaxial, e
nervuras secundarias pouco aparentes, de margem inteira,
ondulada, base simétrica, contorno lanceolado, medindo de 3,5
al15cmde comprimento por 0,8 a3,0 cm delargurae curtamente
pecioladas (Figura 1). Naregi&o mediana da folha observa-se,

Figura 1. Polygonum persicaria L. Ramo florido.
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algumas vezes, uma mancha castanho escura. As folhas
transformadas em droga vegetal apresentam-se enrugadas e de
coloracdo verde-escura; algumas adquirem coloracgéo
avermelhada. Nas bases dos peciolos observam-se écreas. Os
caules sdo cilindricos, fistulosos, medem de 0,4 a 0,8 cm de
diémetro e mostram tonalidade avermelhada e finas estrias no
sentido longitudinal, que se acentuam na droga vegetal .

Asfolhas e os caules so fracamente aromati cos; o sabor
éligeiramente amargo e adstringente.

Caracterizacdo microscopica

Folha

A epiderme, em vistafrontal, mostra células de paredes
anticlinais retas ou levemente sinuosas, sendo a sinuosidade
maior nafaceabaxial (Figura2—A eB). A folhaéanfiestomética,
predominando os estématos naface abaxial (Figura2—-A eB).
Estdbmatos paraciticos prevalecem, ocorrendo ocasionalmente
anisociticos ou anomociticos (Figura 2 — A e B). A seccéo
transversal revela epiderme uniestratificada, constituida de
células de forma e tamanho variado. Algumas células na face

adaxial destacam-se pelo formato globoso (Figura 2 — C). A
cuticula é lisa e delgada. Tricomas tectores pluricelulares e
glandulares estéo presentesem ambas asfacesdalamina(Figura
2—B eD). Os primeiros, situados especial mente nas nervuras
de maior porte, tem seu corpo formado por 4 a 8 células de
paredes espessadas por lignina; as células mais externas
mostram-se menores (Figura 2 - D). O tricoma glandular é
constituido de 4 a8 células secretoras de paredes delgadas e de
contetido denso, que adquire cor vermelho-alaranjada quando
tratado com sudam |11 (Figura 2 — B). O conteido das células
epidérmicas comuns adquiriu coloragdo com azul de metileno
1%. O mesofilo édorsiventral (Figura2—C). Drusasde oxalato
de célcio sdo encontradas nessa regi&o.

A nervura principal, em secgdo transversal, revela
contorno biconvexo, sendo a proeminéncia mais acentuada na
face abaxial. As células epidérmicas nesta regido séo
proporcionamente menores e providas de paredes anticlinais
externaslige ramente convexas. Sob aregido epidérmicade ambas
as faces, observam-se de 1 a 5 camadas de células
colenguimaticas com espessamento nos angulos. Os feixes

Figura 2. Vista frontal da face adaxial (A) e abaxial (B) e corte transversal da folha de Polygonum persicaria L. (C e D). As setas indicam tricoma
glandular em B, células globosas em C e detalhe da epiderme, evidenciando tricoma tector em D. Escala de A: 100 um, B: 25 um, C: 100 um e D: 50 im.
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vasculares, dispostosem circulo, so colaterais. Externo aregido
floeméticaencontra-se cal otafibrosa. Os parénquimas, cortical
e medular, evidenciam células arredondadas de paredes
delgadas, delimitando meatos.

O peciolo, em se¢do transversal, mostra contorno
arredondado. Sob a epiderme unisseriada observam-se 5 a 6
estratos de colénquima angular. As células do paréngquima
fundamental, de paredes delgadas, delimitam espacos
intercelulares de tamanhos variados; na regido cortical
predominam cémaras. Drusas de oxalato de calcio sao
observadas com freqiiéncia. Bainhaamiliferaéencontradajunto
aos feixes vasculares.

Caule

O caule, em estruturapriméria, apresentacontorno circular
edistribuicdo eustélica. A epiderme uniestratificada érevestida
por cuticuladelgada. O colénquima angular, subepidérmico, é
representado por 4 a5 estratos celulares. O parénquimacortical
reduzido mostracélulas de paredes delgadas. Entre estascélulas
ocorrem espagosintercel ulares de diferentes dimensdes (Figura
3-A). Naestrutura secundéria, evidenciam-se calotas fibrosas

externasao floema(Figura3 - B). Drusasde oxalato decélcioe
amiloplastos sdo encontrados na regido cortical e medular
(Figura3-CeD).

Perfil cromatografico

O perfil cromatogréfico do extrato hidroetandlico de
Polygonum persicaria estarepresentado naFigura4. O extrato
apresentou manchas com Rf e col orag&o coincidentescom rutina
e quercetina, sugerindo sua presenca no material em estudo.

DISCUSSAO

Erva-de-bicho € um nome comum atribuido a algumas
espécies de Polygonum L., tais como, Polygonum persicaria
L., P. persicaria L. var. biforme (Wahlenberg) Fries”’, Polygonum
hydropiperoides Michaux e P. punctatum Ell., conhecidas por
seu uso principalmente no tratamento de hemorroidas'®.
Polygonum persicaria L. possui folhas simples, inteiras,
peninérvias e acuminadas. Estas caracteristicas coincidem com
informagdes descritas anteriormente para o género®. Algumas

Figura 3. Corte transversal do caule de Polygonum persicaria L. A: mostra seqiiéncia de tecidos da regido cortical. B: detalhe do sistema vascular. Seta
indica calota fibrosa. C e D: detalhe de parénquima medular contendo amiloplastos e drusas. Escala de A e B: 50 um, C e D: 25 um.
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vezes a nervagdo de espécies de Polygonum L. é classificada
como uninérvea, observando-se nervura mediana proeminente
e as nervuras secundarias pouco aparentes'®. Mitchel? relata
formadefolhasvariando delinear aoval e pice de emarginado
a acuminado em algumas espécies aquéticas de Polygonum L.
As folhas da espécie em estudo apresentaram-se lanceoladas e
de &piceacuminado (Figural).

Céulasarmazenadoras de &guanaface adaxial dasfolhas
de Polygonum persicaria L. var. biforme (Wahlenberg) Fries,
descritas por Scavone e Gragiro?, correspondem estruturalmente

Figura 4. Cromatograma em camada delgada do extrato a 10% em solu-
¢&o hidroetandlica a 70% de 6rgéos aéreos de Polygonum persicaria L. As
aplicagBes da amostra e das substancias de referéncia estdo na sequiéncia da
esquerda para a direita: 1= neoesperiding; 2= naringina; 3 e 4 = extrato; 5=
diosmina; 6= naringenina, 7= quercetina, 8= rutina.

as células globosas observadas na mesma regido, em nosso
material de estudo (Figura 2 — C). Os testes histoquimicos
empregados ndo permitiram determinar anaturezado contetido
deste idioblasto. Tal estrutura é pouco freqliente no género®,
ndo sendo observada em Polygonum punctatum EIl.%°, o que a
faz critério auxiliar na separagéo dessas espécies.

Diversas espécies de Polygonum L. apresentam-se
anfiestomaticas, com estdmatos freqilientemente paraciticos®.
Em Polygonum ferrugineum Wedd e P. meisnerianum Cham. &
Schitdl. foram evidenciados apenas estbmatos paraciticose, em
P. hydropiperoides Michaux e P. punctatum Ell., estdmatos
paraciticos acompanhados de raros anomociticos. Scavone e
Graeiro* relataram predominio de estbmatos paraciticos em
Polygonum persicaria L. var. biforme (Wahlenberg) Fries, sem
especificar osdemaistiposencontrados. Em nosso estudo foram
observados estdbmatos paraciti cos, ani sociti cos e anomociticos,
sendo mai's numerosos os primeiros (Figura2 —A).

Em folhas de Polygonum persicaria L. var. biforme
(Wahlenberg) Fries foram observados tricomas glandulares
capitados, constituidos de duas células secretoras centrais
contornadas por oito células menores dispostas radialmente. No
material em estudo foram encontrados tricomas glandulares
pluricelulares providos de quatro aoito células secretoras (Figura
2 —B). A presenca destes tricomas glandulares, associados aos
tricomas tectores lignificados (Figura 2 — D) pode ser assumida
como um carater auxiliar nadiferenciacdo daespécie.

O perfil cromatografico em camada delgada do extrato
hidroetandlico de Polygonum persicaria L. é importante
parémetro deidentificacgo. Emboraacromatografiaem camada
delgada mostre-setécnicasimples, rapidae muito Gtil naandlise
de fitoterapicos, na literatura ndo se encontra trabalho
semelhante com espécies de Polygonum L. Em nosso estudo,
optou-se empregar a fragdo flavonoidica, considerando a
identificacdo de derivados de quercetina em Polygonum
persicaria L.° A seqiiéncia de manchas verificada no extrato
hidroetandlico, bem como a coincidéncia com as substancias
dereferéncia, rutinae quercetina, complementam acaracterizacéo
da droga vegetal constituida de 6rgaos aéreos da espécie.

Este estudo traz uma contribui¢éo para o melhor
conhecimento dadrogavegetal sob o aspecto farmacogndsti co.
A descri¢éo macroscopi cae microscopicadasfolhase do caule
de Polygonum persicaria L., juntamente com o perfil
cromatografico em camadadel gadafornecem parametrosparao
controle de qualidade dadroga vegetal inteira ou fragmentada.
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RESUMO

O enriquecimento de alimentos com &cido félico tem se tornado uma pratica comum em todo o mundo.
Recentemente, no Brasil, aANV I SA publicou umaresol ugéo (Resolucdo N°344) que obrigao enriquecimento
de farinha de trigo e milho com essa vitamina. Dessa forma, metodol ogias analiticas capazes de avaliar
acido folico nesses alimentos, tornam-se necess&rias. O objetivo do trabalho foi a validagdo de uma
metodol ogiaparaandlise de acido folico em farinhas de trigo e milho enriquecidas, utilizando-se atécnica
decromatografialiquidadealtaeficiéncia. O acido fdlicofoi extraido dasfarinhas com solucdo de hidroxido
de potéssio e acetonitrila. Seguiu-se a etapa de purificagdo com é&cido tricloroacético. Para a etapa
cromatografica utilizou-se como fase mével um sistema gradiente composto por solucdo acidificada/
acetonitrilaecolunade C , paraseparacdo e luicdo davitamina A detecgo foi feitaa290nm eaquantificagdo
por padronizacdo externa. A metodol ogia mostrou-se eficiente com taxas de recuperacéo entre 92 e 98%,
boa repetibilidade (CV 0,60 a 0,98%) e limites de deteccdo e quantificacdo de 1,3ng/g e 2,6ng/g,
respectivamente.

Palavras-Chave. &cido fdlico, cromatografialiquidade alta€eficiéncia, farinhadetrigo, farinhade milho.

ABSTRACT

Enrichment of foodswith folic acid hasturned out to be acommon practice around theworld. Recently, in
Brazil, the National Agency for Sanitary Surveillance (ANVISA) has brought into public noticearesolution
on mandatory enrichment of wheat and corn flour with folic acid. In the face of this, reliable analytical
methodol ogiesfor to determinate folic acid in flours have to be established and standardized. The aim of
the present study was to validate a methodol ogy for folic acid analyses in enriched wheat and corn flour
carried out by High Performance Liquid Chromatography. Folic acid was extracted from the flours using
potassium hydroxide solution and acetonitrile. The extract was purified with trichloroacetic acid. For
chromatographic separation agradient system composed by acid sol ution/acetonitrile was used asmobile
phase, and aC ; column was employed for vitamin separation and elution. Folic acid detection was made
at 290nm and its quantification was performed by external standardization. The evaluated method was
efficient being the recovery rates between 92 and 98%; the method presented good repeatibility (CV 0.60
t0 0.98%), and detection and quantification limitswere 1.3ng/g and 1.6ng/g, respectively.

Key Words. folic acid, high performance liquid chromatography, wheat flour, corn flour
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INTRODUCAO

Oscientistas, hoje, estéo convencidos que o &cido félico
€ indispensavel a dieta humana e animal, sendo considerado
como a “vitamina do futuro”. O &cido falico esta amplamente
distribuido nos alimentos, principal mente em verduras frescas,
figado, leveduras e algumas frutas'>*¢, no entanto, nos dias
atuais, aingestdo de umadietainsuficienteemfolatostem levado
adeficiénciadessavitamina®.

Um dos possiveis efeitos diretamente ligados a dietas
carentes de &cido fdlico, e que tem surtido repercussdo mundial,
s80 as malformagdes congénitas com destaque para os defeitos
no tubo neural de fetos, como a espinha bifida e a
mielomelingocele, por exemplo®°, A preocupagdo com a
carénciade acido félico naalimentacéo de gestantes étao grande
nos EUA, que em 1998 foi criada uma campanha nacional de
incentivo aingestéo de &cido folico, cujo principal objetivo éa
reducéo das malformagdes congénitas?®. Com esse mesmo
propdsito, um grande estudo epidemioldgico esta sendo
realizado no Chile, onde a vitamina esta sendo adicionada a
farinhadetrigo destinada afabricacao de paes (220ug/100g) eo
consumo desse alimento enriquecido esta sendo relacionado
com aincidénciade malformagdes congénitas daquel e pais®s18,

Além disso, muitos estudos sugerem que o acido félico
atuanaprevencdo de diversostipos de cancer, anemiae doencas
Cardl’acaSZ,Q,lo,lZ, 20,24,28,29,32_

A indUstria brasileira vem promovendo um grande
aumento do emprego de vitaminas para 0 enriquecimento de
vérios aimentos’, entre elas, o &cido folico. Sem duvida, o
processo de enriquecimento aumentaaqualidade dos alimentos
e pode vir a ser uma das soluces empregadas para resolver o
problema da ingestdo insuficiente de &cido félico’4252%831, Sao
escol hidos preferencial mente os alimentos destinados ao publico
infantil e gestantes para o enriquecimento com estavitamina. A
ANVISA (AgénciaNacional deVigilancia Sanitaria)* divulgou
umaresolucéo (Resolugdo 344 de 13 de dezembro de 2002) que
determinaqueasindistriasdefarinhasdetrigo e demilho devem
adicionar aos seus produtos 150ug de acido folico a cada 100g
defarinha.

Em vérios paises esta sendo realizado o enriquecimento
de farinhas, entretanto os niveis de enriquecimento sdo um
pouco diferentes. Estados Unidos, Canada, Boliviae Colémbia,
por exemplo, utilizam 150ug deécidofélico acada100g defarinha,
ja o Paraguai e o Equador adicionam 300ug e 60ug de écido
folico acada100g de farinha, respectivamente®.

Embora cada vez mais aumente o nimero de alimentos
gue estdo sendo enriquecidos com &cido falico, o controle
desses produtos é bastante dificultado pela auséncia de
metodol ogi as rapidas, €ficientes e adequadas. O método oficial°
paraadeterminacao de acido folico efolatosem alimentoséum
método microbiolégico, utilizando Lactobacillus casei, que
apresentamuitosinconvenientes, como baixaprecisdo, lentidéo
naandlise e exatidao questionavel 15, Recentemente, aliteratura
vem apresentando avancgos nos métodos para a determinacdo
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dessavitamina, através de técnicas como acromatografialiquida
de alta eficiéncia (CLAE), em fungdo de sua rapidez, alta
sensibilidade, preciso e exatidao'st"2"%, A aplicacado de CLAE
na determinacdo de &cido folico em alimentos ocorre de forma
répida, geralmente dependendo da otimizacdo da extracéo da
amostra, da purificacdo e dos métodos de deteccdo para cada
tipo de andlise requerida. Entretanto, a grande maioria dos
métodos por CLAE encontrados na literatura internacional,
incluem a etapa de extragéo complexa e demoradat®?’.

Métodos de extragao em fase sdlida utilizando colunas
de trocai6nica compostas por amina quaternéria (SAX) foram
largamente utilizados nos Gltimos anos, tanto para purificagcdo
como concentracdo de folatos e &cido félico, além de etapas
prévias de hidrdlise enzimatica???.

Para a etapa cromatogréfica fases méveis tamponadas,
principalmente tamp&o fosfato, com ou sem modificador
orgéanico, foram utilizadas por Konnings? e Osseyi et a?. As
colunas mais utilizadas para a separacéo de acido félico foram
asdefasereversadeoctadecilsilano (C ,)%*. O perfil do espectro
de absorgéo obtido no detector de arranjo de diodos (DAD),
aém do tempo deretencdo e daco-cromatografia, foram utilizados
por Konings?, para identificagdo dos folatos. Osseyi et a.?” e
Konings® fizeram a quantificagdo através da construgéo de
curvas analiticas por padronizacado externa, utilizando aareaou
aaturados picos.

No caso especial de farinhas poucos trabalhos foram
encontrados naliteratura. Estudos realizados por Keagy et a.#
com o objetivo de avaliar o comportamento de folatos e acido
folico durante o periodo de armazenamento dafarinhadetrigo,
conduzido com aaplicagdo de método microbiol 6gico, utilizando
temperaturas entre 26 e 50°C eausénciadeluz, indicaram perdas
de 40% no teor defolatos apds 12 semanas de estocagem, val or
gue permaneceu inaterado apds 52 semanas. Os mesmos autores
verificaram que farinhas fortificadas com é&cido félico (100 a
500u1g/100g), tiveram altas taxas de retencdo da vitamina, com
baixas perdas, nas mesmas condic¢des. Essas diferencas podem
ser atribuidas, segundo ao autores, a maior instabilidade de
folatos naturalmente presentes em alimentos, quando
comparados ao &cido fdlico adicionado. Limaet a.= avaliaram o
efeito do processo de assamento de paes confeccionados com
farinha de trigo enriquecida e determinaram 10% de perdeas,
utilizando método por CLAE. Parafarinhade milho nenhum dado
foi encontrado naliteratura.

Dessa forma, 0 objetivo desse trabalho foi a validagéo
da metodologia por cromatografia liquida de ata eficiéncia,
desenvolvidapor Catharino et al.%, paraadeterminacao de &cido
folico em farinhas de trigo e milho enriquecidas.

MATERIAL E METODOS

Material
Para a determinacdo da recuperacdo, repetibilidade e
limites de detecgéo e quantificacdo, asfarinhasdetrigo e milho
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comuns foram adquiridas em estabelecimentos comerciais de
Campinas, ja que o produto enriquecido ainda ndo estava
disponivel no mercado na época da realizagdo deste estudo.
Parao enriquecimento, em laborat6rio, foi escolhidaumamarca
apenas, para cadatipo defarinha. Asfarinhas foram analisadas
paracomprovar aausénciade acido folico einterferentes, antes
do processo de enriquecimento.

Asdeterminagesforam realizadas em duplicatas, sendo
oresultado final amédiade 4 valores, jaque asinjegdes de cada
extrato no cromatografo também foram feitas em duplicatas.

Reagentes

O padréo de &cido fdlico foi gentilmente cedido pela
M Cassab Comércio e Industria Ltda -SP (Sigma cod. F-7876,
lote 40H321). Os demais reagentes foram de grau analitico. A
aguautilizadaparao preparo dasfasesméveisfoi purificadano
sistema Milli-Q (Millipore). As fases mévels, antes de serem
utilizadas, foram filtradasem filtros Millipore (HAWPeHVLP
04700), com porosde 0,45um de didmetro.

Equipamento

Utilizou-seum cromatdgrafo Hewlett Packard (HP) série
1100, com injetor automatico com capacidade de 1 a 100uL,
desgaseificador, bomba quaternéria, equipado com detector de
arranjo de diodos. O sistemafoi controlado pelo software HP-
Chemstation, que permitiu andlise dapurezado pico deinteresse
e o0 melhor tratamento dos dados. As colunas Microsorb-MV,
ODS-2, 5um, 150X4,6mmd.i. (Raimin Instrument Company) e
NovaPak, ODS-2, 4um, 150X 2mm (Waters) foram utilizadas para
0 processo de separacéo cromatografica, nas determinagdes de
acido félico em farinha de trigo e farinha de milho,
respectivamente, protegidas por umacolunade guardaBondesil
C, 5um, 10X4,6mmd.i (Varian).

Determinacéo do &cido folico

Paraaandisedo écido folico nasfarinhasdetrigo emilho
enriquecidas utilizou-se a metodologia desenvolvida por
Catharino et al.b, adaptada para as matrizes analisadas nesse
trabalho. O &cidofdlicofai extraido, de1,0g defarinhapreviamente
homogeneizada, com 3,0mL dehidréxido de potassio (0,1moal/L)
e1,0mL de acetonitrila, por 10 minutos em banho de ultra-som.
No método original, a etapa de extragdo, para essa mesma
determinacao em leites, éfeitaapenas com hidréxido depotéssio,
0s demais processos envolvidos na andlise sGo exatamente 0s
mesmos, conforme descrito a seguir. O extrato foi transferido
guantitativamente para um baldo volumétrico de 10mL,
adicionando-se 2,0mL deécido fosférico (0,1mol/L), 3,0mL de
tampao fosfato, composto por Na,HPO, (0.25moal/L)/KH,PO,
(0,37moal/L), apH neutro, e 500uL de acidotricloroacético (TCA)
(90%), aferindo-se 0 volumefina com tampéo fosfato. Seguiram-
seentdo asetapasdefiltracio, aprimeiraem papd defiltrocomum
eaoutraem membranaDurapore (HAWP01300 Millipore), com
poros de 0,45um. O filtrado foi injetado, imediatamente, no
cromatdgrafo aliquido (100uL ).

O acido félico foi separado em sistema de €l uicéo por
gradiente, com 90% de soluc¢do acidificada (SA: 0,166mol/L
de &cido acético e 0,01mol/L de hidréxido de potassio, a pH
2,8), e 10% de acetonitrila (ACN)(v/v) no inicio da corrida,
chegando em 8,5 minutos a 76% de SA e 24% de ACN auma
vazéo de 0,5ml/min. As condic¢Besiniciaisforam retomadas e
acolunare-equilibrada durante 10 minutos, antes daproxima
injegdo. A deteccéo foi feitaem detector de arranjo de diodos
(DAD), utilizando-se o comprimento de onda de leitura a
290nm. A identificacdo davitaminafoi feita por comparacdo
dos tempos de retengao, obtidos com padréo de &cido félico
analisado nas mesmas condicfes, co-cromatografia e pela
comparacdo dos espectros de absor¢do obtidos no DAD. A
purezado pico foi determinada pel o sistema ploter disponivel
no software HP-Chemstation. A quantificagéo do acido folico
foi feitapor padronizag8o externa, através da curvaanalitica
construidacom 7 niveis de concentragéo do padrao dissolvido
diretamente em tamp&o fosfato (0,01; 0,05; 0,10; 0,15; 0,30;
0,50; 1ug/mL ), sendo cada ponto representado pela médiade
trés determinagdes.

Validacdo da metodologia

Paraavalidacdo dametodologiaforam realizadostestes
de recuperagdo e repetibilidade, além do estabel ecimento dos
limites de detecgdo e quantificacéo para as matrizes analisadas
nesse trabalho, ja que a metodologia foi aplicada a matrizes
diferentes e, portanto, sofreu algumas modificactes em relagdo
ao método original desenvolvido paraleites.

Recuperagéo de Padrdes

Para a avaliacdo da exatiddo do método, realizou-se
testes de recuperacdo de padrdes adicionados as farinhas de
trigo e milho, ndo enriquecidas, em dois niveis diferentes de
concentragcdo 170 e 250ug/100g. Osteores foram baseados no
projeto que esta sendo desenvolvido no Chile, 220ug de &cido
folico para cada 100g de farinha de trigo® %8 Para as andlises
foi utilizado 1,0g dasfarinhas detrigo e milho.

Repetibilidade

A avaliagdo desse parametrofoi realizadaatravésdecinco
determinacOes, em dois niveis de concentracdo de &cido folico
adicionado as matrizes. A repetibilidadefoi cal culadade acordo
com Caulcutt e Boddy? através da equagdo:

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

Limites de Deteccéo e Quantificagdo

Os limites de deteccéo foram estimados pela adicdo de
quantidades conhecidas de padréo as amostras. Foi considerado
o limite de deteccdo a menor quantidade detectavel na matriz
que produziu um sinal com umaamplitudetrésvezes maior que
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a do ruido (39/R). O limite de quantificagéo foi considerado
como sendo duas vezes o limite de detecgao™ .

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os cromatogrameas referentes a determinagdo de écido
folico em amostrasdefarinhadetrigo e milho estéo apresentados
naFigural. Neles, o pico do acido félico apareceisolado, com
tempo deretencdo de 7,9 minutos paraadeterminacdo em farinha
detrigo e 8,3 minutosem farinhademilho, jaqueforam utilizadas
colunas diferentes. A pureza dos picos foi verificada através
dos par@metros de pureza, fornecidos pelo software HP-
Chemstation, que confirmou a eficiéncia do sistema
cromatogréfico.

O teor de é&cido félico foi avaliado por padronizacdo
externa, tendo a curva analitica apresentado boa linearidade
nas faixas de concentracéo pré-estabelecidas, com coeficiente
decorrelacdo de 0,9997 (Figura?2).

As taxas de recuperacéo obtidas estdo apresentadas
na Tabela 1. Os valores variaram entre 95 e 97% nos dois
niveis de enriquecimento. As taxas de recuperacdo obtidas
neste trabalho sdo superiores ao valor relatado por K onings?
gue obteve niveis de recuperacdo de folatos de 90% para
farinhae Osseyi et al? que relataram taxas de recuperacéo de
93 a 96% para a determinagéo de acido folico em cereais
matinais. Essesvaloresindicam umaboataxa de recuperacéo
para os niveis vitaminicos presentes no produto enriquecido
analisado.

A Tabela 2 apresentaasfaixas de repetibilidade esperadas
entre cinco determinagdes, em duplicata, em dois diferentes
niveis de concentracdo de &cido félico, para os dois tipos de
farinhas. Desta forma, espera-se que valores fornecidos por
determinagBesem duplicatadifiram dentro doslimitesfornecidos
pelarepetibilidade, com aconfiangaindicada. Observou-se que
amaior diferencaentre osvalores obtidos nas 5 determinagdes,
nos dois niveis de enriquecimento, € menor que o valor de “r"
cal culado, comprovando aboarepetibilidade do método, quando
aplicado as matrizes estudadas neste trabal ho.

O limite de deteccdo para acido folico em farinhas de
trigo emilho foi 1,3ng/g, e, portanto, o limite de quantificacdo
foi 2,6ng/g. Osvaloresforam os mesmos obtidos por Catharino
et al .® que determinaram esses parametrosem leiteenriquecido e
Konings? que avaliou folatos em vegetais, leite enriquecido,
figado efarinha.

CONCLUSOES

Pb&de-se concluir que ametodol ogia por cromatografia
liquida de alta eficiéncia aplicada neste trabalho, se mostrou
bastante satisfatoriae pode ser utilizada paraanalisesderotina
de determinacéo de &cido folico em farinhas de trigo e milho
enriquecidas.
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Figura 1. Perfil cromatogréfico do extrato de farinha de trigo (A) e
milho (B) enriquecidas com é&cido fdlico. Coluna Microsorb-MV, ODS-2,
5um, 150X4,6mm (A) e Nova pak, ODS-2, 4um, 150X2mm (B). Fase
movel: 10% de acetonitrila e 90% de solucéo acidificada (0,166mol/L) no
inicio da corrida, chegando em 8,5 minutos a 24% de acetonitrila e 76%
de solucéo acidificada (0,166mol/L) (v/v), mantendo-se as condi¢des até
9,0 minutos. Vazéo de 0,5mL/minuto. Deteccdo a 290nm.
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Figura 2. Curva analitica do &cido fdlico obtida por padronizagdo exter-
na, tragada com média de triplicatas.
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Tabela 1. Taxas de recuperacéo do padréo de écido félico adicionado em dois diferentes niveis de concentracéo as farinhas de

trigoemilho

Produto Nivel I (ng/g) Recuperacéo (%0) Nivel 11 (ng/g) Recuperacao (%)
Farinhade milho 17 9%6+1 25 971
Farinhadetrigo 17 95+1 25 97+1

Os resultados sd0 médias de 10 determinacoes.

Tabela 2. Repetibilidade do acido félico adicionado as farinhas de trigo e milho em 2 diferentes niveis de concentragéo

Alimento Concentracao Repetibilidade Concentracdo Repetibilidade
Nivel I (ug/g) (r Nivel 11 (ug/g) (n
Farinhadetrigo 2027 1,691
2046 1,691
2,081 0,60 1,658 047
2049 1672
2021 1,682
*Média dos valores 2,05+ 0,02 0,98% 1,68+ 0,01 0,60%
Farinhade milho 8045 6,543
8037 6,535
8,087 264 6,565 088
8046 6,589
8,068 6,567
* Médiadosvaores 7,86+0,450,97% 6,58+ 0,05 0,76%

Limitede confiangade 95% (t=2,78)

* Médiados valores: valor médio, estimativa do desvio padréo, coeficiente de variagéo (%).

Sugere-se que segjam realizados estudos que avaliem o
comportamento da vitamina durante o periodo de estocagem
de farinhas enriquecidas, ja que produtos apresentam
um grande prazo de validade, além de trabalhos que avaliem a
estabilidade da vitamina adicionada a esses produtos apos a
fabricacdo de paes, mingaus, bolos, entre outros, ja que essas
farinhas sdo consumidas apos processamento doméstico e/ou
industrial.
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RESUMO

A ausénciade vitaminaA naalimentac&o provocaceguei ranoturna, bai xo crescimento, atrofiadostecidos
dosolhoseepiteliais. Por outro lado, 0 excesso dessavitaminatem efeito téxico. Nos paisesindustrializados
aadicdo devitaminas e minerai s aos produtos alimenticios € préticacomum paraevitar adeficiénciadesses
micronutrientes. O objetivo deste trabal ho foi determinar o teor devitaminaA emleitetipo Cfortificado e
consumido pela populacéo infantil de comunidades carentes da cidade de Sao Paulo, para verificar o
cumprimento do valor declarado no rétul o das embal agens. Foram analisadas 676 amostras enviadas para
andlise no Instituto Adolfo Lutz, no periodo de fevereiro de 2001 ajunho de 2004, utilizando a técnica
espectrofotométrica. Osteores devitaminaA estavam abaixo do declarado em apenas 20 amostras (3%), de
acordo com o declarado em 325 (48%) e acimado declarado em 331 (49%).

Palavras-Chave. vitaminaA; |eite pasteurizado; retinol; hipovitaminoseA; espectrofotometria.

ABSTRACT

Vitamin A deficiency may cause night blindness, development and growth retardation, atrophy of eye
tissues and of skin epithelia cells. On the other hand, the excess of vitamin A may produce toxicity
symptoms In the devel oped countries the supplementation of foods with vitamins and minerals has been
ausual practiceto avoid the deficit of these nutrients. The aim of the present investigation was to evaluate
thevitamin A concentrationsin milk samples sold in Sdo Paulo city, SP-Brazil , and to verify whether the
obtained resultswere in accordance with the values described in the label of respective products container.
Vitamin A wasanayzedin milk samples by means spectrophotometry method. Of 676 analyzed samples,
3% (20 samples) had vitamin A concentration in bel ow level comparing to thevalueindicated inthelabel.,
48% (325 samples) were in accordance with, and 49% (331 sampl es) presented higher level

Key Words. vitaminA; milk; fortified milk; vitamin supplementation; spectrophotometry method.

INTRODUCAO

A vitamina A, uma vitamina lipossolUvel também
conhecida como retinol, participa de uma série de funcGes
biol gicas e que, por ndo ser sintetizada no organismo, deve ser
fornecida pela dieta'®. Desempenha importante papel em
diversos processos vitais, atuando na manutengéo da visdo, na
integridade do sistemaimunol 6gi co, naformacao e manutencao
do tecido epitelial e das estruturas 0sseas e dentes, na
diferenciacdo e proliferacdo celular, na reproducéo e no

Rev. Ingt. Adolfo Lutz, 63(2):155-8, 2004

crescimento’. Ainda, alguns estudos sugerem que avitaminaA
€ também essencial para a eritropoiese®® e que ela tem efeito
antioxidante’. A ingestdo insuficiente de vitaminaA ou de seus
precursores, durante um periodo expressivo, pode originar
diversas anormalidades. Por outro lado, 0 uso prolongado de
grandes doses de vitaminaA pode ser prejudicial ao organismo,
causando lesdes hepéticas, anomalias 6sseas, alopecia, diplopia,
nauseas, vomitos, diarréia, tonturas e cefal éia'®.

A deficiénciadevitaminaA éum dosproblemasnutricionals
mais freqiientes no mundo, atingindo 60 paises na Asia, Oriente

155



Lamardo, L. C. A. et a. Teor devitaminaA em leitestipo C fortificados na cidade de S&o Paulo. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 63(2):155-8, 2004

Médio, AfricaeAméricaCentral edo Sul. A Organizaggo Mundial
da Salide (OM S) estimou que maisde 250 milhdesde criangasem
todo o planeta tem suas reservas diminuidas de vitamina A°®.
Preval énciaelevada desta carénciaé encontradaem criangas pré-
escolares e em mulheres grévidas e lactantes. As estimativas
mundiais indicam que 5 a 6 milhGes de criangas apresentam
manifestagdes visivels (clinicas, fisioldgicas ou funcionais) de
deficiénciadevitaminaA. Ainda, estima-seque 1,5a2,5 milhdes
de mortes poderiam ser evitadas a cada ano no grupo de pessoas
gue tém reservas inadequadas desta vitamina*®.

No Brasil a deficiéncia de vitamina A € um problema
endémico em grandes areas das regides Norte, Nordeste e
Sudeste’. O Brasil esta incluido entre os paises onde a
hipovitaminoseA é consideradacomo grave, sendo classificado
pela(OMS) e pelaOrganizagdo Panamericanade Salide (OPAS)
como dreade carénciasubclinicagrave’?. No Brasil adeficiéncia
destavitaminaestarel acionadacom muitasmortes por diarréia™.

A eradicag@o ou mesmo a diminui¢do das taxas de
carénciadevitaminaA tem grandeimpacto social e econdmico,
jaqueo custo do problemaémaior do que o gasto com programas
de intervencdo. Alimentos fortificados com vitaminas e
micronutrientes essenciai s s8o de grande utilidade paracombater
as deficiéncias nutricionais que padecem um el evado percentual
da populacéo mundial, porém é importante um controle destes
produtos, pois tanto a ingestdo deficiente quanto a
superdosagem na fortificagdo sdo maléficas ao ser humano.

O presente trabalho teve como objetivos avaliar o teor
de vitamina A em amostras de leite pasteurizado tipo C
fortificados, consumidos pela popul agdo da cidade de S&o Paulo
e fornecer subsidios para os programas que fornecem leite para
a populacdo carente poderem controlar o teor de vitamina A
adicionada.

MATERIAL E METODOS

Material

Foram analisadas 676 amostras de leite pasteurizado
enriquecidos, tipo C, coletadasem embalagem original de1litro, de
dezoito cooperativas produtoras, consumidos na cidade de Séo
Paulo, no periodo defevereiro de 2001 ajunho de 2004. Asamosiras
foram mantidas sob refrigeracéo até o momento daandlise.

Metodologia

As amostras de leite foram mantidas a temperatura
ambiente até atingirem o equilibrio térmico e homogenei zadas
napropriaembal agem. Utilizando umapi petavolumétrica, foram
coletados 20 mL de leite, os quais foram saponificados com
KOH etandlico a80°C e avitaminaA foi extraida por particéo
com éter de petroleo®. A quantificagdo foi realizada segundo o
meétodo oficial daAssociation of Official Analytical Chemists
(AOAC)?, utilizando espectrofotometrianaregido do visivel (620
nm), como solvente cloraférmio e reagente Carr Price (tricloreto
de antimdnio em cloroformio).
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RESULTADOS

Osresultados dosteores de vitaminaA das 676 amostras
analisadas estéo apresentados naFigura 1. Osresultadosforam
agrupados em de acordo, abaixo eacimado valor declarado. Os
resultados considerados de acordo correspondem ao intervalo
de 80 a120% do valor declarado no rétul o das embal agens, que
€ 120 ug de RE/200mL (ou 400 U1/200 mL). Os valores
denominados abaixo e acima correspondem asfaixasinferior a
80% e superior a 120% do val or declarado, respectivamente.

As amostras analisadas foram provenientes de dezoito
cooperativas produtoras. Na Figura 2 esta representada a
porcentagem de amostras analisadas segundo a sua
procedéncia, sendo que a denominagéo outros corresponde ao

Porcentagem de Amostras em Relagao a
Quantidade Declarada de Vitamina A em
Leite Tipo C Enriquecido

3 JAbaixo
CJAcima
B De acordo

Figura 1. Teores de vitamina A nas amostras de leite pasteurizado enri-
quecido, tipo C.

Porcentagem de Amostras Analisadas de Vitamina A
em Leite Tipo C por Cooperativa

0,40

\

0,301

\

0,20

\

0,101

0,00

Cooperativa 1
Cooperativa 2
Cooperativa 3
Cooperativa 4
Cooperativa 5
Cooperativa 6
Cooperativa 7
Cooperativa 8
Cooperativa 9
Cooperativa 10

Outras Cooperativas

Figura 2. Porcentagem de amostras analisadas segundo a cooperativa
produtora.
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grupo de 8 cooperativas que tiveram de umaa oito amostras de
leite analisadas.

Os valores médio e seus respectivos desvios padréo
para os teores de vitamina A observados nas amostras de leite
analisadas das diferentes cooperativas produtoras estéo
apresentados na Tabela 1, onde os resultados obtidos para os
teores de vitamina A estdo agrupados em de acordo, abaixo e
acimado ideal, para as amostras de |eite analisadas segundo a
cooperativa produtora.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

O método colorimétrico utilizado neste trabalho foi o
método daAOAC?, o qual é aplicado paraaandlise deracese
de alguns tipos de alimentos como margarina e manteiga, ndo
sendo recomendado para produtos que contenham pro-vitamina
A (carotenos) como principal fonte de vitamina A e t&o pouco
para concentrados vitaminicos. Este método se baseia na
determinacdo daintensidade dacor azul resultante dareacdo de
vitaminaA com otricloreto deantiménio (Reagentede Carr Price).
As absorbéancias' do transretinil, dosisdmeros cisderetinol e
dos estéres deretinilasdo medidas a620 nm. Outros compostos,
como retinaldeido, desidroretinol e similares, absorvem em
comprimento de onda maior, enquanto que os carotendides,
guereagem com o cloreto de antiménio com menor vel ocidade,
absorvem em comprimento de ondamenor?®,

Apesar das desvantagens no uso do reagente de Carr
Price, tais como reagente perigoso, instabilidade do complexo
formado (vitamina A/SbCl,), os resultados obtidos em nosso
[aboratdrio em testes de proficiéncia(Food Analysis Performance
Assesment Scheme(CSL/UK)/FAPAS, Tabela de Composicéo
deAlimentos/TACO) tém sido satisfatorios.

Foram analisadas 676 amostras de leite pasteurizado
enriquecidos, tipo C, provenientes de dezoito cooperativas

produtoras, sendo que somente duas cooperativas contribuiram
com cerca de 50% das amostras (Figura 2). Desta forma, foi
possivel umaavaliacdo geral dosleites produzidos pelasvérias
cooperativas produtoras de leite que abastecem a Regiéo
Metropolitana da Grande S&o Paulo.

Analisando a Figura 1, pode-se verificar uma baixa
porcentagem de amostras (3%) que apresentaram teores de
vitamina A abaixo de 80% do declarado no rétulo, isto €, 20
amostras com val oresinferiores a96ugRE/200mL. Porém, este
resultado ndo € preocupante, uma vez que os valores médios
de concentracéo de vitamina A encontrada nas amostras
analisadas nunca foi inferior ao valor ideal de fortificacdo,
120ugRE/200mL, como pode ser verificado apartir dosvalores
apresentados na Tabela 1.

A partir da Figura 1, pode-se notar que a maioria das
amostras analisadas estavam de acordo com o valor declarado
(120ugRE/200mL ) ou acimadeste val or (<144ugRE/200mL),
mesmo considerando a variacdo no teor de vitamina A
representada pelo coeficiente de variagéo (Tabela 1), deforma
gue estas amostras de leite garantiram a suplementacdo nos
valores recomendados de vitaminaA.

O nimero de amostras com teores acima do declarado
foi praticamente igual a0 nimero de amostras com valores de
acordo com a rotulagem. Esta ocorréncia elevada de amostras
com teores acima pode se justificar pelo fato davitaminaA ser
bastante instavel, de forma que o0 excesso compensaria as
possiveis perdas até 0 momento do consumo. Ressalta-se, que
estes val ores acimando podem ser consi derados como um risco
paraasalde, umavez que contribuem com uma porcentagem da
ingestdo diariarecomendada.

As amostras provenientes de uma mesma cooperativa
apresentaram variagdes no contetido de vitaminaA (Tabela 1),
provavel mente devido adificul dade de homogeneizagcdo durante
o processo de fortificagdo do leite, sendo que os valores do
coeficiente de variac8o ficaram na faixa de 11 a 35%. Ainda,

Tabela 1. Valores médio e respectivos desvios padréo para os teores de vitaminaA nas amostras de | eite pasteurizado segundo a

cooperativa produtora.

Cooperativa Amostras Teor médio de Desvio padrao Coeficiente de

analisadas vitamina A (ug/L) variagéo (%0)
01 1 1213 3H1 289
02 247 1520 24 193
03 2 1335 300 25
04 17 1286 155 121
05 %) 1553 402 259
06 2% 1587 20 137
07 2 1338 243 182
08 pal 1251 250 20
09 ibal 1618 425 26,3
10 15 1598 178 11
11 3 1685 58,6 4.8
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como o periodo de amostragem foi bastante longo (40 meses),
pode ter ocorrido variagdes nas procedéncias dos premixes e
qualidade dos mesmos, bem como, alteracfes nos processos de
homogeneizac&o.

A fiscalizagdo continua de alimentos adicionados é
importante, principal mente para que as empresas controlem o
método ou a quantidade adicionada da vitaminaA. Os valores
recomendados de vitamina A podem ser alcangados com o
consumo desses | eites adicionados, de formaque os programas
gue os fornecem a populagdo tendem a contribuir com a
diminui¢do dacarénciadessavitamina
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RESUMO

O coqueiro édescrito como a“ arvoredavida’, jaque dele podem ser obtidos vari os produtos, especial mente
de seusfrutos. Neste trabalho foram determinados o teor de gordura e acomposi¢éo em &cidos graxos da
polpade seiscultivares de coco-ando, com idades de 6 a 12 meses, cultivados no Campo Experimental do
Betume, da EMBRAPA, no municipio de Nedpolis/SE. O teor de gordura foi avaliado pelo método de
Soxhlet e, acomposi¢cao em acidos graxos, por meio de cromatografia em fase gasosa. Todas as amostras
apresentaram baixos teores de gordura, aumentando com aidade até os 11 meses (25,4 g/100 g). A polpa
dos cocos andes vermel hos de Camardes e daMal ésiarevel ou um el evado contelido de &cido laurico (38,1
a 49,6 g/100 g de gordura), favorecendo 0 seu uso nas industrias de sab0es e de detergentes.
Palavras-Chave. coco, coco-ando, Cocos nucifera L., polpa, gordura, acidos graxos

ABSTRACT

Coconut palm has been considered “the tree of life” since several products have been feasible to be
obtained, especially from its fruits. In the present study, the fat content and the fatty acid composition
were determined inthe pulp of dwarf coconut (six cultivars, aged from 6 to 12 months), cultivated in Campo
Experimental do Betume, EMBRAPA, Neopolis City, Sergipe State, Brazil. Fat content was evaluated by
Soxhlet technique, and fatty acid profile was determined by means of gas-chromatographic technique. All
of the samples presented low amounts of fat, increasing the fat level in proportion to the age until 11
months (25.4 g/100 g). Red dwarf coconut pulps from Cameroon and Malaysia revealed high content of
lauric acid (from 38.1 to 49.6 g/100 g of ail), providing its use for soap manufacturing and detergent
industries.

Key Words. coconut, dwarf coconut, Cocos nucifera L., pulp, fat, fatty acids.

INTRODUCAO

O coqueiro (Cocos nucifera L.) é bastante cultivado na
faixa litoranea das regides tropicais. Originaria do Sudeste
asiético, tendo alndonésiacomo seu maior produtor mundial®®,
essaplantafoi introduzidano Brasil em 1553 onde se apresenta
naturalizada em longas areas da costa nordestina,
proporcionando abundante matéria-prima tanto para as
agroinddstrias regionais, quanto para uso alimenticio®. E

Rev. Inst. Adolfo Lutz, 63(2):159-67, 2004

descrito como a “éarvore da vida’' pois, a partir do coqueiro
podem-se obter vérios produtos, derivados de toda planta e
especiamente do fruto, tais como: tapetes, cerdas, estofamento
de carros, p6 de casca, carvao ativado, 6leo, coco ralado, leite
de coco, ragdo animal, saboes, detergentes, cosméticose, mais
atualmente, a agua de coco®°.

A polpaé ricaem proteina, sacarose e lipideos. E usada
tanto paraconsumo in natura naculinaria, quanto naindistria,
onde se obtém copra (polpa desidratada a 6% de umidade) e
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0leo. A copraé o produto maisimportante do coqueiro, sendo o
mais usado internacionalmente; dela se extrai o0 6leo, que é a
matéria-prima para diversos produtos''. Em média séo
necessarios cinco frutos para produzir um kg de coprat?. Da
coprapode-seobter 6leo combustivel, fluidos parafreios, resinas
sintéticas e agente plastificador de vidros de seguranca.

O conteldo de 6leo na copra é superior a 60%, 0 que
equivaleauma producdo de 500 a3.000 kg de élea/hal®. Tavares
et al % encontraram nos coqueiros gigante e hibrido, 72,6 €66,7%
de 6leo, respectivamente.

Os acidos graxos naturais séo em geral compostos
aliféticos, que diferem pelo nimero de carbono eduplasligactes.
Podem ser saturados (sem dupla ligac&o) e insaturados (com
duplas ligagdes). Embora exista um nimero considerével de
acidos graxos, os lipideos alimentares compreendem,
essencialmente: acidos palmitico e estedrico (acidos graxos
saturados), oléico elinoléico (&cidos graxos insaturados)?. JAo
&cido l&urico, é usado em industria de cosméticos e sabdes,
pelo seu alto poder espumante, bactericida e biodegradavel, e
nafabricacdo de dcool. O endospermado fruto do coqueiro éa
principal fontemundial deste Gltimo acido graxo**°.

Além de fornecerem energia, os &cidos graxos orientam
a formacdo das gorduras de reserva, as quais sdo necessarias
ao organismo para absor¢ao de vitaminaslipossol GveisA, D, E
e K, e a formagao dos esterdides, como o colesterol, que
transportaasgorduras, mantém apermeabilidade das membranas
celulares, a neutralizagéo de substancias citoliticas e a sintese
de numerosos horménios. Existem &cidos graxos que o
organismo animal ndo pode sintetizar e que sdo indispensaveis
a0 mesmo, portanto devem estar contidos nos alimentos. Esses
s80 encontrados nas sementes de oleaginosas, gema de ovo e
vegetas verdes?.

Em geral, afamiliadas palméaceas tem os acidos graxos
insaturados em quantidades reduzidas, prevalecendo o &cido
oléico (5a30%) elinoléico (maximo 10%). Jaos acidos graxos
saturados predominantes sdo o laurico (40 a50%) e o miristico
(aproximadamente 20%)*°*, Tavareset al.'® encontraram uma
variagdo de cido ladrico de 48,4%, no hibrido PB121 a54,1%,
no gigante de Rotuma.

Estetrabal ho objetivou determinar o teor degorduraea
composi¢ao de &cidos graxos em polpa de frutos de coqueiro
ando, em diferentes idades de maturac@o para subsidiar os
produtores e agroindustria de coco e, principalmente, os
trabalhos de melhoramento com essa variedade.

MATERIAL E METODOS

Foram empregados os coqueiros andes Verde do Brasil
de Jiqui (AVeBrJ), Amarelo do Brasil de Gramame (AABIG),
Amarelo da Maasia (AAM), Vermelho de Camarbes (AVC),
Vermelhodo Brasil de Gramame (AVBrG) eoVermedhodaMaasa
(AVM), existentes no Banco Ativo de Germoplasma de coco
(BAG de coco), situado no Campo Experimental do Betume,
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Municipio de Nedpolis/SE, pertencente a Embrapa Tabuleiros
Costeiros. O solo édo tipo podzol, com baixafertilidade natural
e clima do tipo A's segundo a classificagdo de Koopen. A
precipitagdo médiaanual normal éde 1.300 mm, ocorrendo 80 e
20% nas épocas chuvosas (abril a setembro) e seca (outubro a
margo), respectivamente.

OBAG decoco éirrigado normamente com 150 L/planta/
dia no periodo seco, capinas sempre que necessario, e
adubagdes de acordo com andlisefoliar.

As andlises do teor de gordura e composic¢éo de acidos
graxos damisturada polpade 3 frutos/planta de cadacoqueiro
ando, colhidos nasidadesde 6 (frutos verdes) a 12 meses (frutos
secos), foram feitas no Instituto Adolfo Lutz, em S&o Paulo,
através do método de Soxhlet® e de cromatografia em fase
gasosal, respectivamente. Os &cidos graxos das gordurasforam
transformados em ésteres metilicos de acidos graxos segundo
metodol ogiadescritanas“NormasAnaliticasdo I nstituto Adolfo
Lutz"8. Osésteresmetilicos de &cidos graxos foram analisados
em cromatograf o agas marca Shimadzu, modelo GC-17A, com
detector deionizacdo de chama. Os compostos foram separados
em colunacapilar desilicafundidaCP-Sil 88 de50 m com diémetro
interno de 0,25 cm e espessura do filme de 0,20 um. Foram
obedecidas as seguintes condi¢cdes de operacdo: temperatura
programadadacolunade 60°C (2 min) a135°C (15°C/min), 135°C
(1min) 3°C/min até215°C (5 min); Temperaturadoinjetor: 220°C;
Temperatura do detector: 220°C; gés de arraste: hidrogénio,
velocidadelinear 22 mL/min; razéo de divisdo daamostra 1:50.
Os &cidos graxos foram identificados através da comparacéo
dos tempos de retencdo de padrdes puros de ésteres metilicos
de &cidos graxos com os componentes separados das amostras.
A quantificagdo foi feita por normalizag&o de &rea com fatores
de correcdo para o detector de ionizac&o de chama calculado
com relagéo ao acido estearico (C18:0)12. A gordura do coco
apresenta umagrande proporcéo de &cidos graxos com nimero
inferior a 12 &omos de carbono na molécula, sendo assim,
necessario transformar aporcentagem em area, determinadapelo
método de normalizagéo, em porcentagem em massaatravésdo
calculo dos fatores de corregdo, que esta descrito no método
AQOCS Ce1d-91%

Asandlises estatisticas do teor e composi¢éo de gordura
consistiram nas estimativas de média, desvio-padréo, funcéo
deregressao e coeficiente de determinacéo (R?)* para cadacoco
ando e correlacdes fenotipicas (rf) entre os pares de acidos
graxos’1s,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de gordura (g/100g) da polpa dos frutos de
coqueiro ando aumentaram com a idade até 11 meses e
decresceram na idade de 12 meses, independente da cultivar.
Foram estabelecidas equacBes que melhor descrevessem a
interdependéncia das varidveis e cal culados os coeficientes de
determinacdo (R?). ParaascultivaresAAM eAveBrJ, arelacdo
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linear entreteor de gorduraeidade ficou bem evidenciadapelos
valores de R?, que foram significativos pelo teste T a 5% de
probabilidade (Tabelal).

Esses dados estéo de acordo com Tavares et a.'s, que
evidenciaram ndo sO a variagdo significativa na composicéo
centesimal da polpa de seis cultivares de coqueiro ando em
funcao daidade dosfrutos, mas também que os maioresvalores
de gordura ocorreram aos 11 meses de idade dos frutos,
principalmente no AVC. Mesmo aos 11 meses, os teores de
gordura na pol pa dos cocos andes séo muito baixos (Tabela l -
teoresmaisaltosAVeBrJ, 25,79%, AV C, 26,55%, eAVM, 32,13%)
quando comparados aos gigantese hibridosintervarietais, cujos
vaoresvariaram de63,05% (GRL) a72,66% (GTG) €65,24% (PB
121) a 66,78% (PB 111), conforme Tavares et al.'¢,
respectivamente. Esses resultadosindicam que a polpado anéo
deve ser preferida como matéria-prima para a confecgéo
agroindustrial de alimentos “light” & base de coco, e ao uso
culinério na preparacéo de alimentos com baixos teores de
gordura. Apesar disto, 0 coqueiro ando tem sido rejeitado pelas
agroindustrias de alimentos devido a sua baixa producdo de
polpa; entretanto, essa variedade apresenta variabilidade
genéticaparaessacaracteristica, com plantas produzindo acima
de 400g de polpa/fruto, igualando-se, portanto, as productes
meédias dos coqueiros hibridos e gigantes.

No inicio daformagéo da polpa naidade de seis meses
até o momento em que a pol pa esta praticamente solidificada,
com oito meses, 0s teores de gordura sdo baixos (variam em
média de 4,5 a 7,3 g/100g). Esses teores aumentam
significativamente com nove meses e na idade de onze meses
representam até trésvezes mais gorduraque nasidadesiniciais
(Tabelal).

A polpa de coco do coqueiro ando contém os acidos
graxos saturados caprico, caprilico, caproico, ladrico, miristico,

pal mitico e estedrico; e osinsaturadosoléico elinoléco (Tabelas
2 a 5). Os &cidos ladrico, miristico e palmitico, dentre os
saturados, e 0 oléico, dentre osinsaturados predominaram sobre
os demais. Apesar disto, apenas os teores do acido ladrico so
maiselevados, chegando em médiaa 38,1% aos 6 mesese 49,6%
a0s12 meses. Este tlltimo val or estAmuito préximo do teor médio
de &cido laurico referido para a gordura de coco das Filipinas,
dediferentescultivares e hibridos'. Osteores dos demais écidos
s80 baixosindependentemente dacultivar e daidade dosfrutos.

Também a variagdo dos teores dos acidos graxos
saturados capraéico (0,2%, AABrG a 0,9%, AVM — Tabela 2),
caprilico (2,4%,AABrG al0,0—Tabea?2), caprico (2,2%, AABrG
a6,8%, AVM —Tabela?2), ladirico (32,4%, AABrG a54,6%, AVM
—Tabela3), miristico (18,3%, AVBrG a23,7%, AABrG —Tabela
3), pamitico (7,8%, AVM a18,3%, AABrG —Tabela4), estedrico
(2,3%, AAM a4,2%, AABrG e AVC — Tabela 4) einsaturados
oléico (4,4%, AVM a20,7%, AVeBrJ- Tabela5) elinoléico (0,5%
AVC,AVM eAVeBrJa5,0%, AVeBrJ—Tabelab), érelativamente
baixa

Independente da cultivar de cogqueiro ando, os teores
dosé&cidos caprilico, caprico, estedrico e, principalmente, ladirico
aumentaram com aidade dosfrutos entre 6 a 12 meses (Tabelas
2, 3, 4); osdos &cidos palmitico, ol éico elinoléco decresceram.
Valores atos de dispersdo (%CV) evidenciam a variacdo dos
teores daquel es acidos graxos com aidade dos frutos (Tabelas
4e5). Por outro lado, osteoresde acido miristico paratodos os
cultivares mantiveram-se praticamente constante com aidade
(%6CV< 6,3) (Tabela3). Osvaoresde R? nem sempreforam dtos
para explicar as equacfes de regressao linear de uma
determinada cultivar de coqueiro anéo para um dado acido
graxo.

Normalmente para os pares de &cidos graxos que
aumentaram ou diminuiram com a idade, as correlagdes (rf)

Tabela 1. Teor de gordura da pol pade frutos de coqueiro ando (g/100g), em diferentes idades

Idade (meses) Cultivares
AABrG AAM A/C AVBrG AM AVeBrJ Meédia
6 359 368 283 817 399 449 45
7 4,16 267 1243 506 849 713 6,7
8 464 452 17,10 6,80 344 733 73
9 1280 14,74 15,76 1899 9,26 20,16 153
10 11,08 1240 26,06 1362 1370 1297 150
11 2409 1984 2655 2411 3213 2579 254
12 1083 1838 11,9 1459 14,32 24,98 158
Meédia 102 109 161 130 122 14,7 129
DP 72 72 83 69 98 89 72
CV% 709 664 518 530 800 60,7 564
Equacdo Y= 24x+04 31x-14 23x+69 23x+39 32x-04 3,7x02
R? 0,53's 0,85** 0,36 0,51s 049's 072

DP Desvio-padréo; CV% Coeficiente de variagdo em porcentagem; NS N&o significativapelotesteT;
* Significativapelo teste T a5% de probabilidade; ** Significativo pelo teste T a 5% de probabilidade
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(Tabela6) foram positivas e altamente significativa (caprico x
ladrico rf = 0,82**, palmitico x oleico rf = 0,83**, palmitico x
linoléicorf =0,88**, oléicox linolécorf =0,96**) ou positivae
ndo significativa (caprilico x ladrico rf = 0,30 e ladrico x
estedrico rf = 0,06"S). Para os pares caprilico x estearico (rf = -
0,65**) e caprico x estedrico (rf =-0,41"%), as correl agbesforam
negativas altamente significativa e ndo significativa,
respectivamente.

Ja para os pares de caracteres nos quais um dos acidos
aumentou e o outro diminuiu, as correl agdes fenotipicasforam
normalmente negativas e altamente significativas (caprico x
palmitico rf =-0,64**, caprico x oléico rf =-0,67**, caprico x
linoléicorf =-0,75**, ladirico x palmitico rf =-1,00**, lalirico x
olécorf=-0,90**, lalricox linoléco rf =-0,98** e estedrico x
linoléico rf =-0,86**); negativas e ndo significativas (caprilico
xolécorf=-0,19", caprilicox linoléicorf =-0,36"S e estedrico x
oléico rf =-0,31"%) eaténula (estearico x palmitico (rf =0,0).

Parao &cido miristico, cujo teor se manteve ou decresceu
ligeiramente entre as cultivares de coqueiro ando,
correl acionou-se positivamente com os &cidos que diminuiram
com a idade dos frutos, sendo altamente significativa com o
acido palmitico rf = 0,80** e ndo significativa com os &cidos
oléicorf =0,30" elinoléico rf = 0,30N; enorma mente negativas
com os &cidos que aumentaram com aidade, sendo altamente
significativacom o caprilico rf =-0,80**, cdpricorf =-1,0** e
ladrico rf =-1,0**. A exceg&0 neste caso ocorreu entre miristico
X estedrico em que acorrelagdo foi positivaesignificativa(rf =
0,55%).

Apenas a correlagdo entre o acido caproico e todos os
demaisfoi nula. E conveniente salientar que, no melhoramento
do coqueiro, para se aumentar os teores de acidos graxos
alimentares, como o palmitico, oléico e linoléico, ao se
selecionar para um deles inevitavelmente pode-se estar
aumentando osteores dos outros dois, jaque suas correl aces
foram positivas e altamente significativas. Entretanto, o
mel horistapoderater grande dificul dade paraaumentar também
o teor do acido graxo estearico, ja que suas correl agbes com
os &cidos palmitico, oléico elinoléico, sdo nula, negativanéo

significativa e negativa e altamente significativa (Tabela 6),
respectivamente, indicando que ao se selecionar parao acido
estedrico indiretamente poderddiminuir principalmente o teor
do é&cido linoléico. Esse mesmo problema poderé ocorrer
guando o principal objetivo do melhoramento é aumentar o
teor do acido ladrico, jaque acorrel agéo fenotipicaentre esse
acido e osdemais &cidos alimentares sdo, em geral, negativas
ealtamente significativas.

Praticamente os teores de todos os acidos graxos estao
préximos aos observados por Tavares et al.', na polpa dos
gigantesehibridosintervarietais. Os &cidos miristico (em média
20,7g9/100g), linoléico (variando em média de 3,5 aos 6 meses
para0,7g/100g aos 12 meses), oléico (variando em médiade 15,7
a0s 6 meses para’5,9g/100g aos 12 meses) eladrico (variando em
média 38,1 aos 6 meses a49,6g/100g aos 12 meses), existentes
na polpa do fruto de coqueiro ando independente da cultivar,
estéo dentro das faixas de &cidos graxos citadas por Mazzani*,
para a familia das palméceas. Entretanto, os teores de &cido
ladrico das cultivaresAV C (54,2g/100g) eAVM (54,6 g/100g),
ambos na polpa com 12 meses, suplantaram a percentagem
méxima de 50% de &cido ladrico citadas por Mazzani'!. Esses
teores foram superiores inclusive, aos observados por Tavares
et al.’ em 9 acessos de gigante (variou de 49,6% no GNH a
54,1% no GRT) enoshibridos PB 121 (48,4%) e PB111 (52,9%),
esses andes.

CONCLUSOES

A polpa do coqueiro ando apresentou baixos teores de
gordura, independente da cultivar.

O teor de gordura da polpa de coqueiro ando aumentou
com aidade até 11 meses.

Os teores de &cido laurico foram maiores na polpa dos
frutos secos, enquanto os dos acidos palmitico, linoléico e
oléico, na polpa dos frutos verdes.

Oteor do &cido miristicofoi praticamenteigual nosfrutos
verdes e secos.

Tabela 6. Correl agBes fenotipicas dos teores de acidos graxos de polpa de frutos de diferentes idades em cultivares de coqueiro

ando.
Caproico Caprilico  Caprico Ladrico  Miristico Palmitico Estearico Oleico Linoléico

Caproico - 0 0 0 0 0 0 0 0
Caprilico - 0,63** 0,30% -0,80** -0,48* -0,65** -0,19's -0,36"s
Céprico - 0,82** -1,0%* -0,64** -0,418s -0,67** -0,75%*
Ladrico - -1,0%* -1,0%* 0,06Ms -0,9%* -0,98**
Miristico - 0,80** 0,55* 0,30% 0,30
Palmitico - 0 0,83** 0,88**
Estearico - -0,31ns -0,86**
Oléico - 0,96**
Linoléico -

* p<0,05; ** p<0,01; "> Nao significativo p> 0,05
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As polpas dos cocos andes vermelhos de Camardes
(AVC) edaMalasia(AVM), mostraram-sericasem acidol&urico,
devendo, portanto, serem as preferidas nos programas de
cruzamentos que visem melhorar osteores de &cido ladrico para
maximizar 0 seu uso nas agroindustrias de saboaria e
detergentes.
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RESUMO

O objetivo destetrabalho foi avaliar asateragdes no perfil dos &cidos graxosem 25 amostras, 6leo de soja
(21) e gordura vegetal parcialmente hidrogenada (4), utilizados em processos de fritura de alimentos
prontos parao consumo, comercializados em Sdo José do Rio Preto, SP. Foi determinadaacomposi¢céo dos
acidos graxos daguel as amostras por cromatografia em fase gasosa e estafoi comparada com os valores
meédios de amostras de 6leos de soja e gordura vegetal parcialmente hidrogenada de diferentes marcas
comerciais, sem utilizac8o, tomados como referéncia. Para as amostras de 6leo de soja, de modo geral,
observou-se uma diminui¢do na concentragdo dos &cidos graxos polinsaturados, sugerindo perdas
nutricionais, e um aumento proporciona dos acidos graxos saturados. Observou-se, também, moderada
correlacéo positiva entre &cidos graxos saturados e porcentagem de compostos polares totais (CPT%) e
negativa entre acidos graxos polinsaturados e CPT. Entretanto, devido a ampla faixa de variacéo que a
composicdo dos acidos graxos do dleo de soja e, principalmente, das gorduras vegetais parcialmente
hidrogenadas podem apresentar, os perfis observados nos 6l eos e gorduras apds as frituras permaneceram
caracteristicos do 6leo de soja e gorduras hidrogenadas sem uso.

Palavras-Chave. acidos graxos, cromatografiagasosa, 6leos e gorduras, fritura.

ABSTRACT

The objective of this study was to analyze changes in the fatty acid profile of twenty five samples of
soybean oil (21) and partialy hydrogenated vegetable fat (4), used in the frying process of foods in Sdo
José do Rio Preto city, SP, Brazil. The fatty acid composition determined in those samples by gas
chromatography was compared to the average val ues obtained in non-used samples of different brands of
soybean oil and partially hydrogenated vegetable fat, taken as reference. A decreasing in the
polyunsaturated fatty acids concentration was observed in the soybean oil samples, suggesting nutritional
losses, as well as a proportional increasing of saturated fatty acids. There was also a positive moderate
correlation between saturated fatty acids and the percentage of total polar compounds (%TPC), and a
negative correlation between polyunsaturated fatty acids and %TPC. However, due to the large range of
fatty acid composition in soybean oil and, mainly, in partially hydrogenated vegetable fat samples, the
fatty acid profiles observed, after the frying process, remained characteristic of non-used oils and fats.
Key Words. fatty acids, gas chromatography, oils and fats, fried food.

INTRODUCAO

O processo de fritura, caracterizado pela imersdo do
produto alimenticio em 6leo quente, € um método rapido e prético
de preparo de alimentos™.

A alteragdo dos 0leos submetidos a fritura envolve a
formag&o de umaamplavariedade de compostos, em diferentes
niveis, que dependem de variaveis como tipos de produto e

gordurautilizada, tempo e temperatura, Se 0 processo € continuo
ou descontinuo, etc, resultando numa complexa mistura de
produtos oxidados e materiais graxos polimerizados®.

A formag&o dos compostos de degradacéo tais como
monomeros, dimeros, polimeros e compostos ciclicos de
diferentes polaridades, com ou sem oxigénio, é de grande
interesse sob o ponto de vista fisiol6gico e nutricional, pois 0s
compostos tornam-se parte da dieta ao permanecer dissolvidos

168 Rev. Inst. Adolfo Lutz, 63(2):168-76, 2004



Lopes, M. doR. V. et al. Composicao de acidos graxos em 6leos e gorduras de fritura. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 63(2):168-76, 2004

no 6leo defrituraeincorporados ao alimento frito'®. Ospossivels
riscos a salde envolvidos no consumo de gorduras aquecidas
e/ou oxidadas sao predisposicéo a aterosclerose, acao
mutagénica ou carcinogénica®®,

Além do aspecto nutricional, existe o interesse analitico,
uma vez que o teor dagueles compostos acumulados no 6leo
desde o inicio da fritura esta relacionado com a sua alteracéo
total?®. Entre os parametros que medem alteracéo dos 6leos e
gorduras empregados em frituras esta a percentagem de
compostos polarestotais, formadosapartir dostriacilgliceridios.
Considera-se que o descarte de uma amostra submetida ao
processo de fritura deve acontecer quando o seu teor de
compostos polares seencontrar acimade 25%, limite geralmente
estabelecido nas legislacBes internacionais. Outro parédmetro
considerado € a percentagem de acidos graxos livres, para os
quais, alguns paises estabel ecem limitesmaximosem torno de 1
e 2,5%. Acidos graxos livres, presentes em teores superiores a
2,5%, geralmente proporcionam produtos de baixa
qual idadel0'11’14'15'27’33.

No Brasil aindanéo existe umalegislacao especificapara
o descarte de 6leos de frituras, o que possibilita o uso abusivo
destas matérias graxas, com repercussdo na satide piblica'®.

A avaliagdo do perfil deécidosgraxosde 6leosegorduras
submetidas a fritura, tais como 6leo de soja e gordura vegetal
hidrogenada, pode fornecer dados importantes sobre as
alteracdes para cadaacido graxo ocorridas durante este processo.

Alguns estudos tém demonstrado que a ateracéo do
0leo de sojarefinado é influenciada pela quantidade de &cidos
graxos mais insaturados presentes na amostra e que a perdade
acido linolénico pode se situar entre 20 e 25%%%,

O objetivo deste trabalho foi avaliar as alteragdes no
perfil dos &cidos graxos em 25 amostras de 6leos e gorduras
utilizados em processos de fritura, comparando-as com 0s
valores médi os obtidos em amostras comerciais sem utilizagdo e
buscando correl agBes com a porcentagem de compostos polares
totais, a qual é um parametro empregado para avaliacéo de
descarte de 6leos de fritura.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram coletadas 25 amostras de 6leos e gorduras
utilizadas em processos defriturade diversostipos dealimentos,
como batatas, salgadinhos, pastéis, produtos carneos e
empanados. Das 25 amostras analisadas, 21 eram de dleo de
soja, usadas em barracas, feiraslivres, lanchonetes, pastel arias,
restaurantes e cozinhasindustriais, e apenas 4 eram de gordura
vegetal hidrogenada, empregadas principalmente em cadeias
de fast food. Todas as amostras eram procedentes de
estabel ecimentos comerciais de diferentes pontos da cidade de
Sao José do Rio Preto-SP, sendo uma amostra de cada
estabel ecimento.

As amostras foram coletadas durante o processo de

fritura, ou sgja, os 6leos e as gorduras se encontravam em uso,
sendo o tempo de utilizacéo destes desconhecido. Aposacoleta,
as mesmas foram conservadas em freezer, em frascos de vidro
de cor ambar, a temperatura aproximada de —20°C, e
descongel adas imediatamente antes de serem analisadas.

Visando avaiar a variagdo da composi¢do em éacidos
graxos de 6leos de soja disponiveis no comércio foram
analisadas 14 marcas diferentes, as quais foram denominadas
como 0leos de soja sem uso e utilizadas para comparagdo com
as amostras de 6leos de fritura.

Meétodos

Determinacéo dos acidos graxos

Os ésteres metilicos de acidos graxos foram preparados
segundo anormal UPA C 23018 paraos 6leoscom acidez inferior
a 2%, expressa em &cido oléico; para amostras de 6leos com
acidez superior a2%, foi utilizado o método descrito nasNormas
Analiticas do Instituto Adolfo Lutz.

Preparacao de ésteres metilicos de acidos graxos -
Meétodo IUPAC

Cercade 100 mg daamostrafoi dissolvidaem 3 mL den-
hexano em um tubo devidro de 20 mL com tampa. Foi adicionado
0,2 mL de soluggo metandlicade KOH 2N eotubo foi submetido
aagitacdo vigorosapor 30 segundos, em agitador do tipo Vortex.
Foram adicionados 3 mL de solucédo de cloreto de sodio
saturada. Apés a separacdo das fases procedeu-se ainjecdo de
0,2 al uL dafase superior no cromatégrafo agas.

Método de transesterificacdo - Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz

Cercade 25 mg daamostra (6leo ou gorduravegetal ) foi
transferida para um frasco de transesterificagdo. Foram
adicionados 3 mL de n-hexano, 15 mL de solucdo de metanol
com 2% de &cido sulfurico (v/v) e lgumas pérolas de vidro. O
frasco foi aquecido em refluxo durante uma hora e,
posteriormente, resfriado. Foram adicionados40 mL de soluggo
decloreto de sadio saturada, seguido de agitagdo por um minuto;
mais solucdo de cloreto de sddio saturada foi adicionada até
que afase organica, onde estéo dissolvidos os ésteres metilicos,
atingisse a parte afunilada do frasco. Apds a separacado nitida
dasfases, foi utilizadaafase superior naanalise cromatografica.

Caracteristicas do aparelho e condiges de operag&o:

Cromatdgrafo agas, marca Shimadzu, modelo GC-17A
com detector de ionizag8o de chama, coluna capilar de silica
fundida CP-Sil 88 de 50 m, com diémetrointerno de 0,25 mme
espessurado filme 0,20 um. Temperatura programadada coluna:
60°C (por 2 min), 15°C/min até 135°C (por 1 min), 3°C/min até
215°C (por 5 min); temperaturado injetor: 220°C; temperatura
do detector: 220°C; gésde arraste: hidrogénio, velocidade linear
22mL/min; razéo de divisdo daamostra 1:50.

A identificagdo dos &cidos graxos foi realizada através
da comparagéo dos tempos de retencéo de padrdes puros de
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ésteres metilicos de acidos graxos com os dos componentes
separados das amostras. A quantificacdo foi feita por
normalizacéo de &rea*"".

Determinacéo de compostos polares totais

Foi aplicado o método cromatogréafico, proposto por
Dobarganes et al*2. Um grama da amostra de 6leo, pesado em
um béquer de 25 mL, foi transferido quantitativamente com auxilio
decercade2 mL dehexano:éter etilico (90:10) paraumacoluna
de vidro, com 1 cm de didmetro e 30 cm de comprimento,
previamente preparada.

Preparagao da coluna: em béquer de 50mL foram
pesados 5 gramas de silicagel, granulometria de 0,063-0,200
mm, marcaMerck, n® 7734 ou equilvalente, previamente seca
em estufaa 105°C/1 hora, resfriada atemperatura ambiente
em dessecador e agitada por 10 minutos para
homogeneizagdo das particulas. Foram adicionados cerca
de 11 mL damisturade hexano:éter etilico (90:10) e, utilizando
um funil pequeno, a misturahomogéneafoi transferida, de
umasd vez a coluna, cujaextremidade inferior foi revestida
cuidadosamente por uma camada de algodao. A silica
residual foi transportada para a coluna com 2 mL de
hexano:éter etilico (90:10). Em seguida, foram adicionados
aproximadamente 1 gramade areiatratada (camadade 1 cm)
parafacilitar a posterior fixacdo daamostra. As paredes do
funil e bordas da colunaforam lavadas, para arrastar asilica
e areiaaderidas. O solvente em excesso foi eliminado, sem
gue a silica ficasse descoberta.

A fracdo apolar foi eluida com a mistura de solventes
hexano:éter etilico (90:10) e a fragdo polar com éter etilico,
empregando 50 mL em cada eluic&o. As fragdes polar e apolar
foram recolhidas, separadamente. O solvente das fragdes foi
evaporado em rotavapor com sistemade vacuo, e apdsasecagem
efetuada a pesagem de cada frac&o.

Determinacao de acidos graxos livres
A porcentagem de &cidos graxos livresfoi expressaem
acido oléico. Fai utilizado o método AOCS Cd 3d-63 (1993)°.

Andlise estatistica

Foram calculados os coeficientes de correlacdo de
Pearson®, para os compostos polares totais das amostras de
0leo de sojasubmetidas afrituracontrao total de &cidosgraxos
saturados, mono e polinsaturados (cis e trans).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresentaacomposi¢o percentual, em écidos
graxos, dasamostras analisadas paraos 0leos de sojae, aTabela
2, paraasgorduras vegetais hidrogenadas. E importante salientar
que, paraaandlise dacomposi¢ao percentual em &cidosgraxos,
foram eleitas amostras que apresentaram teores de compostos
polares ao redor de 18% (Tabela 3). Os resultados foram
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comparados com o perfil de acidos graxos das 14 amostras de
Oleos de sojaadquiridas do comércio, sem utilizac8o (Tabela4).

A composicao em &cidos graxos das amostras de 6leos
de sojae gorduras hidrogenadas mostra que existem diferencas
entre eles, conforme Tabelas 1 e 2, respectivamente. A linha
correspondente a “outros’, em ambas as tabelas, refere-se
aqueles acidos graxos cuja concentracdo ndo supera 0,1% na
amostra.

Enguanto os 6leos de sojaapresentaram maioresvalores
para acidos polinsaturados, de 45,19 a 55,97%, com
porcentagens de écido linolénico variando entre 2,17 e 4,99%,
asgorduras hidrogenadas apresentaram val oresbem inferiores
para esses &cidos polinsaturados, variando de 4,07 a 18,05%,
com 0,12 a0,38% de &cido linolénico.

Os resultados da Tabela 3 indicam que, dentre as
amostras analisadas, aamostra 14, apresentou umadas menores
concentragdes em acidos graxos polinsaturados (47,07%) efoi
também a que apresentou maior resultado de alteracdo global,
em compostos polares (45,69%)%.

A diminuicdo dos acidos graxos linoléco e linolénico
pode representar perdas nutricionais, uma vez que sao acidos
graxos essenciai s ndo sintetizados pel o organismo humano?-2,
Damy?®, avaliando o nivel de alteragdo de 6leos e gorduras,
observou perdade 1,3% no teor de acido linoléico da amostra
fina de 6leo de sojarefinado submetido atemperaturade 180°C.
Verificou, também, pequeno aumento percentual dos acidos
graxos saturados. Outros autores também relataram o aumento
do grau de saturacdo de 6leos associado ao aumento do tempo
defritura®,

Aslegislagdesdo Chile, Francae Bélgicando permitem
autilizacdo de 6leos vegetais com maisde 2% de &cido linolénico
em processos de fritura, devido a rapida formacéao de
mondmeros ciclicos, os quais sdo considerados compostos de
risco do ponto de vista fisiol 6gico*?%, Segundo a legislacéo
brasileira, através daResolugdo n.° 482/99-ANVISA7, o 6leo de
sojarefinado pode apresentar de4,0a11,0% em &cido linol énico.
Deacordo com aliteratura, essesvaloresindicam queo 6leo e
soja ndo é adequado para uso em frituras intermitentes>?,

Com relacdo ao &cido palmitico, foi possivel observar que
permaneceu praticamente sem alteracdo namaioriadasamostrase
0 &cido estedrico apresentou-seligeiramente aumentado nagrande
mai oriadasamosiras quando comparadascom o perfil médio obtido
das14 amostrasdereferéncia(Tabelal).

Os resultados apresentados nas Tabelas 4 e 5
correspondem as variagdes da composicdo em acidos graxos
encontradas para os valores obtidos de 21 amostras analisadas
de 6leos de sojae 4 amostras de gorduras vegetai s hidrogenadas,
respectivamente. Os valores, em porcentagem de area, estéo
distribuidos em &cidos graxos saturados, monoinsaturados e
polinsaturados, com conte(idos especificos dos &cidos linoléico
(C,.,) elinolénico (C ), valores minimo e méximo observados
entreasamostras e, ainda, o coeficiente de variagdo encontrado.
Também foram discriminadas, porcentagens dos &cidos graxos
trans isdmeros monoinsaturados e polinsaturados.
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Tabela 1. Composicéo percentual em écidos graxos de 6leo de soja utilizados para fritura em estabel ecimentos do ramo de

producéo de alimentos para consumo imediato.

Acidos Graxos

Amostras Saturados Mono cis Poli cis C18:1 cis C18:2 C18:3 Mono Poli C18:2 C18:3 Né&o
(C16:1+ (C18:2+ (w9+w7) cis cis trans trans trans trans ldenti-
C18:1+ C18:3) (C18:1) (C18:2+ ficado
C20:1) C18:3)
03 18,44 25,31 50,41 24,98 47,19 3,23 0,21 3,09 1,17 1,92 2,55
04 19,52 25,62 49,27 25,28 46,79 2,48 0,30 2,39 1,28 1,11 2,91
06 19,54 21,13 49,72 20,82 46,00 3,72 0,15 2,17 0,84 1,33 7,30
10 17,71 25,70 52,16 25,36 49,16 3,00 0,16 2,14 1,15 0,99 2,26
12 17,13 24,88 53,99 24,56 50,42 3,57 0,22 1,78 0,84 0,94 1,50
13 16,32 25,46 54,84 25,13 50,01 4,84 0,04 1,07 0,36 0,71 2,50
14 19,59 27,74 47,07 27,39 44,90 2,17 0,27 2,78 1,28 1,50 2,55
25 16,64 25,21 54,67 24,83 50,05 4,62 0,09 1,15 0,54 0,61 2,20
34 17,84 26,84 52,77 26,42 48,10 4,67 0,07 1,08 0,35 0,73 1,60
35 21,06 29,78 45,19 28,98 42,11 3,08 0,43 1,41 0,61 0,80 2,13
38 16,62 25,78 54,72 25,44 50,38 4,34 0,03 1,41 0,44 0,97 1,63
39 17,00 26,11 52,34 25,72 49,09 3,25 0,11 2,42 1,02 1,40 2,30
40 17,60 26,34 52,54 25,96 48,40 4,14 0,05 1,71 0,46 1,25 2,08
46 17,30 23,95 55,87 23,62 50,88 4,99 0,04 1,28 0,38 0,90 1,71
47 19,21 24,41 53,17 23,99 48,54 4,63 0,04 1,23 0,38 0,85 1,96
48 18,39 25,16 53,28 24,80 49,20 4,08 0,04 1,38 0,46 0,92 1,88
52 16,68 24,67 55,97 24,32 51,48 4,49 0,05 1,23 0,37 0,86 1,54
53 17,28 25,46 53,33 25,07 48,97 4,36 0,22 0,63 0,64 1,12 2,03
56 17,93 26,76 51,81 26,39 47,24 4,57 0,08 0,63 0,25 0,38 2,97
57 18,35 27,59 51,34 27,19 47,08 4,26 0,04 0,72 0,27 0,45 2,17
58 18,37 26,23 51,60 25,83 47,95 3,65 0,06 1,66 0,63 1,03 2,23

Saturados. Somatdriadosacidosgraxos C8:0, C14:0, C16:0, C17:0, C18:0, C20:0, C22:0eC24.0

Pela Tabela 4 observa-se que a composi¢ado média em
acidos graxos saturados dos 6leos de soja de fritura foi de
18,02% com valores minimo e maximo de 16,32 a 21,06%,
respectivamente, indicando um aumento de 14,7% emrelagdo a
média das amostras comerciais sem utilizaco. Quanto aos
acidos graxos insaturados, observa-se um aumento nos teores
de monoinsaturados (13,2%) e uma reducdo nos teores de
polinsaturados (13,7%). O &cido linolénico (C,,) foi o que
apresentou, em média, amaior porcentagem de perda (32,0%)
em rel acdo amedia das amostras sem utilizag&o.

Observa-se, ainda, pela Tabela 4, a presenca de acidos
graxos trans isdmeros nas amostras analisadas de 6leos de
sojadefritura. Osvaloresvariaram de 0,03 a0,43% paraisomeros
trans originados a partir de &cidos graxos monoinsaturados e
de 0,63 a 3,09% para isbmeros trans de &cidos graxos
polinsaturados, apresentando coeficientes de variacéo de 84,61

€ 39,63%, respectivamente. Entretanto, também foi observado,
em menor quantidade, nas amostras de 6leos de soja sem uso,
isdbmerostrans de &cidos graxos polinsaturados. Estesisomeros
provavelmente se formaram em consequéncia de processo
inadequado de refino.

Dobarganes e Perez-Camino! realizaram um estudo sobre
acomposi¢ao em &cidos graxos de 6leos de soja, olivae pama,
submetidos a diferentes graus de termoxidagéo. Os resultados
encontrados permitiram deduzir que as alteracoes nestes 6leos
ocorreram preferencia mente nos &cidos graxos maisinsaturados
enostriacilgliceréiscom mais elevadainsaturacao total.

Pelaandlise global dos resultados para as amostras de
Oleo de soja (Tabela 4), pode-se verificar que o processo de
fritura leva a uma diminui¢do na concentracdo dos acidos
graxos polinsaturados e, por conseqiiéncia, um aumento
proporcional dos &cidos graxos saturados e monoinsaturados.
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Tabela 2. Composicéo percentual em &cidos graxos de gorduras hidrogenadas utilizadas para fritura em estabel ecimentos do

ramo de producdo de alimentos para consumo imediato.

i Amostras
Acidos GVH** 07 27 29 36
Graxos Média DP

G 004 0 0,08 007
C. 0,29 024 025 073 081 0,29
Ce 1365 303 1335 21,79 22,70 1484
Cps 0,18 200 041 0,37
C, 015 0,09 0,09 0,12
Cy 10,02 442 723 491 389 5,65
Convans 21,10 847 21,04 1898 154 2537
Ci(0y+m) 36,75 829 4155 3122 31,40 44,76
Csauans 5,74 274 539 415 406 202
Cp 10,72 11,33 744 14,9 1767 3%
Cloatrans 117 127 0,39 035 032 027
C, 0,38 0,36 033 022 021 031
Cps 127 120 0,24 021 038 0,12
Cyon 022 0,07 020 0,20
C, 0,39 031 012 034
C, 0,13 0,06 0,26 0,13
NI 1,75 181 204 123
Saturados 24,09 501 2187 28,15 28,16 21,75
Monoinsat. cis 36,75 829 41,95 33,29 3201 4533
Polinsaturados 11,32 11,92 768 1517 1805 407
- Linoléico 10,72 11,33 744 14,96 17,67 395
- Linolénico 127 120 024 021 0,38 012
Mono trans 21,10 847 2104 1898 1554 2537
Pali trans 6,91 305 578 450 438 229

GVH: GorduraVegetal Hidrogenada; NI: ndo identificado

C,, acido Caprilico; C,,, &cido Miristico; C , &cido Palmitico; C
C,acidoOléico; C ., &cido Linoléico; C
C,,» &ido Lignocérico.

** Fonte: Badolato®.

14’ 16’

18:3'

A correlagdo dos compostos polares totais (CPT %) com o0s
acidos graxos saturadosfoi positivae moderada (r = 0,7503) e
com os &cidos graxos polinsaturados foi negativa e moderada
(r=-0,8117), sendo ambas significativas (p < 0,001). Paraos
outros &cidos graxos, as correlagdes ndo foram significativas
como se pode observar nos resultados da Tabela 6. A
legislagdo brasileira, através daResolugdo n° 482/99, ANVISAY,
item 2.2.2.9, estabel ece para 6l eos vegetais refinados, limites
maximos e minimaos na composi ¢ao em acidos graxos. Existe
umaamplafaixa prevista de variacdo para a porcentagem de
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16:1’
&cido Linolénico; C,,

acido Estedrico;
acido Behénico;

&cido Palmitoléico C

.C,,,acido Margarico; C,,
acidoAraguidico; C

&cido Gadoléico; C

22’

17
20:17

acidos graxos, permitindo que haja, entre marcas distintas,
teores dos &cidos graxos diferentes. Desta forma, para
amostras de 6leos de fritura colhidas aleatoriamente e de
origem desconhecida, torna-se incorreto afirmar que as
variagdes encontradas sejam real mente devido as perdas por
degradacao.

Com relacéo as gorduras vegetais parcialmente
hidrogenadas, devido aausénciade amostrasoriginais, utilizou-
se neste estudo, valores médios para a composi¢cdo em &acidos
graxos obtidos através da literatura®s¥.
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Tabela 3. Composicéo percentual em acidos graxos saturados, mono e polinsaturados e porcentagem de Compostos Polares
Totais (CPT) de 6leos de soja utilizados para fritura em estabel ecimentos do ramo de producado de alimentos para 0 consumo
imediato.

Amostras Saturados Monoinsa- Polinsa- Monoinsa- Polinsa- Compostos indice de
turadosCis  turados Cis turados Trans turados Trans  Polares Acidez
Totais

[0¢] 1844 2519 5042 021 309 3H83 03787
o 1952 2550 2927 030 239 37,9 0,3891
(03] 194 21,03 4972 015 217 3150 0,3887
10 17,71 2558 52,16 0,16 214 2422 05734
12 17,13 24,78 5399 022 1,78 247 04937
13 16,32 2535 54,85 004 107 2095 04310
14 1959 27,63 47,07 027 2,78 45,69 1,4048
5 16,63 2507 54,67 0,09 115 240 0,6458
A 1784 26,65 52,77 0,07 1,08 20,73 05935
b 21,06 29,30 4519 043 141 34,25 1,5067
33 16,62 2567 54,72 003 141 1816 05137
0 17,00 26,01 5234 011 242 2582 0,5503
40 17,60 26,25 5254 0,05 171 2278 04638
46 17,30 2384 5587 004 1,28 19,75 0,3423
a7 19,28 2421 5317 004 123 2530 04464
8 1839 2503 5328 004 138 3.83 04254
2 16,68 2455 5597 0,05 123 17,26 0,2980
53 17,28 2534 5333 022 1,76 2098 05935
56 17,93 26,62 5181 0,08 063 27,36 0,5503
57 1835 2746 51,34 004 0,72 3H8l 03787
8 1837 26,10 51,60 0,06 1,66 38,01 0,5935

Tabela 4. Variag@o da composi¢éo percentual de écidos graxos paraamostras de 6leos de soja de fritura.

Acidos Graxos *Qleos de soja sem uso Oleos de Fritura
Meédia DP Meédia Minimo Maximo cv

Saturados 1571 0,74 18,02+1,25 16,32 21,06 6,94
Monoinsaturados 272 112 25,71+1,67 21,13 29,78 6,50
Polinsaturados 6046 219 52,19+2,73 4519 5597 523
-Linoléco 4,72 163 48,28+2,19 211 51,48 4A
- Linolénico 575 0,73 3,91+0,80 217 49 2046
Mono trans - - 0,13+0,11 003 043 84,61
Poli trans 107 0,79 1,64+ 0,65 063 309 39,63

* Dados obtidos, como referéncia, da analise de diferentes marcas comercias de 6leos de soja, sem utilizacgo.
DP: Desvio Padréo; CV: Coeficiente de Variagéo.
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Observa-se pela Tabela 5, que as gorduras vegetais
hidrogenadas empregadas no processo de fritura apresentaram
valor médio para &cidos graxos saturados de 24,98%, cuja
variagéo foi de 21,75 a28,16%, indicando um aumento de 3,7%
em relagdo ao valor médio das amostras da literatura. Para os
&cidos graxos monoinsaturados, ameédiafoi de 38,15%, variando
de 32,01 a45,33%, observando-se um acréscimo de 3,8% em
relacdo amédiadas amostras comerciais sem utilizagdo. Paraos
acidos graxos polinsaturados o valor médio foi de 11,24%, com
variag8o de 4,07 a 18,05, demonstrando umavariagdo 0,7% com
relagdo ao valor médio dasamostras dereferénciadaliteratura
As gorduras vegetais hidrogenadas comerciais podem
apresentar umagrande variabilidade no perfil dos&cidosgraxos,
dependendo das condi¢des empregadas nos processos de
hidrogenac&o. Estavariabilidadefoi refletidapel osaltosvalores
nos desvios padr@o obtidos para as amostras comerciais sem
utilizacdo (Tabela 5), e, portanto, ndo foi possivel, neste
experimento, concluir sobre as alteracfes no perfil daqueles
componentes.

Quanto aos isdmeros trans presentes nas gorduras
parcialmente hidrogenadas observou-se que estes se
apresentaram com teores superiores aos dos 6leos, 0 que ja é
uma caracteristica propria destas gorduras. As percentagens
foram, em média, de 20,23 para &cidos graxos monoinsaturados
trans e 4,24 para os polinsaturados trans. Os coeficientes de

variacdo foram 20,31 e 34,11%, respectivamente.

As gorduras hidrogenadas sdo obtidas pelo processo
industrial de hidrogenagéo, que permite a conversdo de 6leos
vegetais liquidos em a guns tipos de gorduras com diferentes
niveis de consisténcia, caracteristicas de plasticidade e
comportamento térmico especifico, tornando-as melhores
adaptadas para 0 uso em panificagdo e frituras. As gorduras
hidrogenadas apresentam maior estabilidade frente as
condicoes dréasticas do processo de fritura®. Porém, o
aparecimento de isdbmeros trans durante a hidrogenacgéo é
proporciona ao emprego das condi¢des inerentes ao processo,
taiscomo tempo e temperaturade reagdo elevados'®. A formagdo
desses acidos graxos durante o processo de hidrogenacgéo
industrial chega a cerca de 50%%.

Os é&cidos graxos trans podem ser formados durante os
processos de extrac&o, refino, armazenamento, hidrogenagéo e,
ainda, durante o processo de fritura, a partir tanto de acidos
graxos monoinsaturados como de polinsaturados®®. Estudos
clinicos tém demonstrado os efeitos negativos causados pela
alta ingestdo de &cidos graxos trans®®. A partir de 1990 esse
problema passou a merecer maior aten¢do, pois cientistas
holandeses comprovaram que ao serem digeridos pelo
organismo, os &cidos graxos trans se comportam como acidos
graxos saturados, contribuindo para o aumento da
lipoproteinemiade baixa densidade®.

Tabela 5. Variagdo da composicao percentual de écidos graxos para amostras de gorduras vegetais hidrogenadas de fritura.

Acidos GVH** Gorduras de Fritura

Graxos (%) Média DP Média Minimo Méximo cv
Saturados 249 501 2498+ 3,75 21,75 28,16 14,37
Monoinsaturados 36,75 829 38,15+6,51 3201 4533 17,06
Polinsaturados 1132 1192 11,24+ 6,48 407 1805 57,65
- Linoléico 10,72 11,33 11,01+6,39 3% 17,67 5804
- Linolénico 1,27 120 0,24+0,11 012 033 4580
Mono trans 21,10 847 20,23+4,11 154 2537 2031
Poli trans 691 306 424+144 2,29 578 411

GVH: GorduraVegetal Hidrogenada; CV: Coeficientede Variacao.

** Fonte: Badolato®.

Tabela 6. Coeficientes de correlagéo linear e equagdes rel acionando compostos polarestotais (CPT %) e &cidos graxos saturados
(AGS), monoinsaturados (AGM), polinsaturados (AGP), obtidos para os 6leos de soja submetidos a fritura.

Acidos Graxos* Equagio r P
AGS y =-59,3028 + 4,8192x 0,7503 0,0001
AGM-cis y=-12,8094 +1,5788x 0,3252 0,1502
AGP-cis y =150,1336-2,3481x -08117 <0,0001
AGM-trans y =23,0725+ 35,0250x 0,4848 0,0258
AGP-trans y=18,3074 + 5,6432x 04670 0,0328

* AGS: acidos graxos saturados, AGM: acidos graxos monoinsaturados, AGP: acidos graxos polinsaturados
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Os acidos graxos trans competem com &cidos graxos
essenciais, servindo como substratos alternativos das
enzimas que atuam no metabolismo destes acidos graxos,
resultando na formacado de eicosanoides sem atividade
biol 6gica, podendo, também, bloquear o metabolismo dos
acidos graxos essenciais, atuando como inibidores
enzimaticos®.

CONCLUSOES

Nas amostras de 6leo de soja submetidas a fritura
observou-se uma diminui¢do na concentragdo dos acidos
graxos polinsaturados, sugerindo perdas nutricionais e um
aumento proporcional dos &cidos graxos saturados. Esta
tendéncia foi confirmada pela correlacdo positiva entre a
porcentagem de compostos polares totais e acidos graxos
saturados, e negativa entre compostos polares totais (%) e
acidos graxos polinsaturados.

Entretanto, devido a ampla faixa de variagdo que a
composicdo dos acidos graxos do 6leo de soja pode
apresentar, e, principalmente, as amostras comerciais de
gorduras vegetais parcialmente hidrogenadas, os perfis
observados nos 6l eos e gorduras apés os processos de fritura
ndo fornecem parédmetros objetivos para avaliar o descarte
dos dleos utilizados.

Osresultados obtidosreforcam autilizacgo do paré@metro
porcentagem de compostos pol ares como indicativo de descarte
edemonstram que valores ao redor de 18% refletem o aumento
de acidos graxos saturados e diminuicdo de acidos graxos
polinsaturados nos 6leos submetidos a fritura, acarretando,
portanto, perdas nutricionais.
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RESUMO

O queijo Minas Frescal € um dos produtos de laticinios mais populares do Brasil. Este trabalho teve como
objetivo avaliar os resultados obtidos nas andlises de amostras de queijos Minas Frescal, verificando sua
conformidade com a legislacdo, antes e apds a publicacdo da Instrucdo Normativa n° 4/2004. Foram
avaliadas 22 amostras, de diferentesmarcas comerciais, com registro no Servigo de I nspecéo Federal (SIF).
As amostras foram colhidas pelas equipes de Vigilancia Sanitaria em estabelecimentos vargjistas de
municipios abrangidos pelaDiregéo Regional de Salide (DIR) de Campinas, de Piracicabae de Sdo Jodo da
BoaVista, em atendimento ao Programa Paulista 2002 e Programa Paulista Biénio 2003-2004. A determinacéo
do teor de umidade e de gordura no extrato seco foi realizada segundo metodologia descrita pelo IAL
(1985), as andlises microbiol 6gicas (coliformes a45°C, estafilococos coagul ase positiva, Salmonella spe
Listeria monocytogenes) foram ef etuadas conforme preconizado pelaAPHA (1992) eaandise darotulagem
foi realizada com base na Portarian® 371/1997, do MAA, verificando se constava nalistade ingredientes
apresenca de aditivos ndo permitidos (&cido latico). Os resultados obtidos, considerando-se alegislacéo
em vigor no periodo de realizacdo do Programa Paulista, demonstraram que 68,2% das amostras foram
condenadas, sendo 31,8% devido aos parametros fisico-quimicos, 50,0% devido aos padrdes
microbiol 6gicos e 36,4% por constar a presenca de acido | atico narotulagem, indicando que a qualidade
dos queijos Minas Frescal é insatisfatoria. Quando os mesmos resultados foram avaliados considerando-
se alegislacéo atualmente em vigor, verificou-se umamaior porcentagem de condenacdo (95,5%), sendo
95,5% quanto aos parametros fisico-quimicos e 54,5% quanto aos padrdes microbiol 6gicos. Para que
queijosMinas Frescal com padréo de qualidade de excel énciasejam expostos ao consumo, éimprescindivel
maior interesse e empenho dos fabricantes e rigor na fiscalizagdo por parte dos 6rgaos competentes. O
Programa Paulista, que objetiva monitorar a qualidade e detectar irregularidades em alimentos
comercializados no Estado de Sao Paulo, com aplicacéo dalegislacdo sanitaria, € derelevadaimportancia
nesse sentido.

Palavras-Chave. queijo Minas Fresca, qualidade, analise microbiol égica, andlisefisico-quimica, legisacéo

ABSTRACT

“Minas Frescal” cheeseis one of the most popular dairy consumption productsin Brazil. The purpose of
the present study was to eval uate whether the results obtained from the analyses of Minas Frescal cheese
sampleswerein accordance with the established rules, before and after the Brazilian Normative Instructions
(Instrugdo Normativa) n° 04/2004 has been published.. Twenty-two cheese samples ef from different
brands, registered in the Federal Inspection Service, were collected from retail outlets of Campinas, Piracicaba
and S8o Jodo daBoa Vistacities. These sampleswere collected by the Sanitary Surveillance Program of the
respective Regional Health Administration Service and they were sent to Instituto Adolfo L utz - Regional
Laboratory of Campinasfor performing the analyses, according to the S&o Paulo State Food Programs of
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2002 and of 2003/2004 (Programas Paulista de Alimentos 2002 and 2003/2004). The moisture and fat
contentsin a dry extract weight basis were determined according to the “Normas Analiticas do I nstituto
Adolfo Lutz”. Microbiological analyses(coliformsat 45°C, positive coagul ase staphylococci, Salmonella
sp and Listeria monocytogenes) were carried out according to APHA (1992). Thelabeling eval uation was
done based on the Regulation (Portaria) n° 371/1997 — M.A.A (Ministry of Agriculture & Supply), for
verifying the presence of forbidden additivesin theingredient list. According to the ongoing rules at that
time, 68.2% of the analyzed samplesfailed to comply with the legislation, being 31.8% asfor physical-
chemical features, 50% dueto microbiological criteria, and 36.4% because of the presence of lactic acid
according to the label: The observed data indicated that the quality of “Minas Frescal” cheese samples
were unsatisfactory. Assessing these resultswith current legislation, an even greater rate of non-compliance
(95.5%) was observed, of which 95.5% was dueto physical-chemical failures, and 54.5% asfor microbiological
criteria . In order to guarantee the quality of consumption products placed for selling in the market in
accordance with the excellence standards , the Minas Frescal” cheeses manufacturers concerns and
efforts are crucia , in addition to the stringent inspection procedures by the competent authorities. In
regarding to this issue, the establishment of the S&o Paulo State Food Programs aiming to monitor the
quality of commercialized food, and to detect irregularitieswith respect to sanitary legislation in S&o Paulo
State has been of great importance.

Key Words. MinasFrescal cheese, quality, microbiological analysis, physical-chemical analysis, legidation.

INTRODUCAO

O queijo Minas Frescal, considerado o Unico
genuinamente nacional, € um produto de grande aceitacéo no
mercado, de elaboracdo simples e ato rendimento de fabricacéo,
o queatrai o interesse deindUstrias de pequeno, médio e grande
porte. No ano 2000, o Minas Frescal ocupou a quarta posi¢cdo
na producdo brasileira de queijos sob inspecéo federal, com
28,8 toneladas™.

Tanto médicos quanto nutricionistas recomendam o
consumo de leite e seus derivados como base de uma
alimentac&o balanceadae, principa mente, como alimento para
criancas e adol escentes que, por estarem em fase de crescimento,
necessitam de um consumo maior de proteinas'®. Os produtos
derivados de leite s@o excelentes fontes de aminoacidos
essenciais e de vitaminaA existente na gordura®.

A Portarian®352/97¢ define como Minas Frescal o queijo
fresco obtido por coagulagdo enziméticado leite com coalho &
ou outras enzimas coagul antes apropriadas, complementadaou
néo com agao de bactérias | &ticas especificas.

Na producdo de queijo Minas Frescal, diversas
aternativastecnol dgicastém sido utilizadas pel oslaticinios, como
por exemplo: aadicao deécidol&ticoindustrial (85% de pureza), o
emprego tradicional de fermento l&tico, substituigdo parcia do
fermento por &cido 1&tico, ultrafiltracdo, variacbes natemperatura
de coagulacdo ou até mesmo emprego de prensagem, etc's®,
Essa grande diversidade de processamentos, os quais variam
conforme aregido, estado ou, mais especificamente, aindlstria
de laticinios, € apontada como o principal fator responsavel por
diferencas encontradas nos parametros fisico-quimicos de
amostrasdequeijo MinasFrescal, inclusive variactes acentuadas
nos teores de umidade e gordura?®?.
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A bibliografianacional revela, de maneirarepetitiva, um
quadro desfavoravel da qualidade microbiol6gica do queijo
Minas Frescal . V &rios trabal hos tém demonstrado a ocorréncia
de elevados indices de contaminagdo e a presenca de bactérias
patogénicas nesse tipo de queijo, destacando-se, entre outras,
Staphylococcus aureus!*®3” diversos sorogrupos de
Escherichia coli? e Listeria monocytogenes't5%

Segundo Pinto et al.*°, a contaminagdo dos queijos
Minas Frescal vem assumindo considerdvel importancia no
aspecto de Salde Publica, sendo considerada pela Vigilancia
Sanitéria um problema emergente que exige maior atencao por
parte dos 6rgéos oficiais, principalmente no que concerne ao
controle higiénico-sanitério do produto.

Neste contexto, a fim de verificar se 0s queijos Minas
Frescal industrializados expostos avendano comércio do Estado
de S&o Paul o atendiam aos requisitos de seguranca, qualidade e
conformidade com a legislacéo, esse produto foi incluido no
Programa Paulista 2002% e Programa Paulista Biénio 2003-2004*.

Até o inicio de marco de 2004, conforme estabelecido na
Portarian® 352/975, 0 queijo Minas Frescal era classificado como
queijosami-gordo, dedtaumidade. No dia05 demargo, o Ministério
da Agricultura, Pecudria e Abastecimento publicou a Instrucéo
Normativan®4/2004°, aqual incluiuotermo“Muito” naexpressio
“AltaUmidade’ nositens2.2 (dassificacin), 4.2.3 (RequisitosFisico-
Quimicos) e5.1 (Aditivos) no Regulamento Técnico paraFixacéo
de ldentidade e Qualidade do Queijo Minas Frescal.

Essa Instrugdo Normativa, além de alterar o padréo
referente ao teor de umidade e conferir respaldo legal aadicdo
de é&cido latico no processo de fabricagdo do queijo Minas
Frescal®, permite que padrdes microbiol 6gicos distintos sejam
utilizados pelos laboratorios de salde publica, com base na
presenca, ou ndo, de bactérias | 4ticas abundantes e viave s°.
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Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo
avaliar osresultados obtidos nas analises de amostras de queijos
Minas Frescal, verificando suaconformidade com alegislacéo,
antes e apés a publicagdo da Instrugdo Normativa n° 4/2004°.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas 22 amostras de queijo Minas Frescal,
de diferentes marcas comerciais, produzidas em laticinios
submetidos afiscalizag8o do Servigo de Inspecdo Federal (SIF),
quanto aos parametros fisico-quimicos, microbioldgicos e de
rotulagem.

Asamostrasforam col hidas pelas equipes de Vigilancia
Sanitaria em estabelecimentos comerciais de municipios
abrangidos pelaDirecéo Regiona de Salde (DIR) de Campinas,
de Piracicaba e de S&0 Jodo da Boa Vista, em atendimento ao
Programa Paulista 2002% e ao Programa Paulista Biénio 2003/
20043, e transportadas ao laboratério em caixas isotérmicas
contendo gelo reciclavel.

O teor de gordura no extrato seco foi determinado pelo
meétodo de “ Gerber” e a umidade por gravimetria, utilizando
areiatratadaem estufaa 105°C, segundo metodol ogias descritas
no livro de“NormasAnaliticasdo I nstituto Adolfo Lutz" . Os
ensaios foram realizados em duplicata.

As analises microbiolégicas (coliformes totais,
coliformesa45°C, estafilococos coagul ase positiva, Salmonella
sp e Listeria monocytogenes) foram realizadas conforme
preconizado no “Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods™?.

A andlise da rotulagem foi realizada segundo critérios
adotados pel o Programa Paulista, com base naPortarian® 371/
977, verificando se constavanalistadeingredientes apresenca
de aditivos ndo permitidos (4cido l&tico).

RESULTADOS

Os resultados obtidos nas analises fisico-quimicas,
microbiolégicas e de rotulagem (lista de ingredientes) das
amostras de queijo Minas Frescal séo apresentadosnaTabelal

A Tabela 2 apresenta os valores minimos, méximos e a
medianaparao prazo de validade das amostras de queijo Minas
Frescal elaboradas por dois diferentes processos de fabricagéo.

A Figural apresenta o perfil de condenacdo dasamostras
conformeaclassificagdo do queijo MinasFrescal em altaemuito
altaumidade.

A Figura?2 apresenta o perfil de condenagdo dasamostras
quanto aos parametros fisico-quimicos e rotulagem conforme
classificag@o do queijo Minas Frescal em alta e muito alta
umidade.

A Figura3 apresentao perfil de condenago dasamostras
quanto aos padrdes microbi ol 6gicos conforme classificacdo do
gueijo MinasFrescal em altaemuito altaumidade.

DISCUSSAO

Na emissdo dos resultados de andlise fiscal dos queijos
Minas Frescal colhidos em atendimento ao Programa Paulista
2002 e ap Programa Paulista Biénio 2003-2004, considerou-se
esse queijo como de alta umidade, seguindo a classificagéo da
Portaria n°® 352/97¢, uma vez que a Instrucdo Normativa n° 4/
2004° ainda ndo estava em vigor no pais.

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados obtidos
nas analises fisico-quimicas, microbiolégicas e de rotulagem
(listade ingredientes) das amostras de queijo Minas Frescal.

Considerando-se o Minas Frescal como queijo de ata
umidade, verifica-se naFigural que, das22 amostrasanalisadas,
68,2% (15) foram consideradas em desacordo com alegis acéo,
sendo 31,8% (07) em relagdo aos parémetros fisico-quimicos,
50,0% (11) em rel acdo aos padr&es microbiol 6gicos e 36,4% (8)
por constar na rotulagem (lista de ingredientes) a presenca de
acido 1&tico.

Uma Unica amostra pode ter apresentado mais de um
motivo de condenagdo. Assim sendo, a soma do nimero de
amostras condenadas devido aos parametros fisico-quimico,
microbiolégico e rotulagem é diferente do total de amostras
condenadas.

Se considerarmos a legislagdo atualmente em vigor, do
total de amostras analisadas, 95,5% (21) ndo atenderiam aos
padrdes legais, sendo 95,5% (21) em relacdo aos pardmetros
fisico-quimicos e 54,5% (12) em relacdo aos padrdes
microbiol6gicos. Nenhuma amostra seria condenada pela
presenca de &cido |&tico, uma vez que esse aditivo € permitido
em queijos de muito alta umidade. Os padrfes legais
considerados estdo apresentados na Tabela 3.

Quanto aos parametros fisico-quimicos, observa-se na
Figura 2 que 27,3% (06) das amostras estavam em desacordo
devido ao teor de umidade, quando classificadas como de ata
umidade.

Com avigénciadalnstrugdo Normativan©® 4/2004°, o
Minas Frescal passou a ser classificado como queijo de
muito alta umidade, o que resultaria em um aumento
consideravel do nimero de amostras em desacordo quanto
aos parametros fisico-quimicos. Esse aumento, conforme
mostrado na Figura 2 é devido, exclusivamente, ao teor de
umidade dos queijos. Das 22 amostras analisadas, 77,3%
(17) apresentaram umidade inferior a 55,0%, n&o se
enquadrando, portanto, no padrdo de queijo de muito alta
umidade. Esses resultados diferem dos obtidos por
Carvalho't, Omairi?" e Oliveira et al.? que observaram um
numero expressivo de amostras de queijo Minas frescal com
umidade igual ou superior a55,0%.

O aumento do teor de umidade do queijo &
responsavel pelo aumento de rendimento quando se utiliza
acido | atico nafabricacéo de queijo Minas Frescal. Segundo
Carvalho'!, esta é a provavel razdo pela qual muitas
indistrias de laticinios tém adotado este tipo de
processamento.
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Tabela 2. Prazo de validade: mediana, valores minimos e
maximos em amostras de queijo Minas Frescal elaboradas
por dois diferentes processos de fabricacdo

Processo Prazo de validade (dias)
Minimo Maximo Mediana

Adicdo de Culturalatica 16 60 20

Adicdo de Acido latico 15 60 30

% de amostras condenadas

Muito Alta Umidade

Fisico- Alta Umidade

Quimico

Rotulagem*

Microbiolégico

Figura 1. Perfil de condenacéo das amostras conforme a classificacéo do
queijo Minas Frescal em alta e muito alta umidade
* presenca de acido l&tico na lista de ingredientes

O Minas Frescal fabricado com o uso de acidificacéo
direta apresenta ainda, como vantagem, menores alteracfes na
estocagem que os queijos produzidos com fermento | &tico*® .
Entretanto, tem sido demonstrado que queijos produzidos por
acidificacdo direta estdo mais sujeitos ao crescimento
bacteriano'’.

NaTabela 1 pode ser observado que o teor de umidade
dosqueijosvariou de 31,35% a66,40%. Umavariacdo acentuada
na percentagem de umidade também foi obtida por Oliveiraet
a.®

O valor médio de umidade encontrado neste trabalho
para queijos produzidos com adicdo de culturaldticafoi de
53,54%. Pelaavaliagdo davariagdo doslimites minimo eméximo
permitidos para queijo de alta umidade (Tabela 3), os dados
mostram que atotalidade dos queijos condenados, produzidos
por este processo, apresentou teor de umidade acimado limite
maximo permitido. J&, aqueles produzidos por acidificacdo direta,
comvalor médio de 51,99%, apresentaram indice de condenacao
tanto por val ores acimaquanto por val ores abaixo do permitido.

Os valores medianos encontrados para o teor de
umidade (53,15% paraqueijo com culturaléticae52,31% para
queijo com &cido lético) assemelham-se aos val ores da média
paraos doistipos de processo, evidenciando que amaioriadas
amostras analisadas tende para o intervalo de normalidade.

Também pode ser observado naFigura2 que 22,7% (05)
das amostras foram condenadas devido ao teor de gordura no
extrato seco, antes e apos a publicagéo dal nstrugdo Normativa
n° 4/2004°, umavez que ndo houve alteracdo da classificacéo
do queijo Minas Frescal (semigordo) quanto a este paré@metro.

Emborase devatrabal har com um leite que apresente um
teor de gordurabem definido (entre 3,0 e 3,2%), afim de se obter
um queijo Minas Frescal com qualidade, Furtado e Lourenco
Neto e Magal hdes et al. 822 constataram afalta de padronizacéo

% de amostras condenadas
a
g

Muito Alta Umidade
Alta Umidade

Total
Fisico-Quimico
Rotulagem*
Umidade

Gordura

% de amostras condenadas

Muito Alta Umidade
Alta Umidade

Microbiolégico

Coliformes a 45°C
Estafilococos
Coagulase +

Salmonella sp
L. monocytogenes

Figura 2. Perfil de condenagéo das amostras quanto aos parametros
fisico-quimicos e rotulagem, conforme classificacéo do queijo Minas Frescal
em alta e muito ata umidade.

* presenca de &cido l&tico na lista de ingredientes

Figura 3. Perfil de condenacdo das amostras quanto aos padrdes
microbiol dgicos, conforme classificagdo do queijo Minas Frescal em alta
e muito alta umidade.
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Tabela 3. Padrdes|egais paraqueijo Minasfrescal antes (altaumidade) e apdsavigénciadalnstrugéo Normativan®4/2004 (muito

altaumidade)
Classificagéo
Pardmetros* Queijo Semi-Gordo Queijo Semi-Gordo
Altaumidade Muito Altaumidade
Umidade (g/100g) 46,0a54,9 Maior ouigual a55,0
Gordura(g/100g) 25,0a44,9 25a44,9
Listadeingredientes N&o permitido Permitido
(presenca de &cido latico)
Coliformes45°C <5x10°NMP/g Com culturaldtica: <5x10° NMP/g
Sem culturalética: <5x10° NMP/g
Estafilococos coagulase <10*UFC/g Com culturalética: <10° UFC/g

positiva

Salmonella sp Ausénciaem 25g

Listeria monocytogenes Ausénciaem 25g

Sem culturalatica <5x 10? UFC/g

Com culturalatica: Ausénciaem 259
Sem culturaldtica: Ausénciaem 25g

Com culturalética: Ausénciaem 259
Sem culturalética: Ausénciaem 259

* conforme estabel ecido naPortarian® 146/96 e Resolucdo RDC n° 12/2001

do teor de gordura do leite utilizado como matéria-prima para
fabricacdo deste tipo de queijo.

No presente trabalho, verifica-se na Tabela 1 que o teor
de gordurano extrato seco variou de 39,00 a52,80%. Todos os
queijos condenados apresentaram val oresacimado limite maximo
permitido, sendo classificados, por isso, como gordos.
Resultados similares foram obtidos por Omairi?’, que verificou
que os valores médios encontrados classificavam os queijos
como gordos e extra gordos.

Segundo Oliveira et al.%, as variagdes nos percentuais
de umidade e gordura refletem a diversidade de critérios
tecnol ogi cos utilizados na fabricagéo de queijos Minas Frescal,
concordando com a afirmacgdo de Pinto et al.*°, sobre a
necessidade de padronizacdo das técnicas empregadas nos
laticinios.

Os resultados obtidos nas analises microbiol 6gicas
(Tabela 1) evidenciaram a qualidade higiénico-sanitaria
insatisfatéria dos queijos, com risco potencial a saide do
consumidor, concordantes com os relatados na literatura.

Das 22 amostras analisadas, verifica-se na Figura 3 que
40,9% (09) apresentaram coliformestermotol erantes (45°C) acima
do limite maximo tolerado, quando consideradas de altaumidade.

Com a vigéncia da Instrugdo Normativa n° 4/2004°, o
Minas Frescal passou a ser classificado como queijo de muito
altaumidade, o que resultaria em aumento de uma unidade no
nimero de amostras em desacordo quanto a populacdo de
coliformestermotol erantes. Estaamostra, em cujarotulagem (lista
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deingredientes) constavaa presencade acido latico, apresentou
umapopulacdoigua a2,4x 10° NMP/g, superior aolimitemaximo
tolerado para queijo sem aagdo de bactérias |&ticas (Tabela 2).
Portanto, 45,5% (10) dasamostras estariam em desacordo devido
a0 grau de contaminag&o por esses microrganismos (Figura 3).

Oscoliformesfecais(termotol erantesa45°C), popul agdo
predominantemente constituida por Escherichia coli,
caracterizam um grupo de microrganismos cuja presenca em
alimentos € indicativa de contaminacdo fecal. Essa
contaminagao, além deidentificar as mas condi¢des higiénicas
do produto, indica, também, apossibilidade detransferénciade
patégenos pertencentes aos grupos E. coli enteropatogénica
cléssica, E. coli enterotoxigénica, E. coli enteroinvasiva, E. coli
enteroagregativa e E. coli enterohemorragica®. Na pesquisa
conduzida por Araljo et al.? verificou-se que, das 161 cepas
identificadas como E. coli, isoladas de queijo Minas frescal
comerciaizado no Rio deJaneiro-RJ, 21,1% foram sorogrupadas
como EPEC, sendo o sorogrupo mais encontrado o 0127,
seguido pelo O55.

No estudo realizado por Oliveiraet d.%, foram avaliadas
32 amostras de queijo Minas frescal, coletadas imediatamente
apos a fabricacdo e embalagem, em 6 fébricas de laticinios
subordinadas a fiscalizagdo do Servico de Inspecéo Federal
(SIF). Osresultados mostraram que 6 (18,8%) amostras estavam
contaminadas com coliformesfecais, sendo que 2 (6,3%) delas
continham uma populagdo superior a 10° NMP/g. Omairi?
verificou que maisde 30% dos queijos consi deradosimpréprios
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para o consumo ja tinham saido contaminados das fébricas e
apresentaram 0 mesmo nivel de contaminagdo no comércio
vargjista

Isepon et al % observaram que, das 11 amostrasde queijo
Minas frescal industrializado, colhidas no comércio de Ilha
Solteira-SP, 8 (72,7%) apresentaram populacéo de coliformes
fecaisacimade 110 NMP/g. Peres et d.%, Pereiraet d.? e Tamada
et al.% analisaram queijos comercializados, respectivamente, em
S&o José do Rio Preto-SP, Belo Horizonte-M G e Botucatu-SPe
verificaram ser comum a ocorréncia de amostras contendo
coliformesfecaiscom esse grau de contaminacdo. Em Campinas-
SP, Carvalho!, ao avaliar queijos obtidos por processamento
com acidificacdo direta (&cido latico) e com cultura l&tica,
observou que 25 (41,0%) amostras continham uma populagdo
de coliformestermotolerantes (45°C) igual ou superioral,1x 10¢
NMP/g. No presente trabal ho, todas as amostras consideradas
em desacordo com alegislacdo apresentaram valoresiguaisou
superioresal,1x 10* NMP/g.

Na Figura 3 pode ser observado que 13,6% (03) das
amostras estavam contaminadas com estafilococos coagulase
positivaacimade 10° UFC/g, quando enquadradas como de alta
ou muito alta umidade, apresentando contagens da ordem de
10°al10° UFC/g (Tabelal).

Valores superiores a 10° UFC/g também foram obtidos
por Tamadaet al.*" e Peresi et al.%, respectivamente, em 2 (10%)
eem 1 (3,3%) dasamostras de queijo Minasfrescal analisadas.
Por suavez, contagensdaordem de 10° UFC/g foram observadas
por Carvalho', em queijos industrializados coletados em
estabelecimentos comerciais da regido metropolitana de
Campinas-SP, evidenciando a possibilidade de ocorréncia de
surto deintoxicagéo estafilococica pelaingestéo desse alimento.

Traba hosrelatados naliteraturatém incriminado o queijo
Minasfrescal, parti cularmente o produzido artesanal mente, como
responsavel pela ocorréncia de surtos de intoxicagéo
estafilococica16%2,

No presente trabal ho, nenhumadas amostras analisadas
estava contaminada com Salmonella sp. (Figura 3). A auséncia
desta bactériaem queijo Minas frescal industrializado também
foi observada por Carvalho!, Peresi et al.%, Pereira et al.%,
Tamadaet al ¥ eAvila& Gallo®.

Na Tabela 1 pode ser observado que foi detectada a
presencade L. monocytogenes em uma(4,5%) amostrade queijo
Minas Frescal. A presenca desta bactéria neste tipo de queijo
também tem sido relatada por outros autores.

Pesquisas realizadas por Vieira® e Destro et al.®®
evidenciaram a ocorréncia de L. monocytogenes,
respectivamente, em 5 (25%) e 2 (10%) amostras de queijo
industrializado, coletadas no comércio vargjista de Campinas-
SP. Osresultados obtidos por Oliveira?®, demonstraram que uma
(2%) amostracolhidano varejo de Goiania-GO erapositivapara
estemicrorganismo.

No estudo conduzido por Carvalho, verificou-se a
presenca de L. monocytogenes em 3 amostras de queijo Minas
frescal fabricado com adicdo de acido | &tico (acidificagdo direta).

Segundo este mesmo autor, a presenca de Listeria innocua,
observada em queijos obtidos por processamento com cultura
latica, indica a possibilidade de também ocorrer L.
monocytogenes em queijos submetidos a este tipo de
processamento. No presente trabalho, L. monocytogenes foi
detectada em queijo cuja rotulagem constava a utilizacéo de
culturalatica(Tabelal), concordando, por isso, com aafirmacao
feitapor Carvalho''.

Por suavez, nos estudosrealizados por Saet al.*L, Peresi
et al.?® e Casarotti et a.*? ndo foi detectada a presenca de L.
monocytogenes em amostras de queijo Minas Frescal, expostas
avendano comércio de Uberlandia-M G, S&o José do Rio Preto-
SP e Piracicaba-SP, respectivamente.

Surtosdelisteriose devidosao consumo de queijos moles
foram relatados na literatura®®. Devido a severidade das
infeccOes produzidas, principalmente nos grupos de risco, varios
paises tém adotado uma politica severa para controle de L.
monocytogenes em alimentostt,

Segundo Campos'®, o uso de fermento |&tico em queijo
Minasfrescal, mesmo em pequenas proporcdes (0,1% e 0,5%),
confere uma acéo protetora contra o crescimento de
contaminantes. Naldini?* e Dornellas'’ constataram que o queijo
Minas Frescal obtido com acidificacdo diretaémais susceptivel
as contaminagtes microbianas, devido ao pH final maiselevado
e asbactérias acido | &ti cas ndo estarem presentes paracompetir
com outros microrganismos. Os resultados obtidos por esses
autores ratificam, portanto, a necessidade de padrdes
microbiol6gicos mais restritos para queijos sem a acdo de
bactérias|éticas, conforme estabel ecido na Resolugdo RDC n°
12/20028,

A legidlacio brasileirano estabel ecelimitesdetolerncia
paracoliformestotaisem queijo Minas Frescal. Entretanto, pode
ser observado na Tabela 1 que 15 (68,2%) amostras
apresentaram populagdo superior a 2,4x10* NMP/g. Elevada
contaminag&o por coliformestotaistambém foi obtidapor Isepon
et a.2 e Oliveiraet al.? em amostras de queijo Minas Frescal,
colhidas, respectivamente, em fébricas de laticinios e no
comeérciovargista. Segundo Silvaet al ., apresencadeste grupo
de microrganismos em alimentos processados € considerada
uma indicacdo Util de contaminagédo pds-sanitizagdo ou pos-
processo, evidenciando préticade higiene e sanificagdo aguém
dos padrdes requeridos para o processamento de alimentos.

Quanto a andlise de rotulagem, a Figura 1 mostra que
36,4% (8) das amostras foram consideradas em desacordo com
a legislacdo, por constar na rotulagem (lista de ingredientes)
acido | &tico, aditivo ndo permitido paraqueijo de altaumidade.

Com avigéncia da Instrugdo Normativa n°® 4/2004° o
Minas Frescal passou a ser classificado como queijo de muito
ataumidade. Assim, apresenca desse aditivo ndo seriamotivo
de condenacdo. As vantagens e desvantagens da utilizac&o do
acido | &tico no processo de fabricacdo do queijo Minas Frescal
jaforam mencionadas anteriormente.

Os prazos de validade das amostras apresentaram uma
faixade variacéo bastante ampla conforme pode ser observado
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na Tabela 2, evidenciando o fato destes prazos serem
determinados pelas industrias de laticinios, baseados em
critérios proprios, ja que na legislacdo brasileira ndo existe
defini¢do de prazo de validade.

Podemosaindaobservar que, apesar dosval oresminimos
e maximos serem semel hantes para os dois tipos de processo,
0s queijos produzidos com adicao de &cido | &tico apresentaram
maior prazo devalidade em val oresmedianos (30 dias) emrelacéo
a0 outro processo (20 dias). Estes dados estéo de acordo com
os encontrados por Carvaho't, cujos queijos produzidos com
adicéo de &cido 1 &tico apresentaram também medianade 30 dias
parao prazo de validade.

Furtado e Lourengo Neto™ atribuiram ao queijo Minas
Frescal durabilidade médiade 10 dias; Dornellas'” concluiu em
seu estudo que o limite de vida (til aceitével para o queijo de
cultura lética seria de 16 dias, valores estes abaixo dos prazos
de validade observados neste trabalho.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos, considerando-se alegislaco em
vigor no periodo de realizagdo do Programa Paulista,
demonstraram que 68,2% das amostras foram condenadas,
sendo 31,8% devido aos parametros fisico-quimicos, 50,0%
devido aos padrdes microbioldgicos e 36,4% por constar a
presencade &cido ltico narotulagem, indicando que aqualidade
dos queijos Minas Frescal € insatisfatoria.

Entretanto, quando os mesmos resultados foram
avaliados considerando-se a legislagdo atualmente em vigor,
verificou-se uma maior porcentagem de condenacéo (95,5%),
sendo 95,5% quanto aos parametros fisico-quimicos e 54,5%
quanto aos padrdes microbiol 6gicos.

O Minas Frescal, por se tratar de um queijo
amplamente consumido pela populacdo, deve apresentar um
padréo de qualidade de exceléncia, exigindo, por isso, um
maior interesse por parte dos fabricantes no sentido de
padronizacdo das técnicas empregadas no processamento e
aplicacdo de boas préticas de fabricagdo. E de relevada
importancia a realizagdo de programas de monitoramento,
como o Programa Paulista, que objetiva detectar
irregularidades na qualidade dos alimentos expostos ao
consumo, para que medidas efetivas sejam tomadas pelos
orgédos competentes.
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RESUMO

Para a realizacéo de programas de monitoramento de residuos de pesticidas em alimentos, os métodos
multiresiduos sdo ideais pela possibilidade de determinar simultaneamente diversos tipos de pesticidas
em umauUnicaextracdo. Entretanto, paraavalidacéo desses métodos, os principais critériosaserem vistos
s80: especificidade, seletividade, linearidade, limites de deteccao, limitesde quantificacdo, robustez, exatidao
e precisdo, sendo osdois Ultimos parémetros os que possibilitam estimar os erros e as variagdes embutidos
no processo analitico. Neste trabalho, foram conduzidos ensaios de recuperagdo de pesticidas
organohal ogenados através de fortificacdes realizadas em macas nos niveis 1LOQ e 5 LOQ de cada
pesticidaparaverificacdo da precisdo e exatiddo do método. As determinacdes dos pesticidasforam feitas
por cromatografia gasosa com detector de captura de elétrons, e, para a verificagdo dos parametros
exatidado e precisdo, os resultados obtidos evidenciaram que as recuperacdes ficaram entre 74% a111%, e
os coeficientes de variacdo entre 5,0 % e 14,0 %, estando os valores enquadrados dentro dos limites
recomendados pela literatura para andlise de residuos de pesticidas

Palavras-Chave. métodos analiticos; validacao; cromatografia; pesticidas, macas

ABSTRACT

To devel opment programs of monitoring residues of pesticidesin foods, the multiresidue methods are the
choice, because many kind of pesticide are determined with only one extraction. However, to evaluatethe
analytical process, the main traits are: especificity, selectivity, linearity, limits of detection, limits of
quantification, rudgeness, precision and accuracy, being thetwo last ones, the main parametersto estimate
the errorsand variationsincluded in the process. In thiswork, recovery assays of some organohal ogenate
pesticidesweremadein applesin 1 LOQ and 5 LOQ of each pesticideto verify the accuracy and precision
of method. The pesticides were determined by gas chromatographic with electron capture detector, and
the results showed that, the recovery obtained were between 74% and 111%, and variation coefficients
between 5 % and 14 %, evidenced that the values are in the range recommended by literature.
Key-Words. analytical methods; validation; chromatography; pesticides; apples.
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INTRODUCAO

Com o desenvolvimento de novos métodos aliados ao
uso de equi pamentos com tecnol ogias avancgadas, 0S processos
para analises de residuos de pesticidas devem sempre incluir a
validacdo dos métodos utili zados e ndo apenas suaotimizagdo™.

Sob o ponto devistaprético, pode-sedizer que um método,
apos ser desenvolvido, deve ser submetido a um processo de
avaliagdo que estime sua eficiéncia. Este processo de avaliagdo
costumaser chamado de validacgo. Um método seraconsiderado
validado se suas caracteristicas estiverem em conformidade com
0s pré-requisitos exigidos. Existe, portanto, umadiferenca entre
avaliacdo de processo, que consiste na colecdo dos dados
experimentais, eavalidacdo propriamente dita, que deveverificar
arelacdo entre os resultados experimentai s'°.

No sentido rigoroso, entretanto, avalidacéo de métodos
representa uma parte do processo total que abrange também
vériosdiferentes aspectos. Segundo Krull e Swartz, avalidagéo
€ um processo formado por quatro fases, cadaumadelas critica
a0 sucesso total do processo: 1) validagdo do software; 2)
qualificacdo do hardware; 3) validacao do método; 4) adequacéo
do sistema. O processo comegacom um software validado. Ent&o
um meétodo validado pode ser desenvolvido a partir de um
sistema qualificado. Finalmente, todo o processo € integrado
através de um sistema adequado.

Embora os 6rgéos regulamentadores facam referéncia as
quatro abordagens', nestetrabalho o enfoquefoi sobrevaidacéo
de método, especificamente nos parametros exatidao e precisao.

De acordo com as atuais normas regulamentadoras para
0s métodos de ensaio e calibragdo, a validagdo de métodos é a
confirmag&o por exame efornecimento de evidénciaobjetivade
gue os requisitos especificos para um determinado uso
pretendido sdo atendidos’. Segundo as normas da NBR SO/
IEC 17025 - Requisitos gerai s paracompeténciade laboratdrios
de ensaio e calibracdo, os par@metros recomendados para
validagcdo de métodos devem ser claramente declarados nos
procedimentos documentados e incluir, quando aplicavel,
especificidade, seletividade, faixa de trabalho, linearidade,
sensibilidade, limite de deteccdo, limite de quantificacéo, exatidéo
etendéncia (bias), precisdo, robustez e incerteza de medi¢ao®.

Em programas de monitoramento de residuos de
pesticidas em alimentos, nos quai s s8o analisados diversostipos
de pesticidas nas mais variadas matrizes, os métodos
multiresiduos séo os processos analiticos de escolha pela
possibilidade de determinacéo de um grande ndmero de
pesticidas em uma determinada matriz, utilizando uma Gnica
etapade extracdo. Existem variostipos de métodos multiresiduos
descritos na literatural®?2 os quais s80 mais ou menos
eficientes deacordo com o pesticida, amatriz eo método utilizado,
levando-se em conta as propriedades fisico-quimicas de cada
ativo e as caracteristicas de cada método .

As validagOes de métodos realizados em laboratorios
sdo apropriadas em vérias circunstancias: para assegurar a
viabilidade de um método de baixo custo, para a garantia da

confiabilidade do método em estudos colaborativos formais e
para assegurar que as recomendaces dos parametros de
vaidagdo de métodos estéo sendo usados corretamente®.

A validacdo de métodos multiresiduos para pesquisade
pesticidas em varias matrizes pode ser realizada facilmente em
|aboratorio, mediante ensai os de recuperacédo apartir deamostras
fortificadas com solugBes padrées com concentracdes
conhecidas, provenientes de padrfes primarios certificados’, e
na auséncia destes com solugfes padroes rastreaveist:.

Neste processo, a avaliacdo dos parémetros precisio e
exatiddo é considerada a mais relevante porque permite estimar
estatisticamente os erros e as variagdes existentes através dos
resultadosgerados. A exatiddo pode ser estimadapel o erro absoluto
e relativo, e a precisdo pelas medidas de disperséo (bias), como
desvio padréo, varianciae coeficiente devariacdo, entre outras®. A
precisdo representa a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos, de uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrfes, sob condigdes definidas™ e costuma ser
estimada em estudos intralaboratoriais® para a demonstragéo da
repetitividade, que expressa a precisdo do método redizada sob
condigBes de andlise iguais, em um pequeno intervalo de tempo,
considerando-se 0 mesmo analista, equipamento e condicdes
ambientais. Norma mente, aprecisio é expressadravésdaesimativa
dodesvio padréorelativo (RSD) ou coeficiente devariacdo obtidos
entre os resultados dos ensaios repetitivos.

O objetivo destetrabalho foi avaliar osresultados obtidos
nos parametros exatidéo e precisdo em ensai os conduzidos para
recuperacdo de pesticidas organohalogenados em magca por
cromatografia gasosa com detector de captura de elétrons,
utilizando a técnica de extragdo do método multiresiduo®. As
fortificagbesdamatriz no nivel 1 LOQ equivaente aconcentragéo
de0,02 mg/K, enonivel 5L.OQ com concentragdo equivalentea
0,1 mg/Kg da amostra, foram realizadas para verificacdo da
recuperacdo dos pesticidas no limite de quantificac&o proposto
pelo método da relagdo sinal/ruido na proporcéo 10:1 dos
compostos na matriz, e verificacdo da performance do mesmo
em uma faixa de concentracdo de padrdes usual para este tipo
deandlise, respectivamente. Os dados obtidos das recuperages
foram submetidos a um model o estatistico (testet de Student),
aplicavel paraum nimero deamostrasigua ouinferior a20 para
confirmac&o daexatiddo do método em um determinadoiintervalo
de confianca pré-estabel ecido.

Para o estudo da precisdo do método, foram verificados
os coeficientes de variagdo obtidos nos ensai os de recuperagcdes
de cada pesticidae avaliados quanto aaceitabilidade do método,
de acordo com as recomendagtes descritas naliteraturaparaos
niveis de concentragdes trabal hados.

MATERIAL E METODOS
Amostras

Asamostras utilizadas pararealizagdo dos ensaiosforam
magas organicas previamente analisadas e isentas de
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agrotéxicos. Uma aliquota dessa amostra serviu como
testemunha dos ensaios realizados para verificagcdo dos
interferentes damatriz na &rea de interesse.

Padrdes

Os padrdes utilizados neste estudo foram padrdes
certificados, adquiridos de umaempresaalemd, Dr. Ehrenstorfer,
sob aformade padrdes primarios. Esses mesmos padrfesforam
pesados apés célculos para correcdo dos pesos em relagéo ao
percentual de pureza dos mesmos, e diluidos em solventes
organicos para obtencdo de solugdes estoques de cada padréo
com concentragBes por volta de 0,01%. A partir das solucdes
estoque foram preparados outras solugdes intermediérias e de
trabalho paraaexecucdo das curvas de calibragéo dos pesticidas
organohal ogenados.

Os compostos estudados para o processo foram: § HCH,
Clorotalonil, Endosulfan I, Endosulfan |1, Endosulfan sulfato,
Tetradifona, TrifluralinaeVinclozolina. Asestruturas quimicas
dos compostos ensaiados sdo mostradas na Figura 1.

Meétodo analitico

Para a realizacdo dos ensaios de recuperacdo dos
pesticidas organohal ogenados com a utilizag8o da técnica de
extracdo do método multiresiduos, model o europeu'’, e apesar
das recomendactes da realizacdo de testes de recuperagctes em
trésniveis1LOQ, 2L0OQ e10LOQ nos processosdevalidacao
demétodos, nestetrabalho em que os objetivosforam arealizagao
de ensaios experimentais para testes de recuperacdo dos
pesticidas em estudo para determinacdo do limite de

Cl
Cl Cl
Cl Cl
Cl
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Cl O\
/SO
Cl O
Cl
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NO;
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Figura 1. Estrutura quimica dos pesticidas recuperados em magéas

188



Imoto, M. N. et al. Validagdo de método multiresiduo para andlise de pesticidas organohal ogenados em magas. Rev. Inst. Adolfo Lutz,

63(2):186-92, 2004

quantificagdo proposto (1 LOQ = 0,02 mg/K g), eaverificagdo da
performance do método em um nivel de concentragdo comum
paraestetipo deandlise (5LOQ= 0,1 mg/Kg), foram conduzidos
fortificacOes da matriz com as misturas das solugdes padrbes
somente em dois niveis, 1LOQ e 5L0Q, com cinco ensaios
repetitivosem cadanivel, noinicio efaixafina respectivamente,
dafaixadetrabaho do método. Dessaforma, foram conduzidos
10 ensaios com fortificagbes das matrizes com misturas de
solugBes padrdes, seguidas dos processos de recuperacéo dos
pesticidas pelo processo analitico de escolha.

As amostras foram cortadas em pequenos pedacos de
cerca de dois centimetros, trituradas em processador de
alimentos de laboratério até homogenizagdo completa e
acondicionadas em frascos de vidro de boca larga com
capacidade de 1kg. Daamostra homogenizada, foram pesadas
11 aliquotas de 15 gramas cada, em beguer de forma altacom
capacidade para500 mL: 5 aliquotas parao nivel defortificacdo
I, 5 aliquotas parao nivel defortificagdo Il e 1 aliquotaparaa
amostra Testemunha. As amostras, com excecdo da
Testemunha, foram fortificadas com 1,0 mL cada, com misturas
das solugBes padrdes previamente preparadas em acetonagrau
residuo, nas concentragfes de 0,3 ug/ mL para cinco
fortificagBesno nivel 1LOQ e1,5ug/ mL paracinco fortificagdes
no nivel 5LOQ.

As amostras assim fortificadas ficaram com
concentragBesfinaisde 0,02 mg/kg no nivel 1LOQ e 0,10 mg/kg
no nivel 5LOQ de cada ativo em estudo. Ap6s 0 processo de
fortificagdo, as amostras ficaram no minimo por trés horas em
capelas de exaustdo, paraainteragdo dos ativos com amatriz e
evaporacdo do solvente utilizado na mistura dos padrfes®®.

Decorridos 0 tempo necessario, 0s pesticidas foram entéo
extraidoscomauxiliodeumultraTurrax, gustado a15.000 rpm, com
30mL deacetonagrau residuo por 15 segundos, seguidosdaadicao
demais60 mL damisturados solventesdiclorometano en-hexano
grau residuo, naproporgdo de 1:1, por mais 15 segundos. As duas
amostras (Testemunha), bem como outra amostra contendo a
mistura dos solventes utilizados (Branco) foram conduzidas da
mesma forma nos ensaios, para verificagdo de possiveis
contaminagdes e interferentes damatriz nadrea de interesse'?.

As misturas, apés homogenizagdo, foram filtradas em
funil analitico contendo sulfato de sodio anidro, e dos extratos
organicos, tomaram-se aliquotas de 0,3 mL para cada teste,
para determinacdo das recuperacdes dos ativos em estudos.
Os solventes das amostras foram evaporadas a temperatura
ambiente até secura total e os residuos foram novamente
ressuspensos em mistura de isooctano-tolueno na proporcgéo
de 9:1 atéovolumefinal de 1,0 mL. Foraminjetados1 ulL de
cada teste, em cromatografo gasoso equipado com detetor de
captura de el étrons.

As condicOes cromatograficas utilizadas foram as
seguintes:

Equipamento: cromatégrafo gasoso marca Varian, com
detetor de captura de elétrons, com fonte de Ni_,, modelo CP
3800, cominjetor e amostrador autométicos.

63’

Coluna: silicafundidaCP-8 (30 mx 0,25 mmx 1,5mu de
didmetro defilme)

Injetor: temperatura240°C

Modo de injecdo: splitless

Detector: temperatura 300°C

Fluxo do gés de arraste: 1,5 mL/ min (Nitrogénio para
ECD)

Rampa: 90°C por 3', 10°C/min até 180°C, 5°C/min até
230°C, 10°C/ min até 280°C mantendo por 10min. Tempo total
dacorrida= 55 minutos.

Asdeterminagdes qualitativae quantitativados residuos
recuperados foram obtidas pela média das trés leituras
consecutivas de cada ensaio nas curvas de calibragéo
previamenterealizadas com amisturadosvariosativosem estudo
no extrato organico obtido no processo de extragdo da amostra
Testemunha paraneutralizar o efeito matriz'2*3, A identificacdo
doscompostosfoi feitapelacomparagdo dostemposderetencdo
dos picos obtidos nos ensaios com 0s respectivos padrdes
analiticos, e a determinagao quantitativa dos compostos
recuperados pel o método de padronizagéo externa.

As concentracfes dos pontos da curva de calibracgo
analitica ficaram com as seguintes concentragdes em ordem
crescente, respectivamente: 0,005mg/kg; 0,01 mg/kg; 0,02 mg/
kg (1LOQ); 0,04 mg/kg; 0,06 mg/kg 0,10 mg/kg (5LOQ). As
curvas de calibragéo com osfatores de correlacdo (r 2) obtidos
eilustrados nas Figuras 2 a 9 fazem parte dos resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A exatidéo expressaacapaci dade de um método analitico
obter resultados proximosao valor real e éestimadapelo cdculo
do erro absoluto ou do erro rel ativo, sendo considerado achave
para a validagdo de um método*. Neste estudo, a exatidao foi
avaliada pelos resultados obtidos nas recuperactes das macas
fortificadas e comparagéo estatistica com os valores do padrao
certificado.

Os valores das recuperacdes realizadas obtidos da
média de trés leituras e submetidos ao teste de hipdteses's,
para verificagdo da exatiddo do método sdo apresentados na
Tabelal.

Segundo vérios autores*15, para andlise em nivel de
tragos, costumarse considerar como aceitavel recuperacoes que
estejam no intervalo de 70% a 120% do valor esperado, mesmo
que no teste t serejeite ahipétese nulaH = recuperagéo 100%.
Em andlises de recuperacdes de pesticidas em baixos niveis de
concentracBes equivalentes aos limites de deteccéo e ao menor
nivel de quantificagdo (LOQ), o Codex Alimentarius® prevé
recuperacOes em interval os aceitaveis até entre 60% a 140%.

Paraaconfirmacado da exatidéo do método, osresultados
das recuperacdes obtidos foram submetidos ao teste de
hipoteses, em que, submetendo-se os resultados das
recuperagfes obtidas nos ensaios ao teste t de Student que
permite comparacOes entre séries simples paraum determinado
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interval o de confianca, foi possivel avaliar osresultados quanto
aexatidéo do método. Assim, estabel ecidacomo hipdtese nula
H, = recuperagéo 100% e como hipotese alternativa H, =
recuperacdo # de 100%, aplicou-se o testet de Student com um
intervalo de 99% de confianca e n-1 graus de liberdade para
cadaativo. Os valores obtidosdo t_, ., mostraram-se abaixo
dovalor det . parao intervalo de confianca estabelecido,
aceitando-se a hipdtese nula H, isto €, ndo existem diferencas

significativas entre as recuperacfes obtidas e o valor da
recuperagdo 100% esperado.

Para o célculo do t
equacdo:

cacuage UtiliZou-se da seguinte

t =Rec %—100%

calculado
s/ \Jn-1

Figura. 2. p-HCH 1”=0,999904

: -

Figura. 6. Endosulfan sulfato r2=0,999631

Figura. 8. Trifluralina r°=0,999393

Figura. 3. Clorotalonil 1*=0,999494
((((( /@

-

Figura. 5. Endosulfan II r*=0,999163

//

Figura. 7. Tetradifona r*=0,999511

=

Figuras 2 a 9. Curvas de calibragdo dos pesticidas com os valores de coeficiente de correlagéo (rz) obtidos
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Tabela 1. Valores de recuperacfes obtidos dos pesticidas

Pesticidas n Nivel Recuperacédo T eutado S CV (%)
(ma/kg) média (%)
B-HCH 5 002 106 120 995 95
5 01 8 -372 912 10
Clorotaonil 5 002 107 136 103 95
5 01 m 254 864 78
Endosulfan | 5 002 @ -015 1310 130
5 01 %b -167 597 6,3
Endosulfan I 5 0,02 A -1,02 11,73 125
5 01 B -267 5,24 55
Endosulfan 5 0,02 P -137 1162 125
(sulfato) 5 01 B -2,10 6,65 73
Tetradifona 5 002 74 -4,66 987 135
5 01 - - - -
Triflurdina 5 0,02 8l -339 11,20 140
5 01 R -296 540 6,0
Vinclozolina 5 002 108 105 1524 140
5 01 103 120 497 50

n= numero de analises; S= Variancia; CV= Coeficiente de Variagao; t

Onde:

Rec=% recuperacdo média

100 =% recuperagdo esperada

s é 0 desvio padréo

n é o nimero dereplicatas (Graus de Liberdadeigual a
5 para este estudo)

A precisdo de um método é definida como sua
capacidade defornecer resultados com baixadispersdo, ou sgja,
um método é considerado preciso quando ao analisar uma
mesma amostra vérias vezes, 0s resultados obtidos sdo bem
proximos entre si e é estimada por medidas de dispersdo, como
desvio-padrdo, variénciae coeficiente de variagdo, entre outras.

Em analises de residuos de pesticidas, considera-se que
0 método € preciso quando os coeficientes de variacéo
apresentam-se menores que 20%. Este valor deve-se aos baixos
niveis de concentracdo determinados®131518

O desvio padrdo absoluto bem como o desvio padréo
relativo ou coeficientesde variagdo obtidosapartir dosensaios
de recuperagdo sdo considerados adequados para andlise de
residuos de pesticidas, quando valores iguais ou inferiores a
20% sdo encontrados, em que, dependendo dos niveis de
concentracdo dos analitos ou massa a ser detectada, os desvios
tornam-se maiores, nos quais as grandezas de variabilidade
podem ser consideradas aceitaveis, conformeliteraturasdaarea
13,18 2223 Na Tabela 2, sdo demonstrados os coeficientes de
variagdo aceitdveispelaUnido Européiat® edaAOAC?, em que,
de acordo com o aumento das concentrages ha umadiminuicao
dos desvios padrdes relativos (CV%).

99%=4,032

59

Para o estudo da precisdo do método, foram verificados
os parémetros de repetitividade, obtidos nos graus de
concordancia entre os resultados das andlises individuais dos
procedimentos em que foram aplicados repetidamente as
multiplas analises, cinco em cada nivel, da mesma amostra
homogénea de magas, conduzidas em idénticas condi¢des de
teste, mesmo analista, mesmo equipamento, mesmo dia e
mesmos reagentes. Como todos osval oresdo CV % dos ensaios
de recuperacdo obtidos mostraram-se inferiores ao
estabelecido na Tabela 2 nas concentragdes ensaiadas entre
0,02 a0,1 mg/Kg que equivaleriam a10 a 100 ug/Kg com
coeficientes de variagdo aceitaveis até 32%, o método avaliado
nos ensaios paravalidagéo dospesticidaspHCH , Clorotalonil,
Endosufam |, Endosulfam Il , Sulfato de Endosulfam,
Tetradifona, Trifluralina e Vinclozolina mediante ensaios de
recuperacdo intralaboratorial foi considerado preciso nafaixa
de trabalho ensaiada, entre 0,02 20,1 mg/Kg de amostra, com

Tabela 2. Variahilidade por concentracdo (Uni&o Européia®®)

Concentracao Coeficiente de
variacdo (CV%o)
1ug/Kg(1ppb) S
10 ug/ Kg (10 ppb) K
100 ug/ Kg (100 ppb) 23
1mg/Kg(1ppm) 16
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excegdo do pesticida Tetradifonano nivel 5 LOQ equivalentea
concentracdo 0,1 mg/K g, queteve esse ponto excluido dacurva
de calibrac&o por encontrar-seforado seu intervalo dindmico.

CONCLUSOES

Osresultados obtidos no presente estudo ficaram dentro
doslimitesrecomendados pelaliteraturaparaandlise deresiduos
de pesticidas apresentando uma boa exatiddo e precisdo para
andlise de pesticidas organohalogenados em magas nas
condi¢des experimentais. Este mesmo método podera ser
utilizado no desenvol vimento de hovas pesquisas paravalidacéo
de outros pesticidas de diferentes grupos quimicos, levando-se
em conta aspectos como custo, tempo, disponibilidade de
pessoal e diversos materiais dereferéncia aserem validados.
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RESUMO

O presente estudo teve por objetivos determinar a composicdo quimica de pratos a base de milho e
comparar os valores encontrados com aquel es existentes em tabel as e softwares disponiveis no Brasil. A
composi¢ao centesimal de 12 preparagdes a base de milho foi determinadaem laboratério (andlise direta)
e estimada utilizando-se tabel as brasileiras de composi ¢do quimicade alimentos e dois softwares nacionais
(andliseindireta). Osresultadosforam avaliados por diferencapercentual entreamédiadaandisediretae
ovalor tnico daandliseindireta, e comparados através do teste t de Student com nivel de significanciade
5%. As diferengas no valor nutritivo dos pratos entre os dados de tabel as e os analisados em laboratorio
foram relevantes. As andlises indiretas superestimaram os valores laboratoriais, sobretudo para lipidios,
carboidratos e energia, e subestimaram os teores de proteina. Portanto, os materiais disponiveis sobre
composi¢do de alimentos devem ser utilizados com ressalva, reforcando-se, assim, a necessidade de
elaboracdo de uma tabela de composicéo de alimentos a partir de dados de andlises fisico-quimicas de
alimentos e preparagdes usual mente consumidos no Brasil.

Palavras-Chave. milho, valor nutritivo, composi¢ao centesimal, composi Gao quimicade alimentos.

ABSTRACT

The objectives of this investigation were to determine the chemical composition of maize dishes and to
compare it with the values derived from tables and software programs availablein Brazil. The centesimal
composition of 12 maizedisheswasanayzedin alaboratory (direct analysis), and the valueswere estimated
by means of Brazilian food composition tables and software programs (indirect analysis). Theresultswere
evaluated by calculating the percentage difference between the mean from direct analysis and the single
valuefromindirect analysis, and were compared by means of Student”st Test with 5% confidencelimits.
Differences between table values and laboratory data for the foods nutritive value were statistically
significant. The indirect analysis overestimated the laboratory values, mainly for lipids, carbohydrates
and energy, but underestimated the protein contents. Therefore, tables for food composition should be
used with caution. These results corroborate the necessity in preparing food composition tables from the
direct analysis data on foods and dishes commonly eaten in Brazil.

Key Words. maize, nutritive value, centesimal composition, food chemical composition.
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INTRODUCAO

O milho e seus derivados constituem fontesimportantes
de energia e proteina para a alimentagdo humana, sendo no
Brasil mais largamente consumidos na zona rural e na regido
nordeste’. Apesar do milho n&o ser o cereal-base daalimentacéo
da maioria dos brasileiros, constitui um aimento de grande
importancia para a nossa cultura e culinaria, sendo
tradicionalmente utilizado em umavariedade de pratos doces e
salgados, além de ser empregado em diversos produtos
industrializados®4,

O milho é um alimento essencia mente energético, uma
vez que cerca de 70% do gréo é composto por carboidratos,
além de ser uma fonte consideravel de proteina®’. O cereal
destaca-se também por conter quantidades significativas de
fibras alimentares, acidos graxos poliinsaturados e
caroten6ides!ot14,

A composi¢ao quimicados alimentos € umaferramenta
basi caparao estabel ecimento de diversas agbes em salide, desde
aprescricdo dietéticaindividual, até estudos sobre o padréo de
consumo de alimentos. Atualmente, existem no Brasil diversas
tabelas e softwares de composicao de alimentos a disposicao
dos profissionais especializados paraarealizacdo de avaliagdes
dietéticas. Entretanto, os dados disponiveis sdo, em geral,
antigos, desatualizados, compilados de tabelas estrangeiras e
apresentam distor¢Bes que precisam ser identificadas e
ponderadas!®®®. Observa-se, ainda, que existem variagdes entre
dados de composi ¢do quimicade alimentos obtidos por andlise
direta(emlaboratorio) e por andliseindireta(por meio detabelas
e softwares), especialmente em alimentos processados, tendo
sido recomendada a andlise direta de preparagdes prontas.

Nesse contexto, destacam-se 0s pratos a base de milho,
cujos dados s80 escassos ou mesmo inexistentes nas tabelas
disponiveis. Devido a isto e ao papel relevante do milho na
nossa cultura e gastronomia, objetivou-se no presente trabalho
determinar a composic¢do quimica de pratos a base de milho e
comparar os valores encontrados com agqueles existentes em
tabelas e softwares disponiveis no Brasil.

MATERIAL E METODOS

Ingredientes e preparacdes

Para a elaboracdo das preparacoes a base de milho, os
ingredientes necessérios foram selecionados e adquiridos em
comeérciolocal (supermercadosefeiraslivres) de Goiania-GO.

Foram elaboradas doze preparaces a base de milho
consideradas de consumo mais habitual na regido (angu de
milho, bolo de fuba, broa de fuba, canjica de milho, curau de
milho, pamonhaamoda, pamonhaamodafrita, pamonhaassada,
pamonha de doce, pamonha de doce frita, pamonha de sa e
pamonha de sal frita), no Laboratorio de Técnica Dietética da
Facul dade de Nutrigdo daUniversidade Federa de Goias. Alguns
pratos, tais como o angu de milho, as pamonhas de doce, de
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doce frita e de sal frita, foram processados conforme descrito
em Naveset al.’2, sendo osdemais elaborados conforme método
de preparo mais utilizado naregiéo.

As preparacdes prontas para o consumo foram
acondicionadas em sacos de plastico identificados e
armazenados a—20°C, até o momento darealizacdo dasandlises
fisico-quimicas. Os ingredientes e respectivas quantidades
utilizadas nas preparactes a base de milho estéo apresentados
naTabelal.

Andlises fisico-quimicas (analise direta)

A composicdo centesimal dos pratos tipicos foi
determinada em triplicata, através das andlises de umidade,
conformetécnicadescritapel o I nstituto Adolfo L utz®; nitrogénio
total, segundo o método de Kjeldahl* e conversio em proteina
bruta utilizando-se o fator correspondente ao tipo de alimento;
lipidiostotais, extraidos por meio datécnicadeBligheDyer?e
posteriormente determinados por gravimetria; fibra alimentar
total, conforme técnica enzimica-gravimétrica descrita por
Prosky et al.'” eresiduo mineral fixo, por meio deincineracéo
em mufla a 550°C. Os carboidratos foram estimados por
diferenca, subtraindo-se de 100 osval ores obtidos paraumidade,
proteinas, lipidios, residuo mineral fixo efibraaimentar total. O
valor energético total (VET) das preparacGes a base de milho
foi estimado considerando-se os fatores de conversdo de
Atwater de 4, 4 e 9 para proteina, carboidrato e lipidio,
respectivamente.

Estimativa do conteido de energia e nutrientes (analise indireta)
A composi¢do em energia e nutrientes das preparacdes
foi estimada utilizando-se tabelas de composi¢ao quimica de
alimentos. Paraaestimativado contelido de energiae nutrientes
(exceto a fibra alimentar), utilizou-se a tabela do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)?, por ser umadas
principais fontes nacionais sobre composi¢édo de alimentos. O
contetdo defibraalimentar total foi estimado apartir dos dados
daTabelaBrasileirade Composicado deAlimentos’e de Mendez
et a.*. Os valores da composicao quimica do milho branco
foram retirados da tabela de Franco®. Além de estimativa do
conteido de energia e nutrientes através de tabelas, utilizou-
se dois programas nacionais (softwares) de analise de dietas
para microcomputador, denominados no presente estudo de
software 1 (Diet PRO)® e software 2 (Virtual Nutri), sendo que
parafibraalimentar usou-se apenas o software 2.

Em todas as preparagtes, o valor nutritivo foi estimado
considerando-se a composic¢do quimica dos alimentos crus
usados em cada prato, umavez que os dados apresentados em
tabel as de composi ¢ao e programas de cdl culo de dietasreferem-
se, emgeral, ao dimento in natura. Paraefetuar acorrecdo das
guantidades de cada ingrediente da preparacéo pronta em
ingrediente cru, determinou-se o indice de rendimento das
preparacOes por meio da relagdo entre o peso do alimento
preparado e o peso do alimento cru (sem considerar a agua de
adicao).
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Analise comparativa dos dados

Os dados laboratoriais foram comparados com 0s
estimados por meio de tabelas de composicdo de alimentos,
através da diferenca entre o valor médio de energia e de
nutriente de cada preparacdo em estudo (analise direta) e o
valor encontrado nas tabelas ou softwares (andlise indireta).

Para analisar as diferencas existentes entre os valores
obtidos por meio deandlise diretae aquelespor andliseindireta,
foi aplicado o teste t de Student, com nivel de significanciade
5%. Os valores da andlise indireta foram considerados Unicos
e constantes em relagdo ao valor médio da andlise direta, da
gual eram conhecidos o0 nimero de amostras analisadas e 0s
desvios-padrées de cada preparagédo®. A formula apresentada
aseguir foi utilizada parao calculo do testet.

t=X AFQ-Y ,onde:
sivVn

X pro = Médiadaandisefisico-quimice;
Y =valor Unico e constante da tabela ou software;
t=valor det;

S = desvio-padréo;

n = ndmero de amostra.

A magnituderelativadadiferencaentreandlise diretae
andlise indireta dos valores de energia e de nutrientes foi
estimada conforme aseguinteférmula

A% =(XAFQ-Y)x 100, onde:
X AFQ

A % = Diferenca percentual;

X pro = Médiadaandisefisico-quimica;

Y = valor Unico e constante da tabela ou software.

RESULTADOS

A composi¢do em nutrientes e valor energético das
preparagoes a base de milho estdo descritos na Tabela 2. Os
indices de rendimento constatados no presente estudo e usados
nas analises indiretas para a correcdo do peso do alimento
cozido em peso do alimento cru foram, em ordem decrescente:
angu demilho 2,52; canjicademilho 1,15; pamonhade sal 0,98;
bolo de fuba 0,89; pamonhaamoda e doce frita 0,88; curau de
milho 0,87; broadefuba0,82; pamonhaassada 0,81; pamonha
desal frita0,78; pamonhade doce 0,77 e pamonhaamodafrita
0,70.

O angu de milho foi a preparagdo com menor valor
energético (38,63 kcal/100g), o que ja eraesperado, devido ao
seu elevado teor de umidade (cerca de 90g/100g) e baixa
concentracdo em macronutrientes. Ao contréario, abroadefuba
destacou-se pel o seu alto valor energético (391,91 kcal/100g) e
contelido em carboidratos e lipidios (47,07 e 18,27g/100g,
respectivamente). As pamonhas também apresentaram teores
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elevados de lipidios (cerca de 10 a 23g/100g), sendo que as
pamonhasfritasforam as preparagcdes com maior quantidade de
lipidios dentre todas analisadas, evidenciando uma €elevada
densidade energética devido as quantidades consideraveis de
banha de porco e 6leo vegetal utilizados nessas preparactes
(Tabelal).

Por outro lado, observou-se baixas quantidades de fibra
alimentar total nos pratos a base de milho, aproximadamente
1,09/100g, com excegdo dacanjicade milho ebolo defubd, cujos
valoresforam acimade 2,0 g/100g.

Constatou-se, ainda, que as preparacdes estudadas
continham pequenas quantidades de cinzas, entretanto alguns
pratos destacaram-se com valores acima de 2g/100g (bolo de
fub& e as pamonhas amoda, amodafritaedesa frita).

Na Figura 1 estdo representadas as diferencas
percentuai s encontradas entre os valores das andlises diretas e
indiretas para energia e macronutrientes.

Observou-se que os dados das andlises indiretas foram
significativamente superiores aos valores encontrados nas
andlises diretas, havendo superestima de valores de até 110%.
Como a diferenca positiva entre os dados analisados e o0s
tabelados ndo ultrapassou 40%, a composi¢ao quimica foi
superestimada nas tabelas, na maioria dos casos. Destaca-se
gue os valores de energia de 11 preparacdes (93%) foram
superestimados na tabela e nos dois softwares. Em relaco aos
valores de lipidios e carboidratos, todas as andlises indiretas
superestimaram 83% dos dados paraambos, sendo o software 2
0 que apresentou 0s maiores percentuais de diferenca para
carboidratos e lipidios. Os valores para proteina, por sua vez,
foram superestimados na tabela e no software 2 em 58% dos
casos, sendo o Unico macronutriente que apresentou subestima
consideravel nas 3 fontes indiretas pesguisadas.

Constatou-se que os valores de umidade foram
subestimados em todas as andlises indiretas, exceto para broa
de fuba e pamonha assada (Tabela 2). Em relagdo ao teor de
cinzas, todos os dados obtidos na tabela estavam
superestimados, ao passo que no software 2 houve subestima
em 92% dos casos. O conteldo de fibra alimentar foi
superestimado nas tabel as em 83% das preparacles, atingindo
percentuais de diferencade até 200%, superioresaosdosdemais
nutrientes. O software 2 apresentou valores mais proximos da
andlise direta, superestimando o conteddo de fibras em apenas
50% das preparacdes.

DISCUSSAO

Dados sobre indice de rendimento de preparagfes
usualmente consumidas S0 escassos na literatura brasileira,
levando a uma enorme dificuldade na avaliagdo dietética de
individuos e de popul aces, visto que as tabel as de composi¢éo
de alimentos ndo possuem grande variedade de preparagoes.
Assim, o profissional de nutricdo necessita desagregar os
ingredientes da receita para estimar as quantidades de cada
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Tabela 2. Composicao centesimal e valor energético (andlises diretaeindireta) de pratos tradicionais a base de milho.

Prato Anélise Composicdo centesimal (g/100g) e energia (kcal/100g)
Umid Ener Prot Lip Carb Cinz FA
Angu de milho AFQ 89,85 38,63 1,15 0,53 732 0,26 0,89
TAB 85,88* 51,19* 1,31* 0,32* 11,03* 0,32* 1,14*
S1 87,07* 50,99* 1,30* 0,32* 10,99* 0,32* -
S2 83,32% 50,99* 1,30* 0,32* 10,99* 3,47 0,59*
Bolo de fuba AFQ 3530 287,56 5,50 9,32 4542 2,37 2,09
TAB 25,41* 358,45% 6,12 16,61* 47,26 2,76% 184
S1 27,99* 357,87* 5% 16,67¢ 46,61* 2,79* -
S2 30,53* 360,38* 5,29 16,75* 47,04* 0,20* 0,19*
Broa de fuba AFQ 2223 391,91 9,81 18,27 47,07 0,95 1,67
TAB 31,44* 350,52* 9,27* 17,46* 39,68* 1,00* 1,15*
S1 32,79* 348,76* 9,23* 17,45¢ 39,70* 0,83* -
S2 65,27% 342,47% 8,33 16,46* 39,88* 0,34* 0,26*
Canjica de milho AFQ 64,55 146,10 4,01 394 24,37 0,65 245
TAB 45,42+ 183,82* 5,65% 8,16* 32,65* 0,76* 7,36%
S1 48,19* 227,16* 5,36* 457 41,41* 0,47* -
S2 35,73% 272,96* 6,67% 4,67* 50,80% 0,22* 191
Curau de milho AFQ 66,17 142,97 282 254 27,21 0,88 0,38
TAB 60,97% 155,34* 3,33 2,13 31,58* 1,01* 0,98*
S1 62,08* 155,17* 3,25* 2,15* 31,61* 0,91* -
S2 62,56% 154,91* 3,17+ 2,12* 31,47* 0,17* 0,51*
Pamonha a moda AFQ 57,52 234,10 521 1538 18,72 2,18 0,99
TAB 47,65* 295,49* 6,11* 21,31* 20,01* 2,89* 2,03*
S1 50,31* 294,48* 6,10* 21,29* 20,04* 2,26* -
S2 48,86* 309,53* 7,66* 22,10* 20,02* 0,30* 1,06
Pamonha a moda frita AFQ 46,56 303,78 6,67 20,77 2255 2,29 117
TAB 18,65* 514,62* 7,47% 43,40* 24,46% 3,53* 2,49*
S1 21,92* 531,39* 7,45* 43,38* 24,49* 2,76* -
S2 21,43¢ 522,59* 9,39* 43,01* 24,51* 0,37* 1,29*
Pamonha assada AFQ 37,18 295,98 5,29 10,81 44,39 142 0,91
TAB 33,12* 309,63* 6,14* 12,63* 24,42 1,67* 2,02*
S1 37,12 299,11 4,90* 12,15* 44,26 157* -
S2 37,54% 300,46* 4,80* 12,15* 44,81* 0,54* 0,16*
Pamonha de doce AFQ 47,45 258,03 332 11,01 36,42 0,79 1,01
TAB 25,99% 372,73 4,12* 19,18* 47,14* 1,31* 2,26*
S1 28,33* 372,60* 411* 19,12* 47,17 1,27* -
S2 28,10% 372,16* 4,11* 19,12* 47,30* 0,19* 1,18*
Pamonha de doce frita  AFQ 34,97 345,41 3,65 18,11 41,95 094 0,39
TAB 26,71* 401,48 3,60 25,31* 41,25 1,15* 1,98*
S1 28,69* 400,98 3,60 25,33* 41,27 1,11* -
S2 28,57% 392,80 3,60 25,25* 41,38 0,17+ 1,03*
Pamonha de sal AFQ 57,59 231,27 416 14,95 20,01 1,95 1,34
TAB 51,30% 269,19* 3,99 18,96* 21,06* 2,53* 2,16*
S1 53,47* 268,81* 4,08 18,92¢ 21,05* 2,48* -
S2 54,74* 268,82% 3,98 18,92* 21,05* 0,19* 1,12*
Pamonha de sal frita AFQ 4328 325,63 5,43 22,66 25,00 241 123
TAB 24,71* 462,88* 5,01* 37,92% 26,46 3,18* 2,72*
S1 27,55* 462,41* 5,00* 37,88* 26,45 3,12* -
S2 28,92% 454 51* 5,00% 37,88* 26,45 0,24* 1,41*

Umid = Umidade; Ener = Energia; Prot = Proteina; Lip = Lipidios; Carb = carboidratos; Cinz = Cinzas; FA = Fibra alimentar.
AFQ = Andlise fisico-quimica; TAB = tabela (IBGE)” , exceto para fibra alimentar ** e dados da composi¢ao centesimal do
milho branco da canjica de milho®; S1 = software 1 (Diet PRO)? ; S2 = software 2 (Virtual Nutri)?®.

* Valores estatisticamente diferentes das médias da andlise direta pelo teste t (p < 0,05).
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alimento usando o indice de rendimento da preparacéo. Nesse
processo, pode ocorrer 0 aumento ou areducéo da composi¢ao
nutricional em funcdo da quantidade de agua de adic¢éo, como
constatado no presente estudo parao angu de milho eapamonha
amodafrita(Tabela?2).

A grande maioriadas preparacdes apresentou diferencas
significativas (p<0,05) na comparagéo entre os resultados
analisados em laboratorio e os dados disponiveis nas tabelas e
softwares, sobretudo para lipidios, que atingiram diferencas
percentuaisde—110a17% (Figural). Essatendénciadaandlise
indireta em superestimar o contetido de lipidios de alimentos
processados jafoi relatada na literatura®?. A gorduraresidual
em recipientes e utensilios usados no preparo dos alimentos, a
incorporacéo da gordura de preparo ao alimento, bem como o
método analitico empregado, sdo alguns fatores que podem
explicar taisdiferencas'®. Paraaproteina, osresultadosdaandlise
indiretasuperestimaram em no méaximo 65% osvaloresdaandlise
direta. Ao contrério, este macronutrientefoi o mais subestimado
pelaandliseindireta, atingindo diferengas de 40% (Figural).

Entre as tabelas de composi¢do de alimentos e 0s
softwares utilizados neste estudo, verificou-se que a maioria
congtitui-se de dados compilados de fontes internacionais. O
uso de dados de origem estrangeiraapresentaal gumas|limitaces
para estudos dietéticos, sobretudo por ndo conter alimentos e
preparacoes usual mente consumidos no Brasil®*®. Por outro lado,
aauséncia de informactes sobre técnicas de analises quimicas,
como os critérios e formas de amostragem, torna ainda mais
limitante o uso de tabel as. Segundo Southgate e Greenfield®, o

] B Energia Proleina WM Lipidio  Hl Carboidralo |

TAB

51
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— r r 1 111t 1t 717111t & 11T 1T 7177
-120 -110-100 -90 -80 -70 -60 -50 -40 -30 -20 -10 O 10 20 30 40 50

Porcentagem (%)"

Figura 1. Diferengas percentuais entre andlises direta e indireta de pratos
tradicionais a base de milho, para energia e macronutrientes.

* Valores negativos indicam superestimagdo dos dados tabelados em rela-
¢&o aos laboratoriais, e os p?sitivos, subestimagao. "

Sl = software 1 (Diet PRO) ; S2 = software 2 (Virtual Nutri) ; TAB =
tabela (IBGE)7 , exceto para dados da composi¢ao centesima do milho
branco da canjica de milho .
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ndmero de amostras e o desvio-padrao sdo fundamentais para
a avaliacdo dos dados das andlises indiretas.

Em relagdo ao significado nutricional das constatagdes
do presente estudo, vale destacar a tendéncia das tabelas de
composi ¢&o quimica de alimentos em superestimar valores de
energia, de lipidios e de carboidratos, assim como de fibra
alimentar, o que pode limitar e comprometer as agdes voltadas
para a prevencado e tratamento de distdrbios que envolvem o
controle do balanco energético, especialmente obesidade e
diabetesmelito.

Conclui-se que as diferencas entre os dados de tabelas
eosanalisados em laboratorio, em relagdo ao valor nutritivo de
alimentos preparados, sdo relevantes e, portanto, os materiais
disponiveis sobre composi ¢ao de alimentos devem ser utilizados
com ressalva. Sendo assim, reforca-se a necessidade de
elaboracdo de umatabela de composi¢éo de alimentos a partir
dedados de andlisesfisico-quimicas de alimentos e preparagdes
usua mente consumidos no Brasil.
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RESUMO

Os nitritos e nitratos acumulam-se naturalmente nos vegetais pelo efeito de diversos fatores, como
temperatura, pluviometria, irrigacdo, regime de fertilizac&o nitrogenada e insolag&o, podendo ocasionar
riscos asalide humana, rel acionados a possibilidade de ocorrénciadametahemogl obinemiae daformacéo
de N-nitrosaminas com efeitos carcinogénicos, teratogéni cos e mutagénicos. O objetivo destetrabalhofoi
avaliar o teor denitritos e nitratos presentes em horticol as convencionais (C), organicas (O) e hidropbnicas
(H), produzidas e/ou comercializadas na Regi&o Metropolitanade Curitiba. Foram coletadas 141 amostras
dehorticolasincluindo C, O eH e determinados osteores de nitritos e nitratos por cromatografiaiénicade
dtaeficiéncia. As culturas que apresentaram as maiores concentracdes (em mg/kg) de nitritos e nitratos
foram: agrido C, O eH (498,37; 3259,59 £2623,6); dface C, O eH (798,86; 459,98 € 1778,64); eespinafreCe
0 (1376,53 e 877,73). Consequentemente, foram as que apresentaram as maiores restri¢cdes ao consumo,
variando de cercade 81 e 100 g para o agrido organico e hidropbnico, 330 e 148 g paraaalface convencional
ehidropbnicae 192 a301 g parao espinafre convencional e hidropdnico, considerando alDA paranitritos
enitratosfixada pelaComunidade Européiae FAO/WHO, paraumapessoacom 70 kg. Osmenoresvalores
foram obtidos nas culturas de batata C e O (75,83 e 15,52). O estudo indicou grande variacéo entre as
culturas, o que sugere a necessidade de monitoramento e técnicas de manejo mais apropriadas para cada
tipo de horticola.

Palavras-Chave. nitritos, nitratos, nitrosaminas, alimentos organicos, alimentos hidropdnicos, HPIC.

ABSTRACT

Nitrites and nitrates are naturally accumulated in vegetables because of the effect produced by several
factorsastemperature, quantity of rainfall, irrigation, nitrogen fertilization regime, and sunstroke. Occurrence
of contamination with chemical compounds may possibly cause risks to human health, related to the
possibility of N-Nitrosamines formation, which may induce metahemoglobinemia, and because of their
cancerogenic, teratogenic, and mutagenic effects. The goal of this study was to evauate the drift of
nitrites and nitrates present in conventional (C), organic (O) and hydroponic (H) horticultures produced
and/or commercializedin the metropolitan region of Curitiba. A total of 141 samplesof C, O and H horticultures
were collected, and nitrites and nitrates contents were determined by means of HPIC. The highest
concentration levels (in mg/kg) of nitrites and nitrates were detected in: C, O and H watercress (498.37,
3259.59, 2623.60, respectively); C, O and H lettuce (798.86, 459.98, 1778.64, respectively); Cand O spinach
(1376.53, 877.73, respectively). Consequently, according to the nitrites and nitrates contents established
by DDI, EC, and FAO/WHO for a person weighting 70 kg, the analyzed horticultures presented highly
restricting values for human consumption, that is: 81g and 100g in organic and hydroponic watercress,
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respectively; 330g and 148gin organic and hydroponic | ettuce, respectively; 192g and 301gin conventional
and hydroponic spinach, respectively. The lowest valueswere obtained in C and O potato cultures (75.83
and 15.52, respectively). The present study indicated a great variation of these substances among the
cultures, which suggests the necessity of monitoring and the most adequate handling techniquesfor each

type of horticultural.

Key Words. nitrites, nitrates, nitrosamines, organic foods, hydroponic foods, HPIC.

INTRODUCAO

A ataconcentragdo de nitritos e nitratos em vegetais e
seus possivels efeitos sobre a salide humana, principalmente
em criangas, tem despertado a atencéo de pesquisadores e
0rgaos de protecdo a salde durante muitos anos®2:%,

Em 1990 e 1995, aEuropean Commission’s(EC) Scientific
Committeefor Food (SCF) eem 1996, o Joint Expert Committee
on Food Additives FAO/WHO (JECFA FAO/WHO)
consideraram a presenca de nitrito e nitrato nos alimentos e
suas implicagdes para a salide humana, fixando uma Ingestéo
Didria Admissivel (IDA) para os nitratos (3,7 mg/kg de peso
corporal (pc) de ion nitrato e 5 mg/kg pc de nitrato de sddio) e
paraosnitritos (0,07 mg/kg pc deion nitrito e 0,08 mg/kg pc de
nitrito de sddio). Parauma pessoa com 70 kg corresponde aum
aporte diario maximo admissivel de 259 mg deion nitratoe4,9
mg de ion nitrito??%%,

OsLimitesMaximosTolerados (LMT) paranitratosem
vegetais ndo estdo bem definidos e sdo muito divergentes.
Alguns autores reportam esses limites variando (em mg/kg de
massafresca) de 1000 naltalia, 2000 naAlemanha, 2500 a4500
para aface e 2000 a 3000 para espinafre na Franga. Ja na
lugoslavia, foi estabelecido o maximo de 50 mg/kg de KNO, para
alimentosinfantis preparados com vegetais-*%%, Entretanto, ha
gue ser considerado alngestéo DiariaAceitavel (IDA), otipo, a
guantidade e o sistemade cultivo do alimento ingerido, alémda
idade do consumidor, entre outros fatores'%s,

No Brasil, aindando existe umalegisacéo especificaque
regulamente os Limites M aximos Permitidosou alngestéo Didria
Aceitavel paranitritose nitratos em alimentos de origem vegetal,
apenas paraprodutos carneos (150 e 300 mg/kg, respectivamente)®
e aguas de abastecimento (1 e 10 mg/kg, respectivamente)™.

Osnitritos e nitratos sdo de ocorréncianatural em todas
as plantas, como fonte essencial de nitrogénio e necessarios
para o seu crescimento normal . Dados obtidos em alguns estudos
mostram que folhas, caules e flores de vegetais sdo ricos em
nitratos, havendo hortalicas, como beterraba, rabanete, espinafre
edface, que apresentam particularmente atas concentrages’,

Os nitratos acumulam-se nas plantas pelo efeito de
diversos fatores, como temperatura, pluviometria, irrigacéo,
regimedefertilizagdo nitrogenadaeinsolagéo. EstesdoisUltimos
sdo fatores determinantes da acumulagdo de nitratos nas
horticolas, que contribuem com 80 a87% do aporte de nitratos
naalimentacdo humana'%.

O perigo do nitrato a saide humana reside na
probabilidade de sua reducgéo, antes ou apos a ingestdo dos

alimentos, e principal mente nos compostos que pode originar
no tubo digestivo. As hortaligastendem aacumular nitrato (NO,
) nos seus tecidos, que sendo ingerido com os alimentos, no
trato digestivo, pode ser reduzido anitrito (NO,), entrando na
corrente sangliinea, oxidao ferro (Fe,* — Fe;") dahemoglobina,
produzindo a metahemoglobina. Esta forma de hemoglobina é
inativa e incapaz de transportar 0 oxigénio para a respiragéo
normal das células nos tecidos, causando a chamada
metaemoglobinemia. Esse risco é maior em criangas, devido a
baixa acidez do estbmago das mesmas. Existe também a
possibilidade de formacg&@o de N-nitrosaminas, substancias
consideradas carcinogénicas, mutagénicas e teratogénicas, a
partir dareac&o de nitritos e nitratos com aminas secundarias,
em condi¢Bes semelhantes as vigentes em estdmagos de
mamiferost33%,

Laraet . investigaram a presenca de nitratos em 85
amostras de alimentos infantis, espinafre fresco e cozido, para
verificagdo dos niveis nestahortalica. Osresultados mostraram
um alto nivel de nitrato em produtos a base de espinafre,
atingindo 2.314 mg/kg no creme de espinafre, 486 mg/kg nas
folhas de espinafre cozido, 2.028 mg/kg na égua de coccéo e
2.629 no espinafre fresco, expressos em NaNO,. Foi proposto
pelos autores, e aceito pela empresa responsavel pela
comercializacdo dos cremes de espinafre, aretiradados mesmos
de sualinhade fabricagao.

Visando atender ademandaalimentar da populacéo e as
tendéncias do mercado atual, a ciéncia agricolatem trabalhado
com novas formas de cultivo de horticolas, como a agricultura
orgénica e a hidropbnica, entre outras*12%,

A hidroponia, de origem grega (hidro = dgua; ponos =
trabalho) pode ser definidacomo o método capaz de desenvol ver
plantas naausénciado solo ou, simplesmente, cultivar sem solo.
Os nutrientes que a planta precisa para seu desenvolvimento e
producdo sd@o fornecidos somente através da &gua. Este
significado opde-se aagriculturaconvencional, que poderiaser
denominada de geoponia (geo = terra), ou agroponia, que
significa“trabalho daterra’ ou simplesmente agricultura?’,

Tanto no sistema de cultivo convencional como no
hidropdnico, é permitido o uso de agrotoxicos e fertilizantes
guimicos altamente solGveis, 0 que pode alterar acomposicéo e
gualidade dos aimentos, além da contaminag&o ambiental, do
produtor e do consumidor. Em relacdo ao sistema de cultivo
hidropbnico, 0 mesmo apresenta custos iniciais elevados,
necessidade de prevencdo contra falta de energia elétrica,
indispensaveis conhecimentos técnicos e de fisiologia vegetal
parao acompanhamento freqliente do funcionamento do sistema
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edasolucdo nutritiva, o que, supbe-se, tém desencorajado muitos
produtores!?27:3,

Segundo alnstru¢do Normativan®007 de 17 demaio de
1999, o sistemade cultivo organico estabaseado nos principios
do desenvolvimento sustentavel: ecologicamente correto,
economicamenteviavel e socialmentejusto. O controlede pragas
é feito preventivamente e ha utilizacdo apenas de adubo
organico. O termo “agriculturaorganica’ é atualmente utilizado
com um sentido mais amplo, abrangendo os sistemas de
agriculturaorgéanica, biodinamica, natural, biol 6gica, ecoldgica,
permacultura, regenerativa, agroecol dgicae, asvezes, agricultura
sustentavel (BRASIL, 1999)°. Essas normas foram atualizadas
pelo Ministério da Agricultura no dia 10 de Janeiro de 2002,
atravésdalnstrugdo Normativan® 006 e no dia 23 de dezembro
de 2003, atravésdal ei n°10.83158°,

No @mbito internacional, a FAO/WHO elaboraram a
Norma Codex de Rotulagem de Produtos Organicamente
Cultivados e os EUA também apresentaram a Politica
Norteamericana para Alimentos Organicos. Na Europa, foi
elaborado em 1991 o Regulamento n°® 2092/91 paraa producdo
bioldgica de produtos agricolas, sendo efetuada uma Ultima
alteragdo em 19/02/2000%2124,

Estudos que comparam alimentos obtidos pel os sistemas
de cultivo convencional, organico e hidropdnico em relagéo ao
seuvalor nutricional, qualidade sensorial e segurancaalimentar
tém sido realizados. Com excegdo do contetdo de nitratos,
vitamina C e solidos totais, ndo ha evidéncias fortes de que
alimentos orgénicos, convencionaise hidroponicos diferemem
suas concentracfes de nutrientes, havendo necessidade de
novos estudos*2%,

Miyazawa et a.* avaliaram 101 amostras de alface
obtidas através de trés diferentes sistemas de cultivos. O teor
denitratos nasfol has de alface variou entre 250 a 11600 mg/kg
(matéria seca) e acompanhou a ordem de concentragao
conforme o sistema de cultivo: organico < convencional <
hidropbnico. Segundo os autores, a crescente tecnificagdo da
agricultura gerou distarbios nas plantas, que ndo séo
adaptadas a intensas adubacdes para 0 aumento da
produtividade, principalmente em hortalicas folhosas
(espinafre, brécalis, couve, alface, agrido). O uso excessivo de
fertilizante com base nitrogenada, associado a frequente
irrigagdo, acumula nitrato (NO,) e nitrito (NO,) nos tecidos
das plantas, e no caso do nitrato o acimulo € maior em baixa
[uminosidade (dias nublados e curtos, sombras e pelamanha).
Os fatores genéticos sao responsaveis pelas variacdes entre
espécies e cultivares expostas a mesma condi¢ao de cultivo,
espacamento adensado, pragas e doencas.

Estes estudos indicam que ainda que o nitrato possa
ocorrer natural mente nos vegetais, pode haver o aumento e/ou
acumulo por fatores ambientais e genéticos, entre outros,
relacionados ao préprio vegetal, porém trazendo riscos asalde.

A agriculturadaRegi& Metropolitanade Curitiba(RMC)
esta voltada basicamente para a produgao de horticolas,
respondendo por 50% da producéo do Estado do Parana (cerca
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de 784 mil toneladas). Todavia, parte destes alimentos apresentam
residuos de agrotéxicos’ 314041 4246495057

Neste contexto de producdo agricola, em especia nos
ultimos sete anos, o nimero de produtores e a demanda por
produtos organi cos aumentaram no Paranée, principalmente, na
RMC. Segundo aEMATER-PR?, isto pode ser evidenciado pelo
crescimento do ndmero de produtores superior a 500%, assim
como pelapropor¢do de 50% dos 3908 produtores organicoscom
certificagdo, em 2003, e osdemais em fase de conversdo entre 0s
sistemas de cultivo convencional ao organico.

A cromatografia ibnica é apropriada para uma andlise
répida e simultanea de anions em amostras de vegetais
(horticolas em geral), uma vez que a relativa facilidade de
operagdo e preparo minimo daamostraconduzem asuaaplicacdo
na andlise de rotina. Este método analitico esta ganhando uma
ampla aceitacdo como um método Util e adequado para a
determinagéo de anions (CI, NO,, NO_, PO,* e SO,*) em
amostras do meio ambiente e na pesquisa agricola. Essas
amostras eram tradicionalmente analisadas por métodos
espectrof otométricos ou el etroquimicos, mas estes podem sofrer
interferénciade outras espécies presentes além de consumirem
muito tempo*!1858

Neste sentido, o objetivo do presente trabalho foi avaliar
osteoresdenitritosenitratos em horticolas produzidasnaRMC
pel os sistemas de cultivo convencional, organico e hidropbnico
por cromatografiaidnicade altaeficiéncia.

MATERIAL E METODOS

Material

Amostras

Entre varios tipos de horticolas produzidas e/ou
comercializadasnaRM C foram selecionadas: agrido d’ égua, cv.
FolhaLarga(Nasturtium officinale R. Be., Brassicaceae), alface
crespa, cv. Verdnica(Lactuca sativa L., Compositaceae), batata,
cv. Mona Lisa (Solanum tuberosum L., Solanacea€), cenoura,
cv. Brasilia (Daucus carota L., Umbelliferag), couve-flor cv.
Terezopolis (Brassica oleracea L., Cruciferae), espinafre, cv.
NovaZelandia (Tetragonia tetragonoides (Pall.) O. Kuntze (T.
expansa), Aizoaceae), morango, cv. Tundlas e Camarosa
(Fragaria ananassa Duch., Rosaceag), pepino caipira, cv. Prima
pax (Cucumis sativus L., Cucurbitaceae), tomate cergja, cv. Cindy
(Lycopersicum esculentum var. cerasiforme (Duval) A. Gray.,
Solanaceae) etomate salada, cv. Caqui ou Carmen (Lycopersicum
esculentun var. L., Solanaceae).

A selecdo das amostras baseou-se nos seguintes
critérios: culturas convencionais com maiores indices de
contaminagdo com agrotdxicos em monitoramentos ef etuados
pela Secretaria da Salde do Estado do Parana no periodo de
1982 a2000 e culturas convencionais, organicas e hidropbnicas
mais comercializadas na RM CY7:2027464957,

No periodo de abril/2001 ajaneiro/2002, foram coletadas
141 amostras de horticolas (62 convencionais, 62 organicas e
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17 hidropdnicas), adquiridas em supermercados, feiras, CEASA-
PR, associagfes de produtores (AOPA, APAC) e diretamente
com produtores, em estédio de maturagdo comercial, de acordo
com os Procedimentos de Retirada de Amostras>*4.

Meétodos

Preparo das amostras

Oslotesdasamostras, com cercade 5 quilos cada, foram
coletados e transportados para o laboratério de QuimicaAnalitica
Aplicada/lUFPR, dentro de caixas deisopor contendo gelo, em
um periodo méximo de trés horas apds a col eta.

As amostras foram ligeiramente lavadas com agua
corrente e &gua destilada (para eliminar sujidades) e secas
ligeiramente com guardanapo de papel (pararetirar o excesso de
umidade). Em seguida, foram levadas a estufa com circulacgéo
forcadade ar (Marconi MA 035), natemperatura de 55-60° C,
durante 12 horas ou até peso constante. Apds homogenei zadas
etrituradas em um multiprocessador de alimentos (Wallitamega
master pro), em baixarotagdo (3000 rpm) por doisminutos, foram
passadas em tamis de 2 mm de diémetro.

Determinag¢&o da umidade

A umidade das amostras foi determinada em estufa
(Marconi MA 035) com circulagéo forcada de ar, com
temperaturade 55-60° C durante 12 horas, ou até peso constante,
conforme método 925.10 daAOACE,

Preparo da amostra para analise

Pesou-se 0,5g de amostra seca e transferiu-se para um
bal&o volumétrico de 100 mL com auxilio de agua destilada e
deionizada. Deixou-se em contato por 1 hora agitando-se
ocasionalmente. Compl etou-se o volume e filtrou-se em papel
filtro faixapreta (Whatmann 389).

Determinacéo de nitritos e nitratos por HPIC

Os teores de nitritos e nitratos foram determinados
conforme metodol ogia4110 B, descritano Standard Methods®.

Procedeu-se aleituradiretaem um Cromatégrafo | 6nico
deAltaEficiéncia(HPIC), Dionex model o DX-500, consistindo
de coluna lon-Pac AS14A (4x250mm); pré-coluna AG-14
(4x50mm); detector de condutividade modelo ED 40; amostrador
automatico modelo AS 40, observando-se as recomendacfes
do manual do usuério daDIONEX?®, bem como os parémetros
de calibracdo e validac&o dametodol ogia utilizada.

As condic¢Bes de operacéo foram as seguintes: eluicéo
isocrdtica; fluxo 1,2mL/minuto; volumedeinjecdo 50 uL ; limite
de deteccéo 0,05mg/L; limite de quantificagdo 0,05mg/L ; faixa
de recuperacdo 97-104%; €l uente misturade Na,CO,(8mmol/L)
eNaHCO,(Immoal/L) .

Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente
utilizando-se o programa M Soffice Microsoft Excel* para o
calculo das médias, desvio padrao e coeficiente de variancia.

Com o auxilio do programa Minitab®, os dados foram
submetidos a andlise de variancia e teste F para verificar a
ocorréncia de diferengas estatisticamente significativas
(pd”0,05) entre os sistemas de cultivo avaliados, paracadatipo
de cultura. As médias foram comparadas pelo Teste de Tukey
para identificar as diferencas entre os tratamentos orgéanico,
convencional e hidropdnico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A determinagdo denitritose nitratos, mesmo que limitada
aproducao regional, serve ndo apenas paraagregar informagdes
sobre os teores destes compostos em diferentes horticolas,
mas também avaliar, comparativamente, os sistemas de cultivo
eindicar a seguranga no consumo das mesmas.

Os teores de nitritos e nitratos em diversas horticolas
produzidas em condic¢des de sistemaconvencional (C), organico
(O) ehidropbnico (H) produzidas e/ou comercializadasnaRMC
s80 apresentados na Tabela 1.

A Tabela 1 mostra que a maioria das amostras ndo
apresentou diferenca estatisticasignificativa (pd” 0,05), quando
comparados os sistemas de cultivo convencional e organico,
porém diferindo das amostras obtidas pelo sistema de cultivo
hidrop6nico. Apesar disto, de um modo geral, os dados
encontrados no presente trabalho apresentaram grande
amplitude entre os valores minimo e maximo, o que pode
justificar os altos valores no desvio padréo. Em alguns casos,
0 desvio padrao excede amédia, fato que explicaando ocorréncia
de diferenca estatistica significativa (ns) entre algumas das
culturas analisadas, quando comparadas em relacéo ao sistema
de cultivo.

Alguns estudos!!162629% que compararam horticolas
(espinafre, agrido, alface, batata, tomate e cenoura) cultivadas
nos sistemas convencional e organico, tratadas com diferentes
tipos de fertilizantes, em relac8o aos teores de nitrogénio e
nitrato, ndo mostraram diferencas estatisticamente
significativas, devido a consideravel variabilidade de valores
encontrados. Entretanto, outros autores apontam niveis mais
baixos de nitratos para os produtos orgénicos, principal mente
nas culturas de alface, batata, cenoura e espinafre*3233 445153,

Outros dados de literatura mostram grandes variactes
nos niveis de nitratos obtidos nas amostras de horticol as, como
espinafre (82 mg/kg a3784 mg/kg), aface (396 mg/kga5735 mg/
kg) ecenoura (18 mg/kg a947 mg/kg) analisadas por diferentes
pesquisadores, devendo ser considerados fatores, como
amostras obtidas através de diferentes tipos de cultivo e
variagoes edaf ocliméati cas®*,

AindanaTabela 1 observa-se que as culturas de agri&o,
couve-flor, cenoura e pepino apresentaram concentraces
médias maiores de nitratosno sistema organico; as culturas de
alface, batata, morango no sistema convencional e
concentracBes similares nas culturas de espinafre e tomates
provenientes dos sistemas orgéanico e convencional. Quando
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Tabela 1. Teores de nitritos, nitratos e umidade em horticolas obtidas pelos sistemas de cultivo convencional, organico e
hidrop6nico na Regido Metropolitana de Curitiba

Convencional Organico Hidrop6nico
Culturas Determinagdes n MédiatDP n MédiatDP n Média
Agrido NO, 06 481,0+£683,28™ 06 585,86+680,20™ 06 941,20+641,87™
NO, 17,32+6,66" 2673,74+4152,86"™ 1682,42+2446,88"
S 498,32+683,08™ 3259,60+4485,62" 2623,62+2421,26"™
Umidade 92,32+2,06™ 92,33+2,10™ 94,18+1,25™
Alface NO, 06 368,53+449,63™ 06 196,14+334,36"™ 06 670,94+424,87
NO, 430,34+386,59™ 263,83+162,66"™ 1107,70+1424,96™
S 798,86+679,78° 459,97+347,61° 1778,64+1308,61°
Umidade 94,18+0,57" 94,46+0,49" 94,77+1,01"
Batata NO, 06 3,03+3,37™ 06 0,00+0,00™ - -
NO, 72,80+140,20™ 15,52+5,83"
S 75,83+138,72" 15,52+5,83"
Umidade 82,22+0,59? 78,74+£3,01°
Cenoura NO, 06 69,62+123,34" 06 230,64+373,99™ - -
NO, 640,73£512,19™ 796,04+369,71"™
S 710,35+£487,91™ 1026,68+689,09"
Umidade 90,46+0,67™ 90,30+2,31"
Couve-flor NO, 06 45,95+61,13" 07 8,57+13,78™ - -
NO, 54,23+92,72™ 196,54+212,45"
S 100,18+146,11" 205,11+207,66"
Umidade 90,93+0,88™ 90,86+1,84™
Espinafre NO, 07 1109,78+358,54? 06 596,66363,07° - -
NO, 266,75+311,01" 281,07+614,96"™
S 1376,53+237,22" 877,73+786,61™
Umidade 92,17+2,23™ 93,02+1,18™
Morango NO, 07 32,85+29,25™ 06 40,45+30,66"™ - -
NO, 153,37£111,82™ 89,09+51,36"
S 186,22+100,61"™ 129,54+53,96"
Umidade 90,68+1,17™ 90,42+1,20™
Pepino NO, 06 37,02+86,26" 06 14,35+30,12"™ - -
NO, 246,92+198,13™ 427,38+411,79™
S 283,94+226,60™ 441,73+439,00™
Umidade 95,76+0,33™ 95,86+0,80™
Tomate cereja NO, 06 85,04+208,30™ 06 0,73+1,79 03 4,04+4,51m
NO, 183,68+114,18™ 181,18+94,78" 258,51+178,29
S 268,72+162,60™ 181,91+96,07™ 262,55+181,80™
Umidade 91,01+1,16™ 92,08+0,71™ 91,55+0,70™
Tomate salada NO, 06 57,34+136,47™ o7 1,91+1,46™ 02 7,08+6,38™
NO, 90,06+198,77" 98,32+92,56" 179,43+0,39™
S 147,40+£220,38™ 100,23£93,10™ 186,51+5,99
Umidade 93,52+0,42"™ 94,88+1,37"™ 94,16+0,80™
TOTAL NO, 62 229,02+442,35* 62 167,53+347,482 17 405,82+583,37°
NO, 215,59+295,942 502,27+1428,61° 807,02+1694,97°
S 444,61+530,98° 669,80+1617,08° 1212,84+1833,25°
Umidade 91,32+3,607 91,29+4,80? 93,49+1,50°

NOTA: S= somadosteores denitritos e nitratos;

n=numero de amostras analisadas; DP = desvio padréo, *valores apresentados

em base Umida, em mg/kg; a, b - médias namesma linha com letrasiguais ndo diferem estatisticamente entre si no nivel de 5%
(p<0,05); ns- ndo significativo; - ndo determinado (horticolas ndo disponiveis no sistema de cultivo hidropdnico naRMC)
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comparados ostrés sistemas, as culturas do sistema hidropdnico
apresentaram as maiores médias para osteores denitrato, exceto
na cultura de agrido do sistema organico.

As culturas que apresentaram as maiores concentragoes
(emmg/kg) denitritose nitratosforam: agrido C, O eH (498,37;
3259,59 £2623,6); aface C, O eH (798,86; 459,98 e 1778,64);
espinafre C e O (1376,53 e 877,73) ecenouraC e O (710,35 e
1026,68), sendo sugerido sua inclusdo em programas de
monitoramento.

Em alguns casos (agrido, aface e espinafre), os teores
de nitritos apresentaram-se elevados, chegando a superar os
teores de nitratos nas respectivas culturas. Para Petersen e
Stoltze®, geralmente os nitritos ocorrem nos alimentos em
concentracBes mais baixas do que os nitratos, emboracondi¢des
impréprias de transporte e estocagem possam elevar sua
concentragao.

O fato de a maioria das hortalicas hidropdnicas e
convencionais ter apresentado teores mais elevados de nitritos
e nitratos (Tabela 1) tem sido atribuido por alguns autores a
maior disponibilidade de nitrogénio nesses sistemas. No sistema
de cultivo hidropdnico, o fertilizante nitrogenado é fornecido
nas formas de nitrato, aménio e uréia. O nitrato dissolvido na
agua facilitaaabsorgdo pelaraiz, absorvendo uma quantidade
muito acima da capacidade da planta de reduzir o nitrato para
ambnia, acumulando o excedente no tecido vegetal. O sistema
de cultivo convencional também utilizafertilizantes quimicosde
médiaealtasolubilidade e concentracéo. Jano sistemade cultivo
organico, sdo utilizadas menores quantidades de fertilizantes
com menor concentragdo e disponibilidade de nitrogénio, como
adubos organicos a base de residuos animais e vegetais
(estercos, compostos, restos de folhas, vegetais, lixo organico,
etc.), além derochas moidas, que permitem umalentaliberacéo
denutrientes e baixalixiviagéio*6452,

Considerando que paraa Comissdo Européia®>Z e FAO/
WHO? uma pessoacom 70 kg corresponde al DA de 263,90 mg
de ions nitrato e nitrito, a Tabela 2 apresenta a IDA para cada
tipo de cultura/cultivo, calculadosapartir daTabelal. Observa
se que as culturas de agrido, aface e espinafre sdo as que
apresentaram as maiores restri¢gdes ao consumo, variando de
cercade 81 e 100 g para o agrido organico e hidropbnico, 330 e
148 g para a aface convenciona e hidropbnicae 192 a301 g
para o espinafre convencional e hidropdnico, respectivamente.
Para criancas devem ser considerados 10% dos valores
apresentados.

Osresultados apresentados vém justificar apreocupagéo
daNational Academy of Science—NAS® edaAgence Frangaise
de Securite Sanitaire désAliments - AFSSA? que estimaram ser
0S Vegetais 0s responsaveis por 80-87% dos nitratos em uma
dieta normal, recomendando a necessidade de procedimentos
que diminuam os niveis de nitratos nos alimentos e,
principalmente, nos vegetais componentes da dieta de bebés.
Algumas medidas poderiam contribuir para a diminui¢do dos
teores de nitratos nas horticol as, como amelhoriadafertilizacéo
nitrogenada através do limite dos adubos orgénicos ricos em

Tabela 2. Ingestéo Diédria Aceitavel — (IDA) — considerando
cada cultura analisada em relac&o aos nitritos e nitratos

Sistema de Cultivo

Culturas Convencional Orgénico  Hidropdnico
agriéo 52958 80,96 100,59
aface 33035 57373 148,37
batata 3480,15 1703387 -
cenoura 37151 25704 -
couve-flor 2634,26 1286,63 -
espinafre 191,71 300,66 -
morango 141714 2037,21 -
pepino 92942 597,42 -
tomate cergja 982,06 1450,72 1005,14
tomate salada 1790,37 263294 14144

NOTA: Valores apresentados em g de amostra fresca.

IDA - fixada pela EC (1992, 1998) e FAO/WHO (1996);
quantidade que pode ser consumida por um individuo com 70
kg para atingir 100% da IDA em relag8o a soma de nitritos e
nitratos.

nitrogénio de rapida assimilacdo, o monitoramento da
mineralizac&o do nitrogénio, além dalimitacéo dos plantiosem
estufa. Recomenda-se também a utilizacdo de bactérias que
degradam o nitrato junto aos ef luentes daindlstria, em especial
da agroquimica. A Pseudomonas halodenitrificans pode
degradar ininterruptamente mais de 40 kg diérios de nitratos por
metro cubico de efluente, transformando-os em nitrogénio
molecular, um elemento gasoso i nertel-2,

Para a AFSSA?, os métodos de agricultura biolégical
organicapermitem areducéo de 30 a50% nosteores de nitratos
das horticolas, em relacdo aos métodos convencionais, sendo
que os métodos de fertilizacdo (essencialmente organicos)
autorizados para esse tipo de cultura®®® explicam as diferencas
observadas. Essa reducdo parece interessante, uma vez que a
ingestéo diédria total de nitratos na Franca é pouco inferior a
dose didriaaceitavel e que asrecomendagdes nutricionaisatuais
apontam para um aumento no consumo de horticolas, devido a
seus efeitos potencialmente protetores (doencas cardio-
vasculares, céncer), ricos em fibras, vitaminas e outros
micronutrientes.

A comparacdo dos sistemas de cultivo pode ser afirmada
apenas para as condi¢des do estudo, visto a diversidade e
complexidade de fatores que influenciam a absorcao do
nitrogénio pelas plantas e sua consequiente transformacéo em
nitritos e nitratos™*%,

CONCLUSOES

Observou-se uma predominancia de amostras obtidas
pelo cultivo orgénico com menoresteores de nitritos e nitratos,
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quando comparadas as do sistema convencional e hidropdnico.

A concentragdo de nitritos e nitratos nas culturas
analisadas apresentaram aseguinte relacdo: aface, tomate cereja
etomate salada - O<C<H; espinafre, morango e batata - O<C;
agrido - C<H<O; couve-flor, cenourae pepino - C<O.

As culturas que apresentaram as maiores concentracoes
(em mg/kg) de nitritos e nitratos foram: agrido C, O e H (498,37;
3259,59e2623,6); dfaceC, OeH (798,86; 459,98e1778,64); expinafre
CeO(1376,53e877,73) ecenouraCe 0 (710,35e1026,68).

As culturas de agrido, aface e espinafre foram as que
apresentaram as maiores restri¢cdes ao consumo, variando de
cercade81 e 100 g parao agrido organico e hidropbnico, 330 e
148 g para a alface convencional e hidropbnicae 192 a 301 g
parao espinafre convencional e hidropdnico, respectivamente,
considerando al DA paranitritose nitratosfixada pela Comisséo
Européiae FAO/WHO, paraumapessoacom 70 kg.

O estudo indicou grande variagdo e altos teores de
nitritos e nitratos entre as horticol as, 0 que sugere necessidade
de monitoramento cuidadoso e técnicas de manejo mais
apropriadas para cada tipo de cultura (notadamente da
fertilizac&o nitrogenada), objetivando reduzir os teores nesses
alimentos e examinando-os aluz de conclusbes e reavaliacles
em curso sobre atoxicidade dos nitritos e nitratos em humanos.
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RESUMO

A pesquisa teve como objetivo delimitar zonas de contaminagdo das &guas subterréneas por nitrato na
areaurbanade Presidente Prudente-SP, Brasi, verificar asuapossivel relagéio com aexpansdo daurbanizacdo
eapontar provaveis causas do fendmeno aser caracterizado. Ostrabal hos executadosincluiram aconsulta
aos arquivos do I nstituto Adolfo Lutz com referéncia a andlises fisico-quimicas de &guas subterréneas, a
localizacdo dos pontos de col eta de amostras pel o sistemade coordenadas UTM, o tratamento geoestatistico
dos dados das andlises por meio do Programa Surfer- Surface Mapping System, com ainterpolagéo por
Krigagem linear. Este mapeamento real caalocalizagdo da contaminacdo em areas bem definidas, estando
0S pocos contami nados em zonainscritanaarea de ocupagao urbanaanterior ao ano de 1962. Como fontes
dacontaminagdo, a pesquisa executada distingue 0 vazamento de esgoto domeéstico, alixiviacdo defossas
ealixiviagdo de dep0sitos variados de residuos solidos. Os resultados das andlises evidenciam também a
opcao de varios exploradores de &guas subterréneas da cidade pelaredugéo do teor de nitrato por meio de
resinadetrocaionica, cujo emprego se tem mostrado eficiente.

Palavras-Chave. nitrato, &guas subterraneas, urbanizacéo, Presidente Prudente, filtro deresina

ABSTRACT

The aims of this study were to define the territorial limits of groundwater nitrate contamination in urban
areaof Presidente Prudente, SP- Brazil, to find out a.correl ation between thisoccurrence and the urbanization
development, and also to point out the potential sources of contamination. The investigation was based
on retrospective groundwater physical-chemical analysisfrom the datarecorded in Instituto Adolfo Lutz
archives, and on the geostatistical treatment of analyses databy means of Surfer-Surface Mapping System
associated with the values interpolation by linear krigage method. These mapping data showed that
nitrate contamination zoneswerewell defined, being located within thelimits of an areawhichwasurbanized
until 1962, and different sources of the contamination wereindicated, including leaking sewers, leaching
from old pit-latrines and from diverse kinds of waste sites. The results also showed the incapability of
being remedied and evidenced the option made by several private groundwater exploitersin removing the
exceeding nitrate content from the wells water, by installing an ion-exchange resin system, which was
proved to be effective.

Key-Words.groundwater, nitrate, urbanization, ion-exchange resin, Presidente Prudente
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INTRODUCAO

O presente artigo refere-se a uma pesquisa executada na
cidade de Presidente Prudente, com o fim de delimitar zonas de
contaminagao das &guas subterréneas por nitrato e caracterizar a
associacao destas zonas com a expansao da area urbana. Nesta
cidade os sinai s desta contaminag&o tornaram-se maisfreguientes
apartir de 1990, com aintensificagdo dacaptacdo de dguaatravés
de pocos tubulares em sua area urbana e peri-urbana. As
informagOes, esparsas, mas significativas, sobre o fendbmeno
levaram pesquisadores a refletirem sobre questfes bésicas
associadas a ele, tais como a sua gravidade, as provaveis fontes
de contaminacdo, a possibilidade de sua expansio em érea,
providéncias factivels para a remediacdo do dano representado
por ele e aprotecéo aos aqliiferos e a salide da popul agéo.

Uma particularidade da questéo, frente arevelagéo do
fendmeno e ao crescimento significativo dademandadas &guas
subterraneas nacidade, é aprovidénciado tratamento daagua
apo6s a captacdo. Trata-se de instalagdo de equipamento
destinado areducéo do teor de NO,” por resinadetrocaiobnica.
Dependendo do grau de consumo de agua, 0 investimento
neste tratamento é encarado como a medida alternativa a
desativacéo dos pogos instalados e em funcionamento.

A pesquisaéinovadorano Brasil notocante adelimitagéo
de zonas de contaminacdo dos aqiiferos subterraneos por nitrato
em cidade de porte médio. Deve ser ressaltado nelao fato deter
sido empregado um método que possibilitaadefinicéo de zonas
identificadas por uma gama de val ores distinguidos em ordem
crescente, de modo a evidenciar as éreas criticas no tocante a
presenca da contaminagdo. Os resultados da pesquisa terdo o
papel de alertar sobre este problema o departamento responsavel
pela gestdo de recursos hidricos no estado de Sao Paulo e os
orgaos encarregados da vigilancia sanitéria em niveis estadual
e municipal, informando as autoridades competentes da
possibilidade dereduzir, através de um equipamento apropriado,
0 grau de contaminagdo por nitrato nas dguas captadas no
municipio de Presidente Prudente e regi&o.

A associagdo da contaminacdo das &guas subterraneas
por nitrato com o adensamento demografico da urbanizacgéo é
temade numerosos trabal hos cientificos. Em pesquisareferente
aqualidade das &guas subterraneas na cidade de Nottingham,
Reino Unido, Lerner et al®correl acionam as altas concentrages
de nitrato ao crescimento da cidade. Nesse caso estudado, é
apontado mais de um agente da contaminacéo, sendo
incluidos em tal condic&o os vazamentos das redes publicas
de abastecimento de agua e de coleta de esgoto, alixiviacéo
de aterros sanitérios e de depositos de residuos industriais.

Em Liverpool, Reino Unido, em pesquisa que incluiu
analises com isotopo de nitrogénio, Whitehead et al'*
identificam arede de esgoto, cujaimplantacdo foi iniciadano
século XVI11, como afonte predominante da contaminacéo do
principal aquifero situado abaixo dacidade.

Em estudo sobre os impactos da urbanizacéo na
qualidade das aguas subterraneas, em Tel-Aviv, Israel,

Zilberbrand et a*> enfatizam a contribuic&o de antigas fossas
sanitérias para o processo de contaminag8o por nitrato.

No Brasil tém merecido particular atencéo os casos de
contaminacdo na Regido Oeste do estado de S&o Paulo,
especialmente em aqiiferos do Grupo Bauru. Em S&o José do
Rio Preto, deacordo com Castro et a*, apartir de 1962 osrecursos
hidricos subterraneos conquistaram uma condicdo de fonte
significativa de dgua para diversos usos. Andlises quimicas de
agua captada de pocgos tubulares revelaram progressivo
aumento do teor de nitratos na zona urbana. Como fontes
provaveis da contaminagdo, sdo apontados os despejos de
esgoto proximos aos pogos que apresentam os mais altos
valores de concentragdo de NO,.

Godoy®, em pesquisa realizada através de uma estacao
piloto em Presidente Prudente, estudou a contaminag&o por
nitrato do aquifero fredtico que foi derivada de vazamento de
coletor de esgoto e de acimulo de restos vegetais em torno e
no interior de uma cacimba. No tocante a contaminagéo pelo
vazamento de esgoto, é correl acionado 0 aumento progressivo
no teor de NO,” a variagéo positiva dos teores de Cl-e Na'. E
caracterizadatambém a alta suscetibilidade a contaminagéo do
aquiferolivre daFormagdo Adamantinae o papel das condigdes
fisicas e quimicas das zonas saturada e insaturada, as quais,
em Presidente Prudente, favorecem aintroducgéo de nitratos no
aquiferolivre.

Segundo relatério da CETESBS, os casosregistrados de
contaminag&o por nitratos no estado de S&o Paulo referem-se
predominantemente a amostras coletadas na sua porgéo
ocidental, em aqgiiferos do Grupo Bauru.

Quanto ao emprego daresinadetrocaibnica, conforme
esclarece Gregg’, ja na década de 1970 era pesguisada a
viabilidade de sua aplicacdo ao tratamento da agua destinada
ao abastecimento publico de um distrito pertencente a cidade
deGarden, no Condado de Nassau—USA.. O sistemaempregado
para este fim foi adaptado de processo desenvolvido
originalmente paraadesmineraliza¢do de efluentesindustriais.
Shenkein e Condol uto® descrevem o processo jainstalado nessa
mesma comunidade, ressaltando a sua eficiéncia e a sua
aceitacdo como a alternativa ao abandono de pocos ja
instalados e em funcionamento.

Tanto nos Estados Unidos quanto no Reino Unido e na
China, o desenvolvimento de sistemas aplicavei s adiminuicéo
do teor de nitrato em &guas captadas de aqiferos subterréneos
para o fim de abastecimento publico € considerada uma
necessidade urgente, devido a ocorréncia patente e definitiva
de contaminagdo das dguas subterraneas em regides, condados
e cidades importantes'®t13,

MATERIAL E METODOS
Material

A cidade de Presidente Prudente esta localizada na
porcdo ocidental do estado de S&o Paulo, a aproximadamente
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560km de distancia da capital do estado por via rodovidria
(Figura 1). De acordo com o censo demogréfico de 20002 o
municipio reine uma populacédo de 189.186 habitantes,
concentrando 185.229 em sua &rea urbana.

Quanto a caracterizagdo geoldgica das reservas de
aguas subterraneas referentes a area da pesquisa, 0
mapeamento geol 6gico do estado de Sdo Paul o executado pelo
Instituto de Pesquisas Tecnolégicas do Estado de S&o Paulo-
|PT®|ocaliza a Regi&o de Presidente Prudente em dominios da
Formagéo Adamantina, do Grupo Bauru, Cretaceo Superior da
Bacia Sedimentar do Parana. Conformem descrevemAlmeidae
Melo!, esta unidade estratigrafica € caracterizada
litologicamente pela ocorréncia de bancos de arenito de
granulagdo fina a muito fina, de cor réseo a castanho, com
espessuras variaveis entre 2 e 20 m e aternados com lamitos,
siltitos e arenitos lamiticos, de cor castanho avermelhado a
cinza castanho. Na area da pesquisa, abaixo da Formacédo
Adamantina, esta localizada a Formagédo Santo Anastacio,
também do Grupo Bauru, constituida principal mente de arenitos
de cor vermelha, marrom avermelhada ou arroxeada, de
granulacdo finaameédia, com selecdo deregular aruimemgeral,
com gréos arredondados a sub-arredondados e cobertos por
pelicula limonitica e presenga frequente de nédulos
carbonaticos ou cavidades preenchidas por carbonato de célcio.

No tocante a avaliacdo da qualidade das aguas
subterréneas referentes a area pesquisada, as informagdes que
fundamentaram a pesqguisaresumidaneste artigo foram obtidas
atravésdelaudos de andlisefisico-quimicas, reunidos no arquivo
do Instituto Adolfo Lutz — Laboratério I/ Presidente Prudente.

Métodos

Foram considerados como representativos, com base no
critério deatudidade das coletas, oslaudosreferentesa 134 pogos,
datados principalmente dos anos de 2002 e 2003. Uma vez
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Figura 1. Localizac8o da cidade de Presidente Prudente.
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identificados os pontos de col etaem folhastopogréficasem escala
1:10.000, procedeu-se a determinacéo, nas proprias plantas, de
sualocalizagdo de acordo como o sistemade coordenadas UTM.

Com base nos resultados fornecidos pelos laudos de
andlise e na localizagéo por coordenadas dos respectivos
pontos de coleta de agua, foram tragadas cartas de isolinhas
referentes a diversos parametros de analise, aplicando-se para
estafinalidade o programade geoestatistica SURFER — Surface
Mapping System —Versdo 6.01 —1995, daGolden Software Inc,
em associagdo com o método de interpolagdo da Krigagem
Linear. No presente artigo, sdo sel ecionadas as representactes
correspondentes aos contelidos de nitrato, expressos como
nitrogénio nitrico (Figura3) e de cloretos (Figura4).

Além das cartas de isolinhas, foram confeccionadas
cartas temédticas referentes a ocupagdo urbana e a possiveis
fontes de contaminacg&o. Umadestas representactes (Figura2)
assinala os pontos onde o teor de N nitrico ultrapassou o valor
de 10 mg/L e mapeia, de acordo com documentos dos arquivos
daPrefeituraMunicipal, as éreas urbanizadas em junho de 1962
eem junho de 2004 em Presidente Prudente. Outracarta (Figura
5) tem como tema a expansdo da rede coletora de esgoto na
cidade e umaquartacarta (Figura6) representaalocalizacdo de
algumas possiveis cargas contaminantes. Esta ultima
representacéo inclui alocalizagéo de lixdes soterrados, entulhos
diversos, residuos de antigas serrarias, cemitérios e areas onde
foram usadas fossas por um periodo superior a 10 anos.

Paralelamente a essa investigacdo relacionada ao
fenbmeno da contaminagdo, foram obtidas informac8es
referentes a aplicagéo prética na cidade de técnicas destinadas
areducdo do teor de nitrato nas aguas captadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A pesquisaconstata o comprometimento da potabilidade
em 38 dos 134 pocos sel ecionados, sendo detectados nelesum
teor acimade 10 mg/L, que € o valor maximo permitido no Brasil,
de acordo com a Portariado Ministério da Salide N° 518 de 25
de Marco de 20043, Este nimero de 38 pogos representa uma
proporgdo de 28,36%, 0 que caracteriza uma situagao
preocupante quanto a qualidade da agua captada. Estes pocos
contaminados, com excegdo de apenas uma unidade, estdo
localizados dentro da area ja efetivamente ocupada com a
urbanizacdo em 1962 (Figura4).

A distribuico de teor de N nitrico, representada em
isolinhas (Figura 3), diferencia uma zona caracterizada por
valoresré ativamente altos, cujo contorno é alongado nadirecéo
19° NE-SW, concordante com a orientacdo de duas artérias
principais da malha urbana da cidade. O limite externo desta
zona, formado por isolinhas de 5 mg/L, delimita uma érea de
16,61 km?, que circunda uma outra area, com 8,27 km? de
extensdo, correspondente aos valores maiores que 10 mg/L,
podendo ser observado que o alongamento das duas éreas
segue de modo geral estamesmadirecdo acimareferida.
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Figura 2. Locais com contaminacéo e érea urbanizada até 1962

A comparacdo entre a localizacdo da érea de
contaminaco identificadanas Figuras 2, com o mapareferente
aevolucdo daimplantacdo dainfraestruturade esgoto nacidade
(Figura 5) tende a reforcar a hipétese de contaminagéo por
vazamento da rede de esgoto instalada antes de 1968. E
observada também, na comparagéo entre as figuras 3 e 4 uma
correspondéncia da zona onde se concentram os valores
superiores a 10 mg/L do teor de N nitrico e os valores mais
elevados de teor de Cl-, constituindo este fato mais um
argumento em favor desta interpretacéo. No entanto, na &rea
delimitada pela isolinha de 5 mg/L ou em suas redondezas,
outras virtuais cargas contaminantes séo reconhecidas,
distinguindo-se lixfes enterrados, entulhos, locais de fossas,
residuos de indistriamadeireirae cemitérios.

Independentemente de qualquer interpretacéo sobre a
fonte dacontaminagdo, importaaverificagdo daimpossibilidade
de suaremediac&o. Nazonadefinidade 8,27 km? ou 8.270.000
m? impropria a captacdo de dguas subterraneas, é reconhecido
um padréo de contaminagdo com ampladistribuicdo em area,
sendo impraticavel alocalizacdo das cargas contaminantes de

Figura 3. Isolinhas para o teor de N nitrico (mg/L)

forma adequada a sua neutralizagdo. Deste modo, néo se
vislumbraapossibilidade dereduzir o teor de nitrato no proprio
aquifero. Na area delimitada pela isolinha de 5 mg/L, de
16.610.000 m?, ndo se pode descartar a possibilidade do futuro
aumento do grau de contaminacdo, considerando-se o fator de
envel hecimento dos condutos da rede coletora de esgoto.

Para se entender o significado desta ocorréncia de
excesso de nitrato constatada na pesquisa, deve ser ressaltado
gue as duas &reas, principalmente a mais interna, concentram
atividades comerciais, industriais, hoteleiras e hospitalares de
importanciavital paraacidade.

O aastramento da contaminacdo é favorecido por um
fator de construcdo inadequada ou imprudente de pocos
tubulares, cuja presenca ndo € rara em Presidente Prudente.
Umadas caracteristicas da Formagdo Adamantinaé aexisténcia
dentro dela de aguiferos suspensos. Pogos néo revestidos ou
dotados de revestimento de ago j& corroido e pogos
abandonados para o fim de retomada de perfuragdo constituem
atalhos efetivos para a passagem da &gua impurificada destes
agliferos e do aquifero freatico para as zonas inferiores,
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correspondentes ao aquifero semi-confinado Santo Anastécio,
que, além de oferecer maiores vazdes do que o aqliifero
Adamantina sobreposto a ele, é naturalmente mais protegido
contraacontaminagéo do que este Ultimo. Nao é raro também,
em pocos totalmente revestidos, a instalagdo de filtros nos
niveis dos aquiferos suspensos, deste modo havendo condicles
também para a mistura de &gua através do proprio pogo.
Quanto ao tratamento para reducéo do teor de nitrato,
pel asinformagdes col hidas junto a empresas prestadoras deste
servico, é aplicado o método do filtro de resina, pelo qual se
processa a troca do ion NO, pelo ion ClI. A restauragéo do
filtro é efetuada com uma operacgdo de lavagem, seguida da
reposi ¢ao de solugdo concentradaem 10% de NaCl em &gua. A
instalagdo do filtro é renovada a cada periodo de cinco anos.
Abaixo estdo resumidas as condic¢les de funcionamento e o
preco deinstalacdo defiltro, conforme ostermos de orcamento
elaborado em junho de 2004, para dois casos de solicitacdo do
servico, de acordo com ainformagdo dafirma SanebrasLtda.,
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Figura 5. Evolucéo da implantagdo da rede de esgoto

de Presidente Prudente:

1)Teor de NO, de 40 mg/L em captacdo de 96 m?dia,
com uso de 900L de resina e regeneracdo daresinade 4 em 4
dias: R$20.495,00 ou US$6,445.00 (cotagdo dejunho de 2004);

2)Teor de NO, de 80 mg/L em captacéo de 144 m*/dia,
comusode 1150 L deresinaeregeneracdo daresinade4 em 4
dias: R$61.488,48 ou US$19,336.00 ( cotagso dejunho de 2004).

Quanto a aplicacdo pratica do processo, na Tabela 1
estdo relacionados alguns exemplos referentes a instalagtes
em funcionamento em Presidente Prudente-SP.

Os dados da Tabela 1 apresentam a obtencdo de
resultados satisfatorios com a aplicagdo do sistema, ndo se
podendo contestar a sua eficiéncia. Entretanto, deve ser
salientado que, no caso da captagdo de 144 m®/dia, o
investimento para a instalagdo do sistema ultrapassa aquele
referente a um pogo, inteiramente revestido, que possibilita
estavazdo diaria. Considerando-se os fatores hidrogeol 6gi cos
e 0s pregos cobrados pelas empresas perfuradoras que atuam
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Tabela 1. Alguns resultados da aplicacdo do método daresina
detrocaibnica

Poco Teor deN nitrico (mg/L)
Antes do tratamento  Apés o tratamento
1 200 450
2 20,00 395
3 21,20 190
4 1500 167
5 2050 015
6 2820 120
7 14,25 455
8 19,00 322

em Presidente Prudente, em junho 2004 o investimento cal culado
para um pogo capaz de atender a esta demanda variava entre
R$30.000,00 e R$40.000,00.

CONCLUSOES

A contaminagdo por nitrato nas &guas subterraneas
em Presidente Prudente é um dano ambiental significativo,
devido a localizagdo bem definida de uma zona improépria
para a captacao de recursos hidricos subterraneos e a
importancia assumida por estes recursos nesta cidade. A
area néo recomendavel para captacao, que mede 8.270.000
m?, é identificada como zona de localizacéo preferencial de
atividades comerciais, industriais, hoteleiras e hospitalares
de importancia capital paraacidade.

Umaadreade 16.610.000 n??, circundante desta&reamais
problematica, assim como outras pequenas areas, delimitadas
pela isolinha correspondente ao teor de 5 mg/L de N nitrico,
devem ser consideradas como zonas de risco paraaexplotagdo
de &guas subterranesas.

As providéncias para enfrentamento do problema estéo
restritas por enquanto a iniciativa prépria de cada um dos
explotadores das dguas subterréneas, consistindo no uso,
reconhecidamente dispendioso, de sistemas redutores do teor
de nitrato. Como se pode depreender de propostas de
fornecedores deste equipamento, em determinados casos a sua
aquisicdo e instalag8o exigem investimento superior ao da
prépria construcdo do pogo ao qual ele deve estar associado.
Este fato deve ser enquadrado dentro de uma questdo
crescentementeimportante naproblemética da deterioragdo dos
recursos naturais, que é a do custo exigido para a reparagéo
dos danos causados pelo ser humano na sua relagdo com o
meio ambiente.
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RESUMO

A agua, importante fonte de abastecimento para o consumo humano, pode atuar como importante veiculo
natransmissdo de doengas quando se apresenta contaminada. O objetivo do estudo foi avaliar aqualidade
microbiol 6gica da dguatratada e ndo tratada utilizada nas barracas de praia da orla de Salvador — Bahia,
visto a elevada freqiiéncia de turistas e da populagéo local. Foram analisadas 100 amostras, sendo 63 de
aguatratadae 37 dendo tratada, com base nadeterminagéo de coliformestotais e termotol erantes, segundo
atécnica dos Tubos MUltiplos— NMP (APHA). A identificacdo de Escherichia coli deu-se por meio do
teste IMVIC. Os resultados revelaram que entre as amostras de &gua tratada, 41,27% apresentaram-se
positivas para coliformes totais e 31,75% para coliformes termotolerantes. Das amostras de dgua ndo
tratada, 86,49% estavam contaminadas por coliformes totais e termotol erantes e em 13,00% do total de
amostras foi confirmada a presenca de Escherichia coli. Os dados obtidos indicam que a agua utilizada
nas barracas de praia, anostrada neste estudo, pode funcionar como veiculo de transmissdo de doengas
paraapopulacéo que a utiliza.

Palavras-Chave. qualidade bacteriol gicadaagua; bactériasdo grupo coliforme; Escherichia coli; barracas
depraiade Salvador-BA

ABSTRACT

Thewater asaforemost source of supply for the human consumption, can aso play arole asan important
vehicle for diseasetransmission, whenit is contaminated. The objective of the present investigation was
to evaluatethe quality, particularly the microbiological aspects, of treated and not treated water used in the
beach huts lodged along the Salvador seashore The beaches are constantly frequented by visitors and
tourists, and even by local population , therefore the use of contaminated water could represent arisk to
their health. A total of 100 samples, being 63 of tread water and 37 of untreated water, were analyzed
determining thetotal and fecal coliforms by meansof the Most Probable Number technique—MPN , and
the identification of Escherichia coli was carried out using IMVIC test. The results showed that among
thetreated water samples41.27% was positivefor total coliformsand 31.75% for fecal coliforms. Among
the untreated water samples 86.49% were contaminated by both total and fecal coliforms, and in 13% of
total analyzed samples the presence of E.coli was confirmed. According to the data observed from the
microbiological analysis of the water samples collected in the beach huts these samples can beavehicle
for waterborne disease transmission for the people who sojourn that seashore.

Key Words. fecal colifom, E.coli, water quality
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INTRODUCAO

A &gua é um recurso natural imprescindivel as diversas
atividades do homem e indispensavel a sua sobrevivéncia,
provindo de mananciais de superficie ou subterraneo. Esses
ultimos representam cerca de 29,9% da agua doce do planeta,
caracterizando uma importante fonte suplementar ao
abastecimento publico?®,

A &gua subterranea é considerada, mundialmente, uma
importante fonte de consumo, principalmente as populages
que néo tém acesso arede publicade abastecimento ou aquelas
com acesso, mas com freqiiénciairregular®.

O comportamento indevido do homem nanatureza pode
causar alteracBesno sistemanatural e conseqiientemente poluir
os recursos hidricos'?. A poluicéo dos lencdis fredticos, rios e
lagos ocorre por precipitacéo de poluentes atmosféricos, por
escoamento superficial carreando excrementos de animais,
fertilizantes e pesticidas, por infiltracéo e percolagéo de aguas
originadas de efluentes, de fossa séptica, de lagoas de
estabilizacdo e de aterros sanitarios®.

A dguapoluida pode atuar como um importante veiculo
na transmissdo de inlimeras doengas, seja em decorréncia de
excretas humanas ou de outros animais, ou pela presenca de
substancias quimicas nocivas a salide da populagao®. Segundo
dados da Organizagdo Mundial de Saide (OMS), 80% das
doencas que ocorrem nos paises em desenvolvimento sdo
ocasionadas pela contaminacdo da agua. Sabe-se que a cada
ano, 15 milhdes de criangas de 0 a 5 anos morrem direta ou
indiretamente pela falta ou deficiéncia dos sistemas de
abastecimento de agua e esgotos. Por isso, a avaliagdo da
qualidade microbiol 6gicadaagua é de fundamental importancia
asalide publica®.

O monitoramento da qualidade microbiol 6gica da agua
destinada ao consumo humano por meio da pesquisade agentes
contaminantes, principalmente os microrganismos de origem
entérica, representa a possibilidade da diminui¢o deinimeros
surtos de doencas como colera, febre tiféide e paratifoide,
diarréias infecciosas, enterites gastrointestinais, hepatite
infecciosa e dadisseminacdo de helmintos, virus e protozoarios
como Giardia lamblia e Entamoeba histolytica®.

Em relacdo as caracteristicas microbiol 6gicas, umaagua
de abastecimento publico s6 é considerada potavel quando
resultaem ausénciade coliformestotaisem 100 mL deamostra,
de acordo com a Portaria n® 518 do Ministério da Saide*. O
grupo dos coliformes abrange um grande nlimero de espécies
de enterobactérias incluidas nos géneros Escherichia,
Klebsiella, Citrobacter e Enterobacter. Os microrganismos
destegrupo atuam principalmente como indicadores de poluicéo
fecal, ocorrendo namicrobiotaintestinal do homem edeanimais
de sangue quente, além de alguns géneros habitarem também
outros ambientes como vegetais e 0 solo®? ,

Os microrganismos de origem unicamente fecal, ndo se
multiplicam facilmente no ambiente externo, porém sao capazes
de sobreviver de modo semelhante as bactérias patogénicas. A
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sua presenca na agua pode caracterizar uma contaminagéo
recente e muitas vezes constante, uma vez que essas bactérias
nao sobrevivem por muito tempo fora do seu habitat natural®.

A principal representante do grupo doscoliformesfecais,
atualmente chamado de coliformes termotolerantes a45°C, éa
Escherichia coli e vem sendo utilizada como indicador de
contaminagdo fecal desde 18922, A suapresencanaaguasugere
contaminag&o por material deorigem fecal eapossivel existéncia
de microrgani smos patogéni cos.

Nas praias da orla de Salvador-BA, muitas barracas,
devido ao fornecimento irregular de agua pelo sistema de
abastecimento publico, optaram pelautilizagao dadguade poco
como formaalternativa, e o efeito damisturadaaguade pogo e
de fontes superficiais pode influenciar a qualidade da &gua na
rede. A irregularidade do abastecimento, a ocorréncia de
vazamentos e o contato darede com o esgoto modificam aagua
tratada com a introducdo de agentes patogénicos na rede de
distribuicéo.

Diante do exposto o objetivo deste estudo foi avaliar a
qualidade microbiol 6gicadaaguatratada e ndo tratada utilizada
nas barracas das praias da orla de Salvador — Bahia, uma vez
gue essas barracas sdo freguientadas por turistas e por grande
parte da populacdo local.

MATERIAL E METODOS

Verificou-se junto a Secretaria Municipa de Servigos
Publicos, o nimero total de 691 barracas cadastradas existentes
nacidade e a localizacdo por praia. O estudo foi realizado em
100 barracas de praia da orla de Salvador — BA, situadas em
praias mais fregientadas e no periodo de outubro de 2002 a
junho de 2003 selecionadas al eatoriamente entre as cadastradas.

Um questionario foi elaborado e aplicado aos
proprietérios com o objetivo de conhecer aprocedénciadaagua
utilizada nas barracas amostradas.

Asamostrasforam col etadas assepticamente em frascos
estéreis, acondicionadas em caixas isotérmicas e transportadas
para andlise imediata no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos daFacul dade de Farméacia— UFBA. Deacordo com a
Portarian® 1469 do Ministério da Saide®, vigente no periodo, a
agua de abastecimento publico é considerada
bacteriologicamente potavel quando apresenta auséncia de
coliformestotaisem 100 mL de amostra.

Foram coletadas 100 amostras de agua, sendo 63
provenientes de guatratada da rede de abastecimento publico
e 37 de ndo tratada proveniente de pocos artesianos particul ares.
Paraasamostras de aguatratadaforam adicionados previamente
a esterilizago dos frascos, 0,1 mL de tiossulfato de sodio a
0,1%.

Paradeterminacéo de coliformestotais e termotol erantes
a 45°C, utilizou-se a técnica dos Tubos Mdiltiplos - NUmero
Mais Provavel (NMP), (recomendada pelo Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater), que é baseada



Andrade, C. de S. et a. Qualidade microbiol 6gica da agua utilizada nas barracas de praia da orlade Salvador-BA. Rev. Inst. Adolfo Lutz,

63(2):215-9, 2004

nafermentacdo dalactose com producdo de &cido e gas. Paraa
realizac&o da prova presuntiva de coliformes totais empregou-
se Caldo Lauril Sulfato Triptose em concentragéo dupla com
incubacdo a 35°C por 48 horas. A partir dos tubos positivos,
com producdo de gas, foram realizadas inoculages em Caldo
Verde Brilhante Bile (BVB) paraa confirmag&o de coliformes
totais, com incubac&o a 35°C por 48 horas, eem Caldo EC para
determinac@o da prova confirmatéria de coliformes
termotolerantes, com incubagé@o a 44,5°C por 24 horas®*. A
estimativado nimero de coliformes por 100mL de agua, foi obtida
pela distribuico de tubos positivos e negativos, utilizando-se
atabelado NUmero Mais Provavel com série de 10 tubos.
Paraapesquisade Escherichia coli foi retiradaumaal cada
de cada tubo de Cado EC positivo (com producgo de gas), e
inoculadaem placascontendo Agar EosinaAzul deMetileno (EMB),
incubadas a35°C por 24 horas. As colGniastipicasforamisoladas
e identificadas pelas provas bioquimicas de Indol, Vermelho de
Metila, Voges-Proskauer e Citrato de S mmons (testedo IMVIC)*.

RESULTADOS

Os resultados obtidos encontram-se nas Figuras1 e2 e
naTabelal. Deacordo com aFigural, observou-se que41,27%
das amostras (26 barracas) de agua tratada apresentaram
nimero de coliformes totais acima dos estabelecido pela
legislacdo e 86,49% (32 barracas) das aguas nao tratadas
revelaram contaminagao por coliformestotaisetermotol erantes.

No que se refere a freqiiéncia de coliformes totais,
coliformes termotolerantes (45°C) e Escherichia coli no
conjunto amostras de &gua tratada e ndo tratada (Tabela 1),
verificou-se que 58,0%, de um total de 100 amostras, foram
positivas para coliformes totais e 52,0% para coliformes
termotolerantes. Quanto as amostras de agua tratada,
provenientes de reservatorios, 58,4% mostraram-se

contaminadas por coliformestotaise 44,5% por termotol erantes.
Para as aguas néo tratadas provenientes de reservatorio e de
torneira de pocos foram observados que 95,2% e 75,0% delas
estavam fora dos limites estabelecidos pela legislacéo,
respectivamente.

Foram também encontrados resultados positivos para
Escherichia coli em 13,0% do total de amostras analisadas
(Tabela 1). Observou-se que amostras de &guas nado tratadas
provenientes de reservatorios apresentaram o maior indice de
contaminagdo por E. coli (33,3%).

Analisando os resultados de NMP/100mL (Figura 2),
verificou-se que houve predominanciade resultadosem NMP/
100mL nasfaixas<1,1e>23,0. Nafaixade <1,1/100mL est&o
situadas as amostras cuja presenca de coliformes néo foi
detectada pelo método utilizado. Os resultados amostras de
agua contaminadas apresentaram-se mais frequientes valor de
>23,0 NMP/100mL tanto para coliformes totais quanto para
termotol erantes.

100,0% A
86,49% 86,49%

75,0% A

50.0% 41,27%
) o
31,75%

- -]_‘
0,0% - T T

Agua tratada

% de ocorréncia

Agua nio
tratada Tipo de agua
M Coliformes Totais

[ Coliformes Termotolerantes

Figura 1. Numero percentua de ocorréncia de Coliformes Totais e
Coliformes Termotolerantes em amostras de é&gua tratada e ndo tratada

Tabela 1. Fregiiéncia de Coliformes Totais, Coliformes Termotol erantes (45°C) e Escherichia coli em amostrasde dguatratadae
nao tratada, colhidas em 100 barracas de praiade Salvador-BA, 2003.

Agente bacteriano

Tipos de Total de Coliformes Coaliformes E. coli
agua/pontos amostras totais termotol erantes n (%)
de coleta n n (%) n (%)
Tratada
Reservatorio K3 21(584) 16(44,5) 02(5,6)
Torneira 7 05(185) 04(14.8 (00]
N&o tratada
Reservatorio 2l 20(95.2) 20(95,2) 07(33,3
Torneira 16 12(75,0) 12(75,0) 04(25,0)
Total 100 58(58,00) 52(52,0) 13(130)
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Figura 2. Distribui¢io da frequéncia de resultados de NMP/100mL para
coliformes totais e coliformes termotolerantes no total das amostras
analisadas.

DISCUSSAO

Levando-se em consideracéo os indices estabelecidos
pelalegislacdo vigente, constatou-se que 41,27% das amostras
de &gua tratada estavam improprias para 0 consumo humano.
Esta situacéo mostrou-se agravadano que se refere aaguanao
tratada, umavez que esta apresentou umael evada contaminacdo
por coliformes totais e termotolerantes, indicando o possivel
contato de material fecal e a eventua presenca de bactérias
enteropatogénicas.

A elevada contaminacdo das é&guas tratadas
provenientes de reservatorios sugerem um tratamento
insuficiente ou possivelmente a ocorréncia de infiltracbes nas
tubulagdes, cloragdo inadequadaou aindafaltade higienizacéo
dos reservatorios. As dguas ndo tratadas revelam uma alta
presenca de coliformes totais e termotol erantes, com nimeros
mai s el evados naguel as oriundas de reservatério, indicando que
estes podem ser provenientes tanto da prépria dgua do poco
como dos proprios reservatérios. A predominancia do nimero
de amostras com valores de NMP >23,0 /200mL sugerem alto
indice de contaminacéo dessas aguas.

Nogueiraet d**, estudando aqualidade microbiol 6gicada
agua potavel de comunidades urbanas e rurais de Maringa-PR,
encontraram em &guas néo tratadas um percentual de
contaminacdo de 46% paracoliformestotaise 15% paracoliformes
termotol erantes, e em aguastratadas revel aram contaminaggo de
17% e 8% para coliformes totais e termotolerantes,
respectivamente. Em estudo realizado por Freitaset al®, em duas
regifes do Estado do Rio de Janeiro, foi observado que 55% das
amostras de aguas provenientes de pogos artesianos
apresentavam coliformestermotol erantes e paraasamostras de
aguadistribuidas pelarede de abastecimento publico constatou-
Seque 6,6% estavam forados padrfes. Osresultados encontrados
por esses autores e os revelados neste estudo, indicam que a
agua ndo tratada apresenta alto indice de contaminago, tanto
paracoliformestotais como paratermotol erantes.
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Giombelli et al®, apontaram que 94,05% das amostrasde
agua de pocos e fontes consumidas pela populacdo de dois
municipios na regido do Alto Uruguai Catarinense estavam
contaminadas por coliformes totais e 90,50% por coliformes
termotolerantes. Esses valores sdo proximos aos encontrados
no presente estudo, indicando elevada contaminagdo em aguas
ndo tratadas.

O comprometimento da qualidade da &gua de consumo
pode estar rel acionado aintermiténciano seu fornecimento, com
as condi¢des da rede de esgoto e das instalagbes hidraulicas da
rede de distribuicéo de ague?.

Em estudo realizado sobre a qualidade microbiol6gica
da &gua de trés pocos artesianos na cidade de Sdo José do Rio
Preto-SP, apenas 2,8% das amostras confirmaram a presenca
de Escherichia coli. De acordo com Egwari e Aboaba 7, a
freqliente presenca de E. coli em fontes de agua, justifica seu
uso como um indicador bioldgico da contaminacdo da agua,
mesmo quando outros patégenos ndo foram isolados.

A contaminagdo da agua pode ocorrer no proprio
estabel ecimento por faltade manutengao do reservatorio, pela
sualocalizagéo, pela auséncia de cuidados com 0 manuseio e
higiene e pela falta de informag&o dos proprietérios quanto a
necessidade de utilizar dguatratada sem outras misturas (pogo
OuU mananciais), umavez que estas podem introduzir agentes
patogénicos a agua. |sso também foi observado por d’ Aguila
et al. 5, em estudo realizado no municipio de Novalguagu, que
afirmaram que afaltade manutencdo elimpezadosreservatorios
contribuiram paraacontaminacdo da agua utilizada.

Os niveis de contaminacdo verificados neste estudo
podem estar associados as deficiéncias do sistemadistribuidor,
levando os proprietérios das barracas que ndo possuem aceso
arede a armazenarem agua e buscarem fontes alternativas de
abastecimento nem sempre potaveis.

CONCLUSOES

Mediante os resultados obtidos conclui-se que as
amostras de aguas tratadas e ndo tratadas analisadas neste
estudo possuiam elevada contaminagéo por bactérias do grupo
coliforme estando, portanto, improprias para 0 consumo
humano. A presenca de Escherichia coli nas amostras de &gua
sugere contaminagao por material de origem fecal e a possivel
exi sténciade microrgani smos patogéni cos, expondo apopulacéo
consumidora a diversos riscos a salde.

Esses riscos poderiam ser minimizados se houvesse
regularidade no abastecimento de éguapotavel paraasbarracas
de praia e se a manutencdo do sistema de distribuicéo fosse
melhorada, visto que foi observado que a maior quantidade de
amostras de agua fora dos padrées eram provenientes de
reservatorio. Por isso, faz-se necessario exigir do poder publico
medidas paraaampliacéo, implantacéo e manutencdo do sistema
de abastecimento de agua, fornecer informacdes aos
proprietarios das barracas de praia sobre aimporténcia de uma
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adequada higieni zagdo e manutencéo dos reservatorios e sugerir
aimplantacéo de boas préticas de producdo tendo como objetivo
a qualidade do produto oferecido e garantia da salde da
popul agéo.

AGRADECIMENTOS

Ao CNPq pelo financiamento da Bolsa de Iniciacgo
Cientifica e a equipe do Laboratério de Microbiologia de
Alimentos da Faculdade de Farmécia— UFBA.

REFERENCIAS

1. American Public Health of Water and Wastewater. Standard methods
for the examination of water and wastewater. 20° Edic&o.
Washington: American Public Health Association, 1998. 1220p.

2. Borja, PC.; Moraes, L.R.S. Indicadores de saide ambiental com
enfoque para a area de saneamento. Parte 2 — Estudo de caso.
[http://www.ansp.fiocruz.br/documentos/funasa/monografia/
indicadores_ambientais_para saneamento_l.pdf]. 04 setembro 2003.

3. BRASIL. Portaria 1469 — Ministério da Salde, 29 de dezembro
de 2000. [http://www.anvisa.gov.br/base/visadoc/port/port[2699-1-
0].htm] 18 agosto 2003.

4. BRASIL. Portaria 518 - Ministério da Salde, 25 de margo de
2004.:[ http://www.crqg4.org.br/downloads/portaria518_04.pdf] 16
setembro 2004.

5.

Cavalcante, C.E.M.H.; Silva, V.L.; Salgueiro, A.A. Avaliacdo
microbioldgica da dgua do Riacho Cavouco, Recife-PE. Hig. Aliment,
12: 45-9, 1998.

. D’'aguila, PS. et a. Avaliacdo da qualidade de &gua para abastecimento

publico do Municipio de Nova Iguagu. Cad. Salde Publica,16: 791-
8, 2000.

. Egwari, L.; Aboaba, O.O. Environmental impact on the bacteriological

quality of domestic water supplies in Lagos, Nigeria. Rev. Saude
Publica, 36: 513-20, 2002.

. Freitas, M.B.; Brilhante, O.M.; Almeida, L.M. Importancia da andise

de &gua para a salde publica em duas regides do Estado do Rio de
Janeiro: enfoque para coliformes fecais, nitrato e aluminio. Cad.
Sadde Publica, 17: 651-60, 2001.

9.Giombelli, A.; Rech, H.; Torres, V.S. Qualidade microbioldgica da agua

10.

11.

12.

13.

14.

proveniente de pogos e fontes de dois municipios da Regi&o do Alto
Uruguai Catarinense. Hig. Aliment.,12: 49-51, 1998.

Hoffmann, F.L.; Garcia-Cruz, C.H.; Vinturin, T.M. Levantamento das
caracteristicas microbiol6gicas da agua proveniente de trés pogos
artesianos da cidade de Sao José do Rio Preto-SP. Hig. Aliment., 8:
36-8, nov. 1994.

Nogueira, G. et al. Microbiological quality of drinking water of urban
and rural communities, Brazil. Rev. Saude Puablica, 37: 232-6,
2003.

Santos, C.C.M. et a. Qualidade da agua de origem subterranea oferecia
a populagéo, na regido de Sdo José do Rio Preto (SP), no periodo de
1991 a 1999. Hig. Aliment.,5: 47-51, 2001.

Silva, E.F,; Salgueiro, A. A. Avaiaggo da qualidade bacteriologica de
agua de pocos na regido metropolitana de Recife-PE. Hig.
Aliment.,15: 73-8, 2001.

Silva, N.; Junqueira, V.C.A.; Silveira, N. F. A. Manual de métodos e
analise microbiolégica de alimentos. Sdo Paulo: Editora Livraria
Varela; 1997. 295p.

219



ARTIGO ORIGINAL/ ORIGINAL ARTICLE

Microcistinas em agua de hemodialise de clinicas do estado de Séo
Paulo

Microcystins in water samples from hemodialysis clinics of Sao Paulo
state/Brazil

RIALAG/1000

Vater RUVIERI*; LuziaSHUNDO; Janete ALABURDA; MyrnaSABINO.

*Enderego para correspondéncia: Secao de Quimica Bioldgica, Divisdo de Bromatologia e Quimica, Instituto Adolfo Lutz.
Av. Dr. Arnaldo, 355 — Sao Paulo, SP, Brazil. CEP 01246-902
e-mail: vruvieri@ial.sp.gov.br

RESUMO

As cianobactérias (algas azuis) sdo organismos procariontes fotossi ntéti cos ori ginarios do pré-cambriano
gue se adaptaram a vérios habitats, desde nascentes termais até solos imidos, sendo que em agua doce
sob determinadas condi¢Bes ambientai's, taiscomo ataluminosidade, altatemperatura e altaconcentragcéo
de nutrientes, poderéo surgir abundantemente formando florac6es (blooms). As cianobactérias produzem
varios tipos de toxinas, sendo a microcistina (MC) uma das mais relevantes devido a sua toxicidade.
Microcistinas sdo heptapeptideos compostos por cinco aminoacidos constantes e dois variantes. S0
conhecidos mais de 60 tipos de microcistinas. Estudos indicam que uma das formas, aMC-LR (leucina,
arginina), atuainibindo enzimasintracel ulares (fosfatases), causando ateracdo naestruturacelular e que,
doses sub-letais desta hepatotoxina, esto associadas ao desenvolvimento de céncer. O objetivo deste
trabalho foi determinar aconcentragéo de microcistinasem 177 amostras de aguade hemodidlise coletadas
em clinicas de hemodidlise do Estado de Séo Paulo, no periodo de abril de 2002 a margo de 2003. As
analisesdas 177 amostras de agua utilizando ensaio imunoenzimatico (EL | SA) ndo detectaram a presenca
de microcistinas. Emboranéo tenham sido detectadas microci stinas nas amostras anali sadas, € de extrema
importancia a continuidade do monitoramento desta ficotoxina devido a gravidade das intoxicactes
humanas causadas pelas cianotoxinas.

Palavras-Chave. cianobacterias, microcistinas; guade hemodidlise; ELISA; toxinas.

ABSTRACT

Cyanobacteria (blue-green algae) are most ancient photosynthetic prokaryotes organisms originated from
pre-Cambrian era, which have adapted to several habitats, from thermal springs to humid ground. These
organisms appear abundantly in fresh water forming blooms under determined ambient conditions, such as
high luminosity, high temperature, and high nutrient concentration. Cyanobacteria produce some types of
toxins such as microcystins (M C), which are one of the most important one due to itstoxicity. Microcystins
are heptapeptides formed by fiveinvariable and two variable amino acids. More than 60 microcystins have
been chemically identified. It has known that one of these toxins, the MC-LR (leucine, arginine) induces
intracellular enzymes (phosphatases) inhibition, causing alteration in the cell structure. Sub-lethal doses of
this hepatotoxin have been associated with malignancy development. The aim of the present study was to
determine the concentration of microcystinsin water used for hemodialysis procedure. Water sampleswere
collected from hemodialysisclinicslocated inthe State of S&o Paulo - Brazil fromApril/2002 to March/2003,
by means of routine official visit of the Sanitation Inspection Committee. Microcystins concentrationswere
determined by meansof commercially availableenzymeimmunoassay [ELISA (Envirologix Inc)]. ELISA kit
wastested , and astandard curve with linear regression (r > 0.98) was obtained. Therecovery ratewas 98.6%
and the quantification limit was 0.16ug/L . All of 177 analyzed sampleswere non-reactive. Although al the
sampleswere negative, the continuous monitoring of thiscyanotoxinin water samplesisextremely important
duetoitstoxicity, and for preventing eventslike one occurred in Caruaru, PE-Brazil .

Key Words. cyanobacteria; microcystins, hemodialysiswater; ELISA; toxins.

220 Rev. Inst. Adolfo L utz, 63(2):220-3, 2004



Ruvieri, V. A. et a. Microcistinas em agua de hemodialise de clinicas do estado de Sao Paulo. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 63(2):220-3, 2004

INTRODUCAO

A diminuicdo da qualidade da &gua de reservatorios
destinados para abastecimento publico, irrigacéo e recreacéo €
uma preocupacédo constante em todo o mundo. A poluicéo
decorrente de fontes antropogénicas pode ocasionar sérios
riscos a salide da populagéo. O aumento da eutrofizac&o destes
sistemas pelo enriquecimento de nutrientes, principalmente
fosforo e nitrogénio, tem favorecido afloragéo de cianobactérias
produtoras de toxinas®'’. Essas floragBes sdo crescimentos
populacionais massivos e descontrolados destes
microrganismos em ambientes aquaticos devido as alteracles
ambientais.

As cianobactérias sdo microrganismos aerobicos
fotoautroficos, procariontes biogquimicamente e estruturalmente
muito semel hantes as bactérias. Seus processosvitaisrequerem
somente agua, didxido de carbono, substancias inorgénicas e
luz, obtendo energia para seu metabolismo principal mente
através da fotossintese®. Podem ser encontradas nos mais
diferentes meios, vivem em sol os e rochas onde desempenham
um importante papel nos processos funcionais do ecossistema
e naciclagem de nutrientes, porém os ambientes de agua doce
s80 0s mais adequados para 0 seu crescimento, principalmente
em pH entre6 a9, temperaturaentre 15 a30°C, altaconcentragéo
de nutrientes e estabilidade da coluna d"agua®®. As
cianobactériastambém sdo tradicional mente chamadas de“ algas
azuis’, apesar da distante relacéo filogenética com este grupo
de microorganismo.

Vérias cianobactérias que formam floracdes em
ambientes aquaticos produzem uma grande variedade de
compostos toxicos. As toxinas produzidas sdo denominadas
cianotoxinas e representam um amplo grupo detoxinas naturais,
tanto do ponto de vista quimico como toxicoldgico. Seus
mecanismos de toxicidade descritos atualmente sdo muito
diversos e variam de efeitos hepatotoxico, neurotoxico e
dermatotoxico ainibicdo geral de sintese de proteinas®!é. Estas
toxinas sdo liberadas quando ocorre amorte ou lise celular da
cianobactéria, sendo que apenas 30 a 50% destas espécies
produzem estas toxinas.

Registros de intoxicacdes em populagdes humanas
devido as exposicdes as toxinas de cianobactérias tém sido
encontrados em diferentes partes do mundo’. No entanto, o
primeiro registro de envenenamento fatal em humanos ocorreu
no Brasil, em 1996, numa clinica de hemodidlise na cidade de
Caruaru no estado de Pernambuco, quando mais de 100
pacientes renais crénicos foram intoxicados, dos quais 52
morreram ap0s a exposi¢do intravenosa de agua contendo
microcistina durante o tratamento de diélise®*.

A microcistinaéum heptapeptideo ciclico com maisde
60 varidveis que geralmente diferem na natureza de dois
aminoécidos®, devido a sua estrutura quimica peculiar é
altamente estavel na agua e resistente a grandes variagdes de
temperaturae pH. A microcistinamantém suatoxicidade mesmo
apos a fervura e em condic¢Oes naturais, no escuro, podendo

persistir por meses ou anos. Em temperatura elevada (40°C) e
condicBes de pH alto ou baixo, foram observadas hidrélises
lentas, sendo necessério aproximadamente 10 semanas em pH
1 emaisde 12 semanasem pH 9 paraadegradacdo de cercade
90% da concentragéo total das microcistinas®. O figado € o
Orgdo avo, onde ocorre a inibicdo enzimética das proteinas
fosfatases serinaltreonina, especialmente PP1 e PP2A, podendo
levar a morte ou a intoxicac&o cronica, gerando tumores
hepéticos™.

Estudos recentes mostram a ocorréncia de
cianobactérias toxicas em reservatérios de agua de
abastecimento publico, lagos erios?®, em diferentesregides do
Brasil, tais como: estados do Rio de Janeiro'®, Parand'’, Rio
Grande do Sul'2%°, Pernambuco®®, Paré*® e no estado de S&o
Paulo?, nas represas Billings, Guarapiranga, Alto Tieté e Rio
Grande.

O presente projeto de pesquisa teve como objetivo
determinar aconcentragéo de microcistinas em aguas col etadas
em clinicas de hemodidlise, localizadas no estado de Séo Paulo,
ap0s seu tratamento para uso em didlise.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Foram utilizadas 177 amostras de agua de hemodialise
coletadas em clinicas de hemodidlise do estado de Sao Paulo,
Brasil, pelos fiscais de 24 DIRs (Divisdo Regiona de Saide)
sob coordenagédo da Vigilancia Sanitaria, durante o periodo de
abril de 2002 amarco de 2003.

As amostras foram coletadas em frascos plasticos e
armazenadas em freezer (-20°C) até o momento da andlise, a
qual foi realizadana Secéo de QuimicaBiol 6gicadaDivisao de
Bromatologiae Quimicado Instituto Adolfo L utz.

Metodologia

A concentrag8o de microcistina foi determinada pelo
método deimunoensaio (ELISA), utilizando o kit daEnvirologix
Inc. e uma leitora de placas Multscan MCC/340P e Behring
El311. Todos os reagentes foram mantidos a temperatura
ambiente antes do uso, por meia hora ou até atingirem o
equilibrio térmico eaquantificagdo demicrocistinafoi realizada
de acordo com as instrugdes do fabricante do kit.

Inicialmente, o kit foi testado quanto a sualinearidade,
obtendo-se uma curva padrdo a partir das medidas da
absorbancia das solugdes padrdes de microcistina em fungdo
de suaconcentragdo, nafaixade 0,16 a2,50ug/L (Figural). A
regressdo linear foi obtidano Excel (Microsoft) utilizando escala
semi-log. A exatidd@o e precisdo do método analitico foram
verificadasapartir de experimentos de recuperacdo de amostras
fortificadas artificialmente.

As amostras foram analisadas em duplicata. A
quantificagdo demicrocistinafoi realizada utilizando umacurva
padréo previamente determinada.
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RESULTADOS

As amostras foram provenientes de diferentes cidades
do Estado de S&o Paulo, sendo que a sua origem de acordo
com aregido de coleta esta representada na Figura 2, onde se
considerou como a origem a localizagdo da DIR responsavel
pela suacoleta, armazenagem e envio para o laboratorio.

A curva padréo (Figura 1) apresentou linearidade no
intervalo de concentragcBes de 0,16 a2,5ug/L (r>0.98). Obteve-
se uma recuperagdo média de 98.6% para um limite de
quantificagdo de 0.16 ug/L (ppb). O desvio padrdo relativo (rsd)
paracadapar de padrdes e de amostras analisadasfoi inferior a
15%.

N&o foi detectada a presenca de microcistinas nas 177
amostras de agua analisadas.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

As amostras foram coletadas em diferentes cidades do
estado de S&o Paul o pel osfiscais de 24 DIRs que participaram
desteprojeto, totalizando 177 amostras de aguasde hemodidlise,
0 que permitiu umaavaliacéo geral da qualidade dos sistemas
de tratamento de agua das clinicas localizadas neste estado,
durante o periodo amostrado.

As amostras foram col etadas durante o periodo de um
ano, poisafloragéo das cianobactérias sdo sazonais, com maior
prevaléncia no verdo, uma vez que a concentracdo de
microcistinas em aguas superficiais tende a apresentar um
comportamento esporédico. Este problematorna-semaisgrave
durante os periodos de altas temperaturas e estiagem, quando
os niveis dos mananciai s tornam-se bai xos e a concentragéo de
nutrientes, principa mente nitrogénio e fésforo, aumentam,
oferecendo condi¢gbes propicias para a floragdo de
cianobactérias nestes ecossistemas, resultando no
aparecimento das microcistinas.

Apb6s o episodio ocorrido em Caruaru, a revisdo das
normas e dos padrdes de potabilidade da agua para consumo
humano (Portaria MS 518/2004 de 25/03/2004) da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitéria passou a exigir dos érgéos
competentes e responsaveis pelo tratamento e fornecimento
de agua também o controle da ocorréncia de cianobactérias na
agua bruta e de trés cianotoxinas naaguatratada paraconsumo
humano, estabelecendo o valor maximo permitido para
microcistina*igual a1,0 ug/L.

Asclinicas de hemodidlise norma mente sdo abastecidas
pela rede de abastecimento municipal, de forma que as aguas
fornecidas podem conter até 1,0 ug/L de microcistinas. Porém,
como ndo existem dados que garantam que agua para
hemodialise com concentracdo acimade 0,00 ug/L sejasegura
para os pacientes, recomenda-se que a concentragdo de
microcistinanaaguatratadaparahemodidlise sgjaigual azero.
Frente a constatacdo da existéncia de microcistina na dgua de
abastecimento, considera-se que a manutengdo de forma
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rigorosa do sistema de tratamento de agua nas clinicas de
hemodidlise € amedidamaiseficaz paraminimizar o problema
de contaminagdo dos pacientes renais crénicos.

A partir dos resultados obtidos, verificou-se que néo
foram detectadas microcistinas nas amostras analisadas. Este
fato € muito positivo paraum primeiro monitoramento no estado
de S&o Paulo, o que permite concluir que as medidas adotadas
de controle de cianobactérias pela Portaria MS 518/04
juntamente com a manutengdo adequada dos sistemas de
tratamento de agua de hemodidlise, constituem-se medidas
preventivas eficientes para garantia da qualidade de &gua de
hemodidlise, podendo evitar acontaminaggo de pacientesrenais
crénicos por microcistinas.

100 4

y = -54,247x + 38,975
r=-0,9921

75

25 -

.0 -nl,s -0,2 n,lz 0.6
Log Padrao MC-LR (ug/L)

Figura 1. Curva de calibragdo de microcistina-LR onde %Bo = (média da
absorbancia do padrao ou amostra / média da absorbancia do controle
negativo).100.
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45
40 A
35 A
30 A
25 A
20 A

Numero de amostras

15 1
10 1

Figura 2. Nimero de amostras provenientes das regides do estado de Séo
Paulo.
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Conclui-se, que monitoramentos deste tipo sdo muito
importantes e permitem avaliar a qualidade da &gua de
hemodidlise dos centros de didlise avaliados, principalmente
gue a presenca de cianobactérias nos mananciais do estado de
Sdo Paulo s8o uma redlidade. Ainda, considera-se que estes
monitoramentos devam ser realizados periodicamente, devido
atoxicidade destafitotoxina, com ointuito deprevenir incidentes
similares aos ocorridos na cidade de Caruaru no estado de
Pernambuco/Brasil.
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RESUMO

A hemodialise € uma modalidade terapéutica para pacientes com insuficiénciarenal. Durante o verdo e
inverno de 2003 foram analisadas 200 amostras de agua de didli se provenientes de 2 unidades hospital ares
denominadasA e B. Os pontos analisados foram: 18 do caval ete de entrada (P1), 18 do pré-tratamento (P2),
18 daosmosereversa(OR)(P3), 28 daentradadamaquina (P4), 30 dasolucéo dedidlise (P5), 17 daslinhas
ediaisador (P6), 9do“loop” (P7), 11 dofiltro decarvéo (P8), 18 doreuso C (P9), 18 doreuso B (P10), 15do
reservatdrio daOR (P11). A metodol ogiautilizadafoi arecomendadapel o “ Standard M ethodsfor Examination
of Water and Wastewater”, 1995 utilizando as técnicas. “Pour Plate” para contagem de bactérias
heterotréficas (BH) em R2A; membrana filtrante para Pseudomonas aeruginosa em Agar Cetrimide e
leveduras em Agar Sabouraud — dextrose com 200 mg/mL de cloranfenicol e determinagdes de fluoreto e
condutividade; nitrato e sulfato pela metodol ogia das Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz,1985.
N&o houve diferencasignificativaentre verdo einverno. A unidadeA apresentou levedurasem 5 amostras,
P.aeruginosa em 14 e BH acimade 200UFC/mL em 52; enquanto aunidade B apresentou levedurasem 20
amostras, P.aeruginosa em 5, e BH acima de 200UFC/mL em 36. Apds a OR foi realizada a pesquisade
endotoxinas bacterianas, sendo detectada em duas amostras na unidade A. Os parametros quimicos
revelaram a eficécia das membranas da OR nafiltracéo dos ions fluoreto, nitrato, sulfato, condutividade
nas duas unidades duranteinverno e verdo, (p<0,001). A RDC 154/2004 nao faz referéncias apesquisade
P.aeruginosa e leveduras. Este estudo mostrou gque estes microrganismos podem estar presentes e ndo
serem sensiveis a desinfeccdo como aconteceu com as BH. Manter a qualidade da &gua de didlise é uma
maneira de prevenir riscos aos paci entes.

Palavras-Chave. &gua, hemodidlise, Pseudomonas aeruginosa, leveduras, bactérias heterotroficas,
desinfecgéo.

ABSTRACT

During the summer and winter of 2003, 200 samples of water used for hemodialysis procedures collected
fromtwo hospitalsA and B were analyzed. Thewater sampleswere collected from thefollowing sites: P1
- from incoming public treated water; from city water mains (N=18 samples); P2 - from pre-treatment site
(N=18); P3- from reverse 0smosis(OR) trestment site (N=18); P4 - from hemodialysismachinewater entry
site (N=28); P5 - pre-dialyzing solution (N=30); P6 - from post-dialyzing sitewith arterial and venousblood
lines(N=17); P7- fromloop (N=9); P8 - from carbon filter (N=11); P9- from reuse C site(N=18); P10 - from
reuse B site (N=18); and P11- from water storage tank for OR (N=11). The analyses were performed
according to the methodol ogy recommended in the Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater, 1995, by means of the following assays. pour plate technique for heterotrophic bacteria (BH)
counting in R2A agar; filter membrane technique for Pseudomonas aeruginosa detection in Cetrimide
agar; culture in Sabouraud agar for yeast; technique for fluoride and conductivity determination;
determination of sulfate and nitrate performed according to “ NormasAnaliticas do I nstituto Adolfo L utz”
(Instituto Adolfo Lutz Analytical Guidelines), 1985 . No significant seasonal differenceswere observed on
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microorganism findings. From the water samples collected from unit A, five samples presented yeast; P.
aeruginosa wasdetected in 14; 52 were positivefor BH inarate over than 200 UFC/mL. On the other hand,
in samples collected from hospital B the yeast was detected in 20 samples, P. aeruginosa infive specimens,
and 36 samples presented BH over than 200 UFC/mL. Bacteriaendotoxinswere analyzed in P3 sites, and
these microorganism were detected in two samples among those collected from hospital A. Chemical
parameters dataindicated the OR membranesfor filtrating fluorideions, nitrate, sulphate and conductivity
were efficaciousin both health services no matter which season (p< 0,001). Brazilian rulesRDC 154/2004
does not make reference on the search for yeast and P. aeruginosa, nevertheless the present study
showed that these bacteria might occur in hemodialysis system. These findings imply that the
microorganisms are not eliminated by the current disinfections, as happened with BH’s. Providing high
quality water in performing hemodialysis procedure has been a safe and reliable way for preventing risks
to the patients.

Key Words. water, hemodialysis, Pseudomonas aeruginosa, yeast, heterotrophic bacteria, disinfections.

INTRODUCAO

Hemodidlise é amodalidade terapéutica para pacientes
cominsuficiénciarenal cronica, que atende atual mente no Brasil
89,63% dos doentes. Tem como principio remover as
substancias toxicas e principalmente o excesso de liquido
acumulado no sangue e tecidos do corpo em conseqiiéncia da
faléncia renal. No processo de hemodialise, grandes
guantidades de substancias podem ser removidasrel ativamente
rapidas e de maneira efetiva®.

Existem muitos rel atos de morte e prejuizos a salde de
pacientes associados ao tratamento inadequado da &gua para
didise.

Em 1989 0 “Food Drug Administration (FDA)” revisou
e publicou um manual de tratamento em &gua de didise e
neste relacionou os sintomas com as possiveis causas de
contaminacéo da agua, os quais foram: anemia por aluminio,
cloramina, cobre e zinco; doenga 6ssea por aluminio e fltor;
hemdlise por cobre, nitratos, cloraminas; hipertensdo por
célcio e sbdio; hipotensdo por bactéria, endotoxinae nitratos;
acidose metabdlica por baixo pH e sulfatos; degeneracédo
neurol 6gica por aluminio; ndusea e vomito por bactéria, calcio,
cobre, endotoxina, baixo pH, magnésio, nitratos, sulfatos e
zinco; morte por aluminio, fllor, endotoxina, bactéria e
cloramina.

Em 1996, na cidade de Caruaru em Recife, ocorreu um
surto numaclinicaque atendia 131 pacientes, que apresentavam
suas funcgdes renais comprometidas e se encontravam em
tratamento dialitico. Cem pacientes desenvolveram faléncia
agudado figado, sendo que 52 foram a ébito em conseqiiéncia
da contaminacdo da agua de hemodidlise por toxinas de
cianobactérias®.

Neste mesmo ano em Campinas, SP, ocorreu um surto
de bacteriemiapor Pseudomonas aeruginosa em uma unidade
de hemodidlise. Foram analisadas amostras de aguae dialisato
e também realizadas hemoculturas dos pacientes afetados,
confirmando a presenca da mesma cepa de P.aeruginosa na
amostra de &gua e no sangue dos pacientes'.

No Brasil, somente em outubro de 1996 entrou em vigor
a Portaria 2042 do Ministério da Saude, para tratar,
especificamente, da qualidade dadguaparahemodidlise e essa
Portaria foi substituida pela Portaria 82 de janeiro de 2000 e
atualmente pela Resolucdo — RDC N° 154 de 15 de junho de
2004, a qual estabelece o regulamento técnico para o
funcionamento dos servicos e as hormas para cadastramento
destes servicos pelo SUSE. Ressalta-se que estaresolugdo, assim
como as anteriores, ndo incluiu nos pardmetros microbiol 6gicos
as pesquisas de leveduras e P.aeruginosa.

Os fatores de viruléncia expressos pela Pseudomonas
aeruginosa incluem a producéo de exotoxinas, a camada
mucoide resistente a fagocitose, sintese de enzimas e
hemolisinas que degradam o tecido do hospedeiro. Sua
sobrevivéncia na agua por longos periodos mesmo sob
condi¢Bes de falta de nutrientes tem sido objeto de estudo
para novas medidas visando sua eliminacdo?®.

Durante a Ultima década os fungos emergiram como
principal causadeinfecgBes hospitalares. A maioriadosfungos
€ habitante natural do solo, &gua e raramente comportam-se
como patdgenos em um hospedeiro sadio. Entretanto, pacientes
submetidos & hemodiélise possuem um sistema imunol 4gico
comprometido, e sdo suscetiveis a varios patdgenos>®3,

As bactérias representam 60% das complicaces que
os pacientes sob didlise podem apresentar. Osfungos sdo causa
de 15% das complicagdes, mas podem, em muitos casos, levar
0 paciente ao 6hito®.

Estetrabalho teve como objetivos: pesquisar leveduras,
Pseudomonas aeruginosa e bactérias heterotréficas na dgua
da rede publica de abastecimento e na dgua de didlise, tratada
por osmose reversa, em duas unidades de hemodidlise, antes e
depois da desinfeccdo do sistema de tratamento de osmose
reversa, durante o ver&o e o inverno de 2003; avaliar aeficacia
da acdo das membranas da osmose reversa, quantificando e
comparando acondutividade, osions sulfato, nitratosefluoretos
nas amostras de dgua que chegam as unidades pelo sistemade
abastecimento publico com adguadepoisdetratada por osmose
reversa; pesguisar a presenca de Endotoxinas bacterianas apos
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o tratamento por osmose reversa e propor adocéo de medidas
de controle para melhorar o monitoramento da qualidade da
agua de hemodidlise, com mais um paré@metro importante na
avaliacdo das andlises micrabioldgicas, fundamentadas nas
conclusdes deste estudo.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 200 amostras de dgua, de 2 unidades
de hemodialise denominadas A e B. Na unidade A foram
coletadas 107 amostras e naunidade B 93 amostras, durante 4
semanas no verdo e 4 semanas ho inverno do ano de 2003.

As duas unidades realizavam 3 turnos diarios de
atendimento a pacientes com insuficiéncia renal crénica. A
unidade A atendia 120 pacientes e a unidade B 42 pacientes,
diariamente. As duas unidades utilizavam no pré-tratamento da
agua para hemodidlise, filtro de areia, abrandador e filtros de
carvao e no tratamento osmose reversa. A hemodialise dos
pacientes em méguinas de proporgao.

Tanto a unidade A como a B contavam com 2 salas de
lavagem denominadas de sala de “reuso”. A sala do “reuso”
branco, para lavagem dos acessorios de pacientes néao
portadores de hepatite, e outrado “reuso” C, paralavagem dos
acessorios dos pacientes portadores de hepatite C.

As amostras de agua foram coletadas do cavalete de
entrada, do pré-tratamento e de diferentes pontos de
distribuicao do sistema de tratamento de hemodidlise, durante
overdo einverno de 2003 (Tabela ).

A coleta foi realizada segundo a metodologia
recomendadapel o “ Standard M ethods For The Examination of
Water and Wastwater” e“ American Public Health Association

(APHA)” e para a andlise microbiol6gica foram utilizados
frascos estéreisde 300mL., paraaanalise quimicade 1000 mL e
para a pesquisa de endotoxinas bacterianas frascos de vidro
apirogénicos de 100 mL, em duplicata. As amostras foram
acondicionadas sob refrigeragdo em recipiente térmico,
encaminhado ao laboratorio e submetidas a andlise
imediatamente2.

Astécnicas utilizadas segundo Eaton et al .*2 foram: “ Pour
Plate’ paracontagem de bactérias heterotroficasem Agar R2A,
35°C/72 h; membranafiltrante (100 mL) paraP. aeruginosa em
100 mL deamostra, em Agar Cetrimide 35°C/48h; P. aeruginosa
isoladasforam classificadas segundo o critério apresentado pelo
Bergey’'s Manual of Systematic Bacteriology - Palleroni®®, e
levedurasem 100 mL deamostra em Agar Sabouraud —dextrose
com 200mg/mL de cloranfenicol, 25°C/7dias (as leveduras
i soladas foram bioquimicamente caracterizadas e identificadas
segundo Kurtzman e Fell*5; fluoreto e condutividade®™. A andlise
de nitrato e sulfato foi realizada segundo a metodologia
recomendadapelasNormasAnaliticasdo | nstituto Adolfo L utz*.
A pesquisa de endotoxinas bacterianas foi realizada segundo a
metodol ogiarecomendadapela“ United States Pharmacopeid’,
pelo método de formacaio de Gel .

Aslegislagtes utilizadas foram: Portaria 518 de marco
de 2004 do Gabinete do Ministro - Ministério Da Salide — que
estabelece os parametros da dgua tratada de rede publica de
abastecimento’ eaResolugdo RDC - N°. 154 de 15 dejunho de
2004 daAgénciaNacional deVigilancia SanitariaMinistério da
Saude, que estabelece os parametros da agua utilizada para
didise’.

Osdadosforam analisados com critério de probabilidade
significativade p< 0,05, utilizando-se do programa Epi Info 6
do Center for Disease Control & Prevention and World Health

Tabela 1. NUmero de coletas realizadas, durante o verdo einverno de 2003 nas unidadesA e B.

Unidades
Pontos de Coleta A B Total
Veréo Inverno Total parcia Vera Inverno Total Parcia

P1— Cavalete de entrada 5 4 9 5 4 9 18
P2 —Pré-tratamento 5 4 9 5 4 9 18
P3—0Osmosereversa(OR) 5 4 9 5 4 9 18
P4 — Entradadamaquina 12 8 0] 4 4 8 2
P5 — solugéo de didlise 13 8 2 5 4 9 0
P6 —Linhasedialisador 5 4 9 4 4 8 17
P7-"“Loop” daOR -* -* -* 5 4 9 9
P8 —Filtro de carvéo 2 4 6 1 4 5 1
P9—-Reuso C 5 4 9 5 4 9 18
P10 —Reuso Branco 5 4 9 5 4 9 18
P11 —Reservatério daOR 4 2 6 5 4 9 15
Total 61 16 107 49 M €] 20
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Organization*. Empregaram-se 0s seguintes testes : X2 para
analise do efeito da desinfecgéo nos varios pontos amostrados
nas duas unidades estudadas e para a andlise da sazonalidade
(verdo einverno) nas duas unidades estudadas. Teste t student
para a andlise da condutividade, nitrato e fluoreto nos pontos
amostrados nas duas unidades através da anélise média
comparada.

Este trabalho seguiu as recomendagdes da Resolucéo
196/96. Foi aprovado pelo Comité de Eticado Instituto Adolfo
Lutz.

RESULTADOS

Das 200 amostras de agua anali sadas nas duas unidades
de hemodialise durante as duas estacles verdo e inverno no
ano de 2003, 55% (110/200) foram coletadas no verdo e 45%
(90/200) no inverno. Foram analisadas naunidade A 53,5% (107/
200) das amostras col etadas, sendo 30,5% (61/200) do verdo e
23,0% (46/200) do inverno. Na unidade B foram analisadas
46,5%, (93/200) das amostras col etadas, sendo 24,5% (49/200)
do veréo e 22,0% (44/200) do inverno.

Todas as amostras de agua que continham leveduras
estavam dentro do circuito da agua ap0s o tratamento por
osmosereversa, ondeforam coletadas 153 amostras nos pontos:
P4- entrada da méaquina, P5- solucéo de didlise, P6- linhas e
dialisador, P7- “loop”, P9- reuso C, P10- reuso branco e P11-
reservatorio da osmose reversa. Leveduras foram isoladas em
16,34% (25/153) amostras, sendo 5 espécies diferentes em 5
amostras naunidadeA e5 espécies em 20 amostras naunidade
B. Asespéciesencontradas foram Candida suecica 36% (9/25),
Rhodotorula rubra 12% (3/25), Cryptococcus laurentii 12%
(3/25), Candida fluvitalis 4% (1/25), Candida ciferrii 4% (1/25),
Candida humicula 4% (1/25), Rhodotorula glutinis 4% (1/25),
eAureobasidium sp 24% (6/25) (Tabela?2).

Tabela 2. Espécies de leveduras isoladas nas unidades A e B

Levedurasisoladas  UnidadeA
Aureobasidium sp -
Candida fluvitalis
Candida ciferrii
Candida suecica
Candida humicula
Cryptococcus laurentii
Rhodotorula glutinis
Rhodotorula rubra
Total

Unidade B Total

R PR R
Nrorvr ©r R,ro
MwrwrorerFRro

Das 25 cepas isoladas 14 (56%) foram das salas de
lavagem, sendo 28% (7/25) dasaladereuso branco e 28% (7/25)
dasalade reuso C das duas unidades (Tabela 3).

P. aeruginosa foi isolada dentro do circuito da &gua
ap6bs o tratamento por osmose reversa, onde foram col etadas
153 amostras nos pontos. P4- entrada damaguina, P5- solucéo
dedidiseou“dialisato novo”, P6- linhasedialisador, P10- reuso
branco (salade lavagem de material de pacientes sem hepatite
(Tabela3).

P. aeruginosa foi isolada em 12,42% (19/200) das
amostras. Das 19 cepas isoladas, nas duas unidades, 84,21%
(16/19) foram dasolucdo dedidise (P5) , guaquesai daméguina
para entrar no dialisador adicionada da solugéo dialisadora
(Tabela3).

A pesquisade bactérias heterotréficasfoi realizadaafim
de avaliar as condicBes higiénicas da &gua e estabelecer uma
correlagdo com 0s patégenos oportunistas: leveduras e P.
aeruginosa.

Das 200 amostras, 47 foram col etadasforado sistemade
tratamento da osmose reversa, sendo 18 amostras do cavalete
de entrada, 18 amostras do pré-tratamento e 11 amostras dos

Tabela 3. Leveduras, P. aeruginosa e bactérias heterotroficas acima de 200 UFC/mL isoladas em 10 pontos nas duas unidades de

hemodidlise analisadas

Pontos de Coleta A

B Total

Leveduras P. aeruginosa BH>200UFC Leveduras P. aeruginosa BH>200UFC

P2 - Pré-tratamento - - -
P3 - Osmosereversa -
P4 — Entrada-maguina -
P5 — solugéo de didise 2
P6 — Linhas/ dialisador -
P7-“Loop” - -
P8 - Filtro decarvao
P9- Reuso C

P10- Reuso B

P11 —Reservatério OR

=

1
12

1

al ok N

Total 14

Nroooi wN ke

1
Brobowbh' oo
@oo@hi@\lwﬁlﬁpp

OR = osmosereversa
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filtros de carvéo e os resultados obtidos foram analisados
segundo a Portaria’518/2004.

Nas 18 amostras do pré-tratamento, somente umaamostra
daunidade B, apresentou contagem de bactérias heterotréficasem
desacordo com aPortaria518/2004 (2,2.10° UFC/mL) (Tabela3).

Das 11 amostras coletadas nosfiltrosde carvéo, 9 também
estavam em desacordo com a Portaria518/2004, com contagem
de bactérias heterotrdficas acima de 500UFC/mL, sendo que
destas4 estavam acimade 3.10° UFC/mL.

Considerando aRDC N°. 154/2004, quetratadadguade
didlise, das 200 amostras analisadas, 153 foram enquadradas
nesta resolucéo, sendo que 50,98% (78/153) estavam em
desacordo, acima de 200UFC/mL. Dessas 24,35% (19/78)
pertenciam aentradadamaquina(P4) e 28,21% (22/78) asolugéo
dedidlise (P5) (Tabela3).

Observou-se diferencasignificativa (p<0,001) narelagdo
entre as amostras satisfatorias (35) e em desacordo (1) com os
padr&es microbi ol 6gicos vigentes para bactérias heterotroficas,
nos pontos do caval ete de entrada (P1) e apds aosmose reversa
(P3) com os demais pontos, nas 164 amostras col etadas apds o
tratamento de osmose reversa (Tabela 4).

Em uma das coletas do veréo na unidade B foi isolado,
simultaneamente, nas linhas e dialisador (P6) Candida suecica e
P.aeruginosa com bactérias heterotréficasabaixo de 200 UFC/mL.

Em umadas coletasdo inverno naunidadeA foi isolado,
simultaneamente, nasolucgdo dedialise (P5) Rhodotorula rubra
e P. aeruginosa com bactérias heterotréficas acima de 3.000
UFC/mL.

Das 25 amostras com levedurasisoladas das unidades A
e B 36% (9/25) foram satisfatdrias parabactérias heterotréficas,
asquaisapresentaram contagem abaixo de 200 UFC/mL , segundo
a RDC N°.154/2004. As 64% (16/25) das amostras restantes
estavam em desacordo com aRDC N°.154/2004 por apresentarem
contagem de bactérias heterotréficas acimade 200 UFC/mL.

Em 9 amostras de agua aprovadas para bactérias
heterotréficas, segundo a atual resolucdo, foram isoladas as
seguintesleveduras. C. ciferrii (1), C. suecica (2), Cryptococcus
laurentii (2), Rhodotorula rubra (2) e Aureobasidium sp (2).

Das 19 amostras com P. aeruginosa isoladas das
unidades A e B 15,80% (3/19) foram aprovadas para bactérias
heterotrdéficas com contagem abaixo de 200 UFC/mL, segundo a
RDC N°.154/2004. As84,20% (16/19) amostrasrestantesaémde
apresentarem P.aeruginosa estavam em desacordo comaRDC
N°. 154/2004 com contagem de bactérias heterotréficasacimade

200UFC/mL.

Foram col etadas 36 amostras paraandlise dos parametros
fisico-quimicos: fluoreto, nitrato, sulfato e condutividade. Sendo
18 amostrasdaunidadeA, onde 9 eram provenientesdo cavalete
de entrada (P1) e 9 da osmose reversa (P3) e 18 amostras da
unidade B, sendo 9 provenientes do cavalete de entrada (P1) e
9 daosmosereversa(P3).

A Portaria518 de 23/03/2004 trata dos parémetrosfisico-
quimicos para fluoretos, nitrato, sulfato e condutividade em
agua tratada destinada ao consumo humano. Ja a Resolugéo
RDC Ne°. 154/2004 trata destes parametros paraaaguadutilizada
emdidlise.

Todas as 18 amostras do cavalete de entrada (P1),
coletadas nas unidades A e B apresentaram teores de fluoreto
(abaixo de0,8mg/L), nitrato (abaixo de 10mg/L ) esulfato (abaixo
de 250 mg/L) dentro dos limites da Portaria 518/2004. Assim
como as 18 amostras daosmose reversa (P3), coletadasem A e
B, apresentaram teores de fluoreto (abaixo de 0,2 mg/L), nitrato
(abaixode2mg/L) esulfato (abaixo de100mg/L) dentrodaRDC
N°.154/2004.

A Portaria’518/2004 néo estabel ece limite maximo para
condutividade em amostras coletadas no cavalete de entrada
(P).

Todas as 18 amostras col etadas neste ponto (P1), emA e
B, apresentaram teores de condutividade que variaram de 76,5
puS/cm até 230,6 uS/cm. Apesar da diferenca estatistica
significativa(p < 0,005) paracondutividadeem Plemrelagdoa
P3, acondutividade em 6 das 18 amostras col etadas na osmose
reversa(P3) estavaforado limite estabel ecido pelaRDC N°.154/
2004, sendo 5 amostrasem A e 1 amostraem B. As12 amostras
(P3) restantes estavam de acordo com aRDC N°.154/2004 (abaixo
de10 pScm).

A diferenca entre as amostras do cavalete de entrada
(P1) e daosmose reversa (P3) foi significativa para as duas
unidades, nas estagdes verdo e inverno, para fluoretos, nitrato
e condutividade.

A pesguisa de endotoxinas bacterianas foi realizada
durante o ver&o e inverno nas duas unidades, no ponto da
osmose reversa (P3), sendo detectada em duas amostras da
unidade A durante o verdo.

A desinfeccdo do sistema de tratamento da agua de
didlise por osmose reversa aconteceu nas 2 unidades umavez
por més. Os pontos de coleta envolvidos na desinfec¢do do
sistema foram: colunas da osmose reversa (P3); entrada da

Tabela 4. Comparagéo entre os resultados para bactérias heterotroficas das amostras col hidas nos pontos do cavalete de entrada

(P1) e apds aosmose reversa (P3) com os demais pontos

Pontos Satisfatorias Emdesacordo Total p
PleP3 b 1 b <0,001
Demais Pontos 7 87 164

Total 112 200
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maéaquina (P4); ponto em que a solugdo de didlise entrava no
dialisador (P5); linhas e dialisador (P6); “loop” para o
reservatério daosmaosereversa(P7); reuso C (P9); reuso branco
(P10); ereservatorio da aguatratada por osmosereversa(P11).

Foram analisados os resultados antes e depois da
desinfeccgao, referentes a presencade leveduras, P. aeruginosa
e contagem de bactérias heterotréficas. Esses resultados das 2
unidades foram estudados juntos por néo haver diferenca
significativa de comportamento entre elas com relacdo aos
efeitos da desinfeccdo. Em cada unidade, umadas coletas, foi
realizadano diaseguinte adesinfeccdo do sistemadetratamento
da dgua de didlise por osmose reversa.

Foram comparadastodas as amostras daunidade A mais
B, coletadas antes da desinfec¢o com as amostras coletadas
depois da desinfeccéo, a fim de verificar como se mantinha a
qualidade da agua ao longo do més até a préxi ma desinfecgao.
Assim foram comparadas 153 amostras analisadas. O resultado
do efeito da desinfeccéo nas duas unidades, nestas 153
amostras analisadas, néo foi significativo (p>0,05) para
leveduras e P.aeruginosa, ndo havendo reducéo destes
microrganismos depois da desinfecgéo, porém, para bactérias

heterotréficas a reducdo nas duas unidades, foi significativa
com p<0,001(Tabelas5,6e7).

As leveduras isoladas antes da desinfec¢cdo foram C.
humicula, R. glutinis, C. suecica e C. fluvitalis. Sendo que C.
humicula e R. glutinis, estavam presentes na sala de lavagem
dereuso B (P10) e solugéo de didise (P5), respectivamente, e
foram isoladas somente naunidadeA. C. fluvitalis e C. suecica
foram isoladas na salade lavagem de reuso B (P10), sendo que
a C.suecica foi isolada em maior quantidade de amostras em
P10, porém, asduas naunidade B.

C. ciferrii foi isolada s6 na unidade A e depois da
desinfecc&o. Enquanto C. laurentti e R. rubra foram encontradas
nas unidades A e B, antes e depois da desinfecco.

Aureobasidium sp, foi isolado na unidade B, antes e
depois da desinfeccéo.

Das 19 cepas de P.aeruginosa isoladas, 57,90% (11/19)
foram de amostras col etadas naunidade A antes dadesinfec¢éo,
e 10,52% (2/19) naunidade B. P. aeruginosa estava presente
antes e depois da desinfeccdo nas duas unidades, sendo que
15,78% (3/19) foram isoladas na unidade A e 15,78% (3/19) na
unidade B depois da desinfeccéo.

Tabela 5. Presencadeleveduras antes e depoi s dadesinfeccéo do sistemade tratamento da dgua de didlise por osmosereversa, nas

duas unidades de hemodialise

Leveduras isoladas nas unidades A e B antes e depois da desinfec¢do

AD* DD** Total X2 p
Leveduras Auséncia Presenca Auséncia Presenca
Total 87 18 a 7 153 0,16 0,691

Tabela 6. PresencadeP. aeruginosa antes e depois da desinfecgéo do sistemade tratamento da dgua de didlise por osmose reversa,

nas duas unidades de hemodidlise

P.aeruginosa nas unidades A e B antes e depois da desinfeccéo

P.aeruginosa AD*

DD**

Total X2 p

Auséncia Presenca Auséncia

Presenca

Total R 13 L

6 153 0 0,983

*AD = antes da desinfec¢éo
**DD = Depois dadesinfeccéo

Tabela 7. Contagem de bactérias heterotréficas, abaixo e acima de 200UFC/mL antes e depois da desinfecgéo do sistema de
tratamento da agua de didlise por osmose reversa, nas duas unidades de hemodidlise

Bactérias heterotréficas em A e B antes e depois da desinfeccao

BH*** AD* DD** Total X2 p
72h <200UFC/mL  >200UFC/mL  <200UFC/mL  >200UFC/mL
Total L 63 3 15 153 109 <0,001

*AD = antes da desinfec¢éo
**DD = Depois da desinfec¢do
***BH = bactérias heterotrdficas
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Com relagdo as bactérias heterotréficas, antes da
desinfeccéo foram analisadas 105 amostras, sendo que 60% (63/
105) estavam em desacordo com a Resolugdo - RDC N°.154/
2004, acimade 200UFC/mL . Destas 65,08% (41/63) daunidadeA
e 34,92% (22/63) da unidade B. Depois da desinfeccédo foram
analisadas 48 amostras com 31,25% (15/48) apresentando
contagem acima de 200 UFC/mL. Dessas 33,34% (5/15) da
unidadeA e 66,66% (10/15) daunidade B.

Com relac&o aos resultados obtidos para o estudo da
sazonalidade as 2 unidades foram avaliadas em conjunto por
néo haver diferenca significativa na qualidade da &gua durante
0 verdo e o inverno nas 200 amostras analisadas.

DISCUSSAO

Leveduras e Pseudomonas aeruginosa sdo patdgenos
oportunistas. A presenca desses microrganismos na agua de
hemodialise pode representar riscos a salide dos pacientes com
insuficiéncia renal crénica. O género bacteriano mais isolado
em aguas tratadas para didlise, solugéo dialisadora e dialisato
tem sido Pseudomonas®#-1*198 Qs fungos durante a Ultima
década surgiram como principal causade infecgdes adquiridas
em ambiente hospitalar?. Considerando-se as 200 amostras
andlisadas, o indice de contaminacao por levedurasfoi de 12,5%
(25/200) e de P aeruginosa 9,5% (19/200).

As bactérias heterotréficas, por serem utilizadas como
indi cadoras das condi ¢oes hi giénicas da &gua, foram analisadas
com o objetivo de se estabel ecer rel agc&o entre asuacontagem e
a presenca de leveduras e P.aeruginosa.

O fato de seter utilizado nesse estudo 0 meio R2A para
a contagem de bactérias heterotréficas, que apresenta melhor
desempenho na recuperacao de células bacterianas injuriadas,
pode ter interferido na andlise desta relagdo com leveduras e
P.aeruginosa. O nimero de amostras com contagem de bactérias
heterotroficas abaixo de 200 UFC/mL, poderia ter sido maior
caso ndo se utilizasse 0 meio R2A; estariaassim, aprovando-se
um maior nimero de amostras de agua de didlise, baseados na
contagem de bactérias heterotréficas abaixo de 200 UFC/mL
com possibilidade de estarem contaminadas por leveduras e/ou
P.aeruginosa. Linde et al.** comparando o desempenho do R2A
com o TSA e com periodo de incubacéo de até 10 dias a
temperaturade 25°C + 2°C, verificou que acontagem de colénias
no R2A foi significativamente maior que no TSA, tanto para
solucéo de didlise como para as amostras de agua tratada por
osmose reversa. Concluiu que haveria uma discordancia nos
resultados de contagens de 16% quando se utilizasse 0 TSA, e
de 3% se utilizasse 0 R2A.

Para ser considerada eficaz a desinfeccdo nos
reservatérios, tubulacfes e maguinas deve ser realizadaaum so
tempo, utilizando solug&o germicidaquimicaespecifica

A desinfecgdo que ocorre mensalmente em todo o sistema
de osmose reversa, reduziu significativamente as bactérias
heterotroficas, porém, leveduras e P. aeruginosa, néo
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apresentaram reducdo pela desinfeccdo. Sabe-se que estes
microrganismos podem estar envolvidos na formacgéo de
biofilmes, tornando-se mais resistentes as desinfecgoes™ 1°.

O ponto mais vulnerdvel do pré-tratamento em termos
de contaminaggo € ofiltro de carvéo, que se saturapelaadsorgéo
de particul as organicas e de microrganismos, podendo ser foco
de multiplicagdo desses assim como de algas. Sua troca deve
ser periddica®. Nesse estudo fizemos 11 coletas deste ponto e
observamos que 81,8% (9/11), apresentaram contagem de
bactérias heterotrdficas acimade 500UFC/mL.

A qualidade da égua sofre modificac6es de acordo com
as estacBes do ano, portanto as variacdes sazonais representam
um dos fatores que influenciam no tratamento da agua?.

Em nosso estudo apesar da sazonalidade néo ter
influenciado na quantidade de microrganismos, influenciou na
diversidade damicrobiotafungica.

No verdo foram quatro espécies de origem ambiental: C.
suecica, C. fluvitalis , C. ciferrii e Aureobasidium sp. No
inverno foram cinco espécies de origem ambiental e humana: C.
humicula, R. glutinis, C. laurentti, R.rubra e Aureobasidium
p .

Os parametros fisico-quimicos forneceram subsidios
importantes para a avaliagdo do trabalho das membranas da
0SMose reversa.

A exposi¢&o dos pacientesem hemodidlise aendotoxinas,
por um longo periodo de tempo, pode acarretar respostas
inflamatdrias cronicas'. A incidénciade reacoes pirogénicas pode
ocorrer quanto maior for a contagem de colnias de bactérias
heterotroéficas nasolucdo de didlise®. Baseados na Resolugéo a
RDC N°.154/2004, que estabel ece paraendotoxinas bacterianas
o limite de até 2 EU/mL, tivemos duas amostras em desacordo
na unidade A durante o veréo.

Oie et al.'” sugerem que a maquina de hemodidlise é a
principal fonte de contaminacdo da agua.

Neste estudo estabeleceu-se a coleta da solucéo de
didise (P5), ponto que mostra a qualidade de agua que entrara
em contato com o sangue do paciente, formada peladguatratada
de didlise mais a solucdo dialisadora. Este ponto revela as
condi¢des microbiol dgicas da maquina, pois ao analisarmos o
ponto em que a agua entra na maquina (P4) e o ponto antes da
entrada no dialisador (P5), numa mesma coleta, estamos
avaliando o percurso da agua dentro da maquina de didlise.
Com osresultados obtidos verificou-se, namaioriadas coletas,
que o (P5) apresentou maior contaminacéo em relacdo a (P4),
paraleveduras, P.aeruginosa e bactérias heterotroficas nas duas
unidades estudadas. (Tabela 3).

Com base nos resultados desta pesquisa propde-se aos
6rgéos oficiais de controle a inclusdo de novas medidas para
melhorar o monitoramento daqualidade daaguade hemodidlise
com analises microbiol 6gicas dos pontos. entrada da maquina,
entradado dialisador, “loop”, reuso B, reuso C ereservatorio da
0smose reversa e pesquisas de leveduras e P.aeruginosa nos
diversos pontos de controle do sistema de hemodialise.
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CONCLUSOES

Leveduras e Pseudomonas aeruginosa foram isoladas em
25 e 19 amostras, respectivamente, enquanto 88 amostras
apresentaram contagem de bactérias heterotroficas em
desacordo com alegislagdo vigente.

A desinfecgdo do sistema de hemodidlise nédo apresentou a
mesma eficacia para leveduras e P.aeruginosa como
apresentou para bactérias heterotréficas

A sazonalidade n&o influenciou na quantidade dos
microrganismos isolados, porém, na diversidade da
microbiotafingica.

As cepas de leveduras isoladas sdo de origem humana e
ambiental.

As membranas da osmose reversa foram 100% eficazes na
reducdo dos ions sulfatos, nitratos e fluoretos e 66,67% com
relagéo a condutividade.

AGRADECIMENTOS

A Vigilancia Sanitéria de Piracicaba, representada na

pessoado Engenheiro Flavio Bush, pelo auxilio prestado durante
as coletas.

REFERENCIAS

. Amato, R.L. Water Treatment for Hemodialysis, Including the Latest
AMMI Standards. J Neprol Nurs, 28:612-9,2001.

. Arvanitidou, M. et a. High level of recovery of fungi from water and
dialysate in haemodialysis units. J. Hospital Infection, 45: 225-30, 2000

. Arvanitidou, M et a. Occurrence and antimicrobia resistance of Gram-
negative bacteria isolated in haemodialysis water and dialysate of
renal units: results of a Greek multicentre study. J. Applied
Microbiology, 95:180-5, 2003.

. Azevedo, SM et a. Human intoxication by microcystins during renal
dialysis treatment in Caruaru-Brazil. Toxicology, 182: 441-446,2002.

. Bambauer, R. et a. Contamination of dialysis water and dialysate. A
survey of 30 centers. ASAIO J., 40: 1012-6,1994.

6.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Brasil, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, Resolugéo Diretoria
Colegiada N°154, - Diario Oficial da Unido, de 17 de junho de
2004, Brasilia; Secéo 1, p.65-9.

. Brasil, Portaria N° 518, de marco de 2004, Gabinete do Ministro —

Ministério Da Saide, Diario Oficial da Unido, Brasilia n° 59 de 26/
03/2004, Segdo 1, pag. 266 —70

. Brem, A. Fungal peritonitis in patient on continuous ambulatory

peritonial dialysis. Europ. J.Clin.Microbio.Infect.Disease, 17: 839-
43, 1998

. Cappelli, G. et al. Biofilms invade nephrology: effects in

hemodidlisis. J. Blood Purif, 18(3):224-30, 2000.

Capelli, G. et al. C. Effects of biofilm formation on haemodialysis
monitor disinfection. J. Nephrol Dial Transplant, 18(10): 2105-
11, 2003.

Center For disease Control & Prevention, USA e World Health
Organization, Geneva, Switzerland. Epi Info 6, 1994; version 6.02.
Eaton, A.D. et al. Standard Methods for Examination of Water and
Wastewater, Washington, DC. (APHA). 19" ed., 1995.

Favero, M.S. et al.. Dialysis-associated infections and their control.
J. Hospital Infection, 24: 357-78,1998.

Instituto Adolfo Lutz. Normas Analiticas do Instituto Adolfo
Lutz. Métodos Quimicos e Fisico para Anélise de Alimentos. S&o
Paulo. 3%ed., Sulfato e Nitrato, 1985; V.1, p.302-30.

Kurtzman, C.P. e Fell, J.W.. The yeasts: a taxonomic study,
New York, 1998.

Linde, K. et al. Improved bacteriological surveillance of
haemodialysis fluids: a comparison between Tryptic soy agar and
Reasoner’s 2A media. Nephrol Dial Transplant, 14: 2433-7, 1999.
Qig, S. et a. Microbial contamination of dialysate and its prevention
in haemodialysis units. J. Hospital Infection, 54:115-9, 2003.

Palleroni, N.J. Genus | — Pseudomonas. Bergey’s Manual of
systematic bacteriology. Baltimore: William & Wilkins, 1986,
p.141-99.

Pisan, B. et al. Surto de bacteriemia por Pseudomonas aeruginosa
na Unidade de Hemodialise de um hospital de Campinas, Sao Paulo,
Brasil. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 59(1/2): 51-6, 2000.

S&o Paulo, Secretaria de Estado da Saude, Centro de Vigilancia.
Roteiro de Inspecdo da Vigilancia Sanitaria de Servicos de
Terapia renal Substitutiva, 1997.

Silva, A.M.M. et al. Revisdo/Atualizagdo em Didlise: Agua para
hemodialise. J. Bras. Nefrol. 18 (2):180-8,1996.

Teixeira, P et al.. Evaluation Of Survival Patterns And Cellular
Injury Of Pseudomonas aeruginosa In Different Bottled Waters
Stored Under Various Conditions. J. Food Safety. 21: 167-80,
2001.

USA, Pharmacopeia, USP XXIV, Rockville, Twinbrook Parkway,
Bacterial Endotoxins Test, 1995; 24:1829-30.

231



ARTIGO ORIGINAL/ ORIGINAL ARTICLE

Surtos de doencas transmitidas por alimentos contaminados por
Staphylococcus aureus, ocorridos no periodo de dezembro de 2001 a
abril de 2003, na regido de S&o José do Rio Preto - SP

Foodborne disease outbreaks caused by Staphylococcusaureus, inregion
of Sao Jose do Rio Preto - SP, during the period from December 2001 to
April 2003

RIALA6/1002

Jacqueline Tanury Macruz PERESI*?*; |vete AparecidaZago Castanheirade ALMEIDAY; Inara Siqueira
de Carvalho TEIXEIRA?; Sonia lzaura de LIMA?Y; Fétima Aparecida CARNICEL? Fernando Leite
HOFFMANNS

* Enderego para correspondéncia: ! Ingtituto Adolfo Lutz - Laboratério | de Sio José do Rio Preto - SP. - Rua: Alberto

i Sufredine Bertoni n° 2325 - S8o José do Rio Preto - SP - CEP: 15060 - 020.

R Mestre em Engenharia e Ciéncia de Alimentos - Universidade Estadual Paulista - UNESP - S&o José do Rio Preto - SP.

. Professor Doutor - Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos - Universidade Estadual Paulista - UNESP
- S8o J.osé do Rio Preto - SP.

Recebido: 12/02/2004 — Aceito para publicagdo: 10/11/2004

RESUMO

Os surtos de doencas transmitidas por aimentos (DTA) constituem um dos mais amplos problemas do
mundo contemporaneo. Dentre eles, aintoxicagdo estafilocdcica € uma doenga comum, cujaverdadeira
incidéncia é desconhecida em muitos paises. Este estudo teve como objetivo relatar surtos de DTA,
confirmados laboratorialmente, envolvendo Staphylococcus aureus, ocorridos na regido de S&o José do
Rio Preto - SP no periodo de dezembro de 2001 aabril de 2003. Foram investigados 08 surtos por meio de
andlises bacteriologicas e de inquéritos epidemioldgicos. Desses, 04 (50%) foram confirmados
|aboratorialmente e Staphylococcus aureus foi 0 agente envolvido na totalidade deles. Os produtos de
confeitaria, como doces e salgados, foram os alimentosimplicados. Segundo osinquéritos epidemiol dgicos,
0 numero total de individuos afetados foi 52 (sendo 13 a média de pessoas por surto) e de hospitalizados
07 (13,5%). A medianado periodo deincubacdo variou de 30 minutosa3 horas. Vomito e diarréiaforam os
sintomas comuns e preval entes na totalidade dos surtos, sendo, ainda, observada a presenca de febre em
03 (75%) deles. O estudo dessas enfermidades é de extremaimportancia, gerando subsidios aos 6rgéos de
salide publica para tomada de medidas de prevencéo e controle dos riscos relacionados as préticas de
fabricacdo e conservacéo de alimentos, visando a reducéo de ocorréncia de doencas transmitidas por
alimentos.

Palavras—Chave. Staphylococcus aureus, intoxicacéo estafilocécica, doencas transmitidas por
alimentos.

ABSTRACT

Foodborne disease outbreaks have been considered one of the most widespread problem of the
contemporary world. Staphylococcal intoxication has been one of the common disease, which the
actual occurrence in many countries has still been unknown. The aim of this study was to report the
occurrence of Staphylococcus aureus associated foodborne disease outbreaks confirmed by means of
|aboratory methodologies, in theregion of Sao José do Rio Preto, SPfrom December 2001 to April 2003.
Eight outbreaks were analyzed by means of epidemiological inquiry and bacteriological methods. Of
them only 50% were confirmed by means of laboratory examination, and Staphylococcus aureus was
identified in all of them. Bakery products, such as candies and other grocerieswere the target products.
According to the data from epidemiological inquiries, the total number of affected individual s was 52
(being 13 the average of affected persons per outbreak), and seven were hospitalized (13,5%). The
median incubation periods ranged from 30 minutesto 3 hours. Diarrheaand vomit were the most common
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and prevalent symptoms in all outbreaks, and fever was also observed in three (75%) of them.
Investigations on foodborne disease outbreak have been valuable as for they generate assistance
support to public health organizations, in order to take steps towards prevention and control measures
regarding to food production and storage practices for minimizing the occurrence of foodborne disease.
Key Words. Staphylococcus aureus, foodborne disease outbreaks, staphylococcal intoxication.

INTRODUCAO

Os alimentos sdo passiveis de contaminagao por
diferentes agentes etioldgicos, que podem levar ao
desenvolvimento de diversas enfermidades. Entretanto, dentre
0S microrganismos, as bactérias sdo as principais promotoras
de doencas transmitidas por alimentos (DTA)?®, responsaveis
por mais de 90% dessas ocorréncias®. Estas sdo resultantes de
um sistemacomplexo do qual tomam parte o agente causador, 0
veiculo e o hospedeiro, formando a cadeia de infecgéo, que é
influenciada por fatores internos e externos de diversas
naturezas®.

AsDTA de origem bacteriana séo prevalentes no Brasil
e no mundo, podendo ocorrer sob a forma de surto ou
individualmente. A contaminacdo de alimentos por bactérias
representa um sério problema de seguranca alimentar, onde
apenas pequeno percentual das ocorréncias chega ao
conhecimento das instituicdes que investigam estas doencas,
o que prejudicaaqualidade dainformagéo epidemiol égica. No
entanto, quando ocorreumaDTA, é possivel identificar o agente
eosmotivosquelevaram o alimento atornar - se potencialmente
capaz de provocar um agravo a salde, por meio de estudos
epidemiol égicoselaboratoriai s,

Nos Estados Unidos, s8o estimados 76 milhdes de casos
de doencas, 323 mil hospitalizactes e 5.000 mortes por ano'®. O
gasto anual estimado entre o custo médico e a perda de
produtividade esta entre cinco e seis bilhGes de dolares.

Dentre as DTA, a intoxicacdo estafilocdcica é uma
doenca comum?®, causada pela ingestéo de toxinas pré -
formadas no alimento, apartir de um nivel de contaminag&o por
S. aureus de 10° unidades formadoras de colnias por grama
(UFC/g)®. O periodo deincubagdo deum surto varia, geralmente,
de 30 minutos a oito horas, sendo a média de duas a quatro
horas ap0s a ingestéo do alimento contaminado™.

Nauseas, vomitos, caimbrasabdominais, geralmente bem
dolorosas, diarréia e sudorese sdo 0s principais sintomas'®,
podendo ser bastante agudos, dependendo da suscetibilidade
individual a toxina, da quantidade do alimento ingerido, da
concentracdo de toxina no aimento e das condicoes de salde
da pessoa’.

Os alimentos que requerem manipulacdo consideravel
durante a preparacdo e que sdo mantidos em temperaturas
ligeiramente elevadas sdo aquel es frequientemente envolvidos
em DTA por S. aureus®.

Aindaque os sistemas de notificacdo tenham evoluido e
modernizado, os surtos alimentares s&o subnotificadosem todos
0s paises. A estimativa de casos ndo notificados esta em torno
de 95-99%". Isso deve - se, principalmente, aelevadafreqiiéncia
de casos auto-limitantes, em que as vitimas ndo procuram
assisténcia médica, impossibilitando a identificacdo destes
agentes etiol gicos’.

Em nosso pais, existem ainda poucos dados
epidemiol 6gicos envolvendo surtosde DTA. Informagdes sobre
ocorréncias deintoxicagdes estafilococicas limitam - seapoucos
rel atos na |iteratura.7'8'12’14’16’19'20'21’25’26.

Embora nos servigos de salide existam poucos registros
de surtos de DTA, supde - se que a ocorréncia seja grande,
visto a precariedade de saneamento basico em nosso meio, bem
como a falta de nogdes basicas de higiene no ciclo produtivo
dosdimentos, além dadeficiéncianas notificagdes de doengas®.

A verdadeiraincidénciadasintoxicacoes estafil ococicas
€ desconhecida em muitos paises. A maioria dos casos passa
despercebida devido a sua curta duragéo, sendo notificados as
autoridades publicas, somente os surtos com envolvimento de
um grande nimero deindividuos?”.

Considerando que ainda sd0 escassas as publicacbes
de investigac8o de DTA no Brasil, esse estudo teve como
objetivo relatar a ocorréncia de surtos confirmados
|aboratorialmente, envolvendo S. aureus, ocorridos na regido
de S&o José do Rio Preto - SP, no periodo de dezembro de 2001
aabril de2003.

MATERIAL E METODOS
Amostras dos alimentos

Durante o periodo de dezembro de 2001 a abril de 2003,
foram analisadas no Laboratério de Microbiologia Alimentar
do Instituto Adolfo Lutz - Lab. | de S&o José do Rio Preto - SP,
um total de 22 amostras de alimentos referentes a 08 surtos
ocorridos naregido de Sdo José do Rio Preto - SP. Entretanto,
em apenas 04 (50%) surtos, objeto deste estudo, houve
comprovacdo laboratorial, tendo sido identificados, dentre as
10 amostras analisadas envolvidas, o alimento veiculador e o
agente etiol 6gico incriminado de cada ocorréncia.

Os produtos coletados para andlise incluiam aqueles
indicados pelos 6rgdos de vigilancia como os principais
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veiculos dos surtos e, quando disponiveis, amostras de outros
alimentos que faziam parte darefei¢o incriminada.

Coleta e transporte das amostras

As amostras foram coletadas, assepticamente, por
orgéos de vigilancia sanitéria pertencentes a regido de S&o
José do Rio Preto - SP, em quantidade variavel em funcdo do
que se encontravadisponivel, empregando - se embalagens do
proprio estabelecimento ou sacos plésticos de primeiro uso.
As amostras foram transportadas em recipiente isotérmico
contendo gelo reciclavel, sendo mantidas no laboratério sob
refrigeracéo, até o momento darealizagdo das andlises'®.

Preparo das amostras e analises bacteriolégicas

De acordo com a metodologia descrita na American
Public Health Assaciation (APHA)? (2001), procedeu - se ao
preparo das amostras e as seguintes andlises. contagem de
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Clostridium
perfringens; NUumero MaisProvavel (NMP) de coliformesfecais
e presenca/auséncia de Salmonella spp.

Inquérito epidemioldgico e analise dos surtos

Asinvestigac6esforam realizadas por 6rgdosmunicipais
devigilancia, por meio de aplicacdo de questionarios, visando
a obtencdo de informagfes quanto ao nimero de expostos/
afetados/hospitalizados, periodo de incubagdo, sintomas e
alimentos consumidos.

As informagBes analisadas foram obtidas na ocasi&o
dos inquéritos epidemioldgicos dos surtos de DTA,
confirmados laboratorialmente, ocorridos no periodo de

dezembro de 2001 aabril de 2003 naregiéo de Sao José do Rio
Preto- SP.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises referentes aos resultados obtidos na
elucidacao dos surtos de DTA ocorridos naregido de Sao José
do Rio Preto - SP est8o apresentadas nas Tabelas 1, 2 e 3.

A Tabela 1 apresenta os produtos analisados e o0s
resultados bacteriol 6gicos, por surto elucidado.

Dos 04 surtos elucidados laboratorialmente, S. aureus
foi isolado, a partir dos alimentos vei culadores, em quantidade
igual ou superior a 10° UFC/g, suficiente para desencadear a
producdo de enterotoxinae aintoxicagdo estafilococica. A classe
de alimento envolvida nos surtos foi, predominantemente, 0s
produtos de confeitaria, incluindo doces e salgados.

Entre as fontes de contaminacdo de S. aureus sao
considerados como principal na ocorréncia de surtos de DTA
causados por este microrganismo, os manipuladores de
alimentos, portadores de cepas enterotoxigénicas*>, sendo as
fossas nasais 0 principal reservatorio. A presenga nas maos e
em outras superficiesisentas de | esdes resulta da disseminacdo
por contato com é&reas de habitat natural do microrganismo.
Portanto, a maior fregtiéncia dos surtos resulta, sobremaneira,
da contaminag8o através de manipuladores que apresentam
algum tipo de lesdo estafilocdcicana pele.

Tal fato foi observado no surto 04, onde, segundo
informagdes obtidas na ocasido, 0 manipulador ndo utilizava
luvas e apresentava ferimento purulento na regido dorsal da

Tabela 1. Resultados bacteriol gicos dos produtos analisados, por surto elucidado

Surto  Alimentos analisados Coliformes Staphylococcus Bacillus Clostridium  Salmonella
fecais aureus cereus perfringens Presenca/
N° NMP/g UFClg UFC/g UFC/g auséncia
em25g

o Pastel frito com recheio abase L2 10x1C° - - Auséncia
defrango, catupiri e palmito*

Recheio a base de frango e catupiri 120 41x1C° - - Auséncia

Recheio abase de palmito <1 33x10° - - Auséncia

Maioneseindustrializada <1 - - - Auséncia

Requeij&o cremoso <1 - - - Auséncia

@ Bolo confeitado* 120 94x1C¢ - - Auséncia

a3 Bolo recheado e confeitado* > 2400 1,6x10° - - Auséncia

07} Coxinhafrita* 240 18x10° - - Auséncia

Massa para coxinha 40 39x10° - - Auséncia

Recheio para coxinha abase de frango 11 151 - - Auséncia

(NMP/g) Numero mais provavel por grama; (UFC/g) Unidade formadorade col6niapor grama
(-) Contagem bacterianamenor que 5,0x10 UFC/g; (*) Alimento vei cul ador
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mao direita, originario de prévia queimadura, sendo esta
considerada a provavel fonte de contaminagdo da massa e do
recheio dacoxinhapor S. aureus.

De maneira enfatica, os estudos de rastreamento
epidemiol6gico da intoxicagao estafilococica apontam o
manipul ador de alimentos como elemento incisivo no processo
de disseminacdo do microrganismo. 1sso pode ser explicado
pelo fato de que os surtos sdo resultantes de contaminacéo e
multiplicag&o do microrganismo no alimento, apds esteter sido
submetido a tratamento térmico, propiciando assim, com a
reduc&o ou a eliminagdo da microbiota presente, aproducéo de
enterotoxinas®,

As préticas de higiene inadequadas ou inexistentes no
preparo de alimentos e a manutengdo dos mesmos por longo
periodo de tempo em temperaturasimproprias possibilitam uma
intensa proliferagdo do microrganismo com a liberacdo de
toxinas, até al cancar niveis capazes de provocar aintoxicagao®?,

Como a toxina estafilococica é termoestavel, ndo é
inativada por regimes de cocgédo padréo®, o que pode explicar o
envolvimento de produtos de confeitaria salgados (pastel e
coxinha fritos) que, no presente estudo, apresentaram elevada
contaminagdo por S. aureus, indicando a possibilidade de
producdo de toxinas estafilococicas. O processo de fritura
utilizado foi insuficiente até para a eliminagdo da bactéria,
termosensivel, presente tanto nos recheios de frango do pastel
e da coxinha, como namassadesta Gltima. Por isso, evitando a
contaminacdo do alimento pelo microrganismo, nas etapas de

producdo e pds processamento e mantendo - o a baixas
temperaturas, acargamicrobianapode ser limitada, impedindo a
producdo da toxine’.

No caso dos bolos, a contaminagéo encontrada através
das analises microbioldgicas, provavelmente, deu-se no
momento da producdo ou manipulacéo do recheio €/ou cobertura.
Segundo informagdes da equipe de Vigilancia Sanitéria, o bolo
referente a0 surto nimero 03, foi mantido atemperaturaambiente
durante muitas horas antes de ser servido, devendo tal fato ter
ocorrido também com aamostrado surto niimero 02.

Passos & Kuaye®® avaliaram 53 surtos alimentares no
municipio de Campinas - SP entre 1987 e 1993. S. aureus foi
responsavel por 31,6% do total das ocorréncias, sendo osbolos
recheados, as maioneses e as massas 0s principais alimentos
implicados nasintoxicacoes.

Estudo realizado por Passos & Kuaye?® também
descreveu um surto deintoxicago estafilocdcicaque envolveu
50 pessoas em SantaBérbarado Oeste - SP, em 1994. O alimento
envolvido foi um bolo recheado com doce de |eite e ameixas e
recoberto com glacé e cbco, contaminado por S. aureus em nivel
de 2,9 x 10° UFC/g. A higiene inadequada dos manipul adores,
aliadaamanutencdo do bolo em temperaturaambiente por mais
de 8 horas, permitindo a proliferagdo do microrganismo, foram
os fatores contribuintes.

Em estudo realizado por Nervino'®, S. aureus foi o agente
etiologico responsavel por 48,0% dos surtos no Estado do
Parana no periodo de janeiro de 1996 a abril de 1997, sendo

Tabela 2. NUmero de pessoas af etadas/hospitalizadas e mediana do periodo de incubag&o, por surto elucidado

Surto Afetados Hospitalizados Mediana do periodo
N N° No % de incubacéo
oL 18 ® 111 3 horas
® 0¢] 750 30 minutos
(0¢] 7 00] 00 50 minutos
07! 13 ® 154 2 horas e 30 minutos
Total 52 o7 135 -

Tabela 3. Freqliéncia percentual dos sintomas relatados, por surto elucidado

SINTOMAS Freguéncia percentual por surto
Numero do surto
oL @ 0¢ o

Nauseas 3389 750 - 1000
Vomitos A4 750 1000 1000
Cdlicas 278 - - 833
Diarréiaaquosa sAa 1000 1000 1000
Febre 56 1000 - 16,7
Cefdéia - - - 16,7
Desmaio - 50,0 - -
Afetados entrevistados 1000 1000 3H3 46,2

Legenda: (-) Ausénciado sintoma.

235



Peresi, J. T. M. et al. Surtos de doencas transmitidas por alimentos contaminados por Staphylococcus aureus, ocorridos no periodo de dezembro
de 2001 aabril de 2003, naregido de Sdo José do Rio Preto - SP. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 63(2):232-7, 2004

isolado, principamente, de bolos recheados, queijos, massas e
arroz temperado.

Fernandez et a.® em estudo de ocorréncia de DTA na
cidadedo Rio de Janeiro - RJdurante 0 ano de 2000, verificaram
gue S. aureus foi 0 microrganismo mais frequente, sendo
responsavel por 13,0% dos surtos.

No periodo de janeiro de 1999 ajunho de 2002, Gelli et
al.'* determinaram o agente causal, bem como o alimento
veiculador de surtos de DTA elucidados nos Laboratérios de
Saude Piblicado Estado de Sao Paulo. S. aureus foi o principal
patégeno incriminado, correspondendo a 51,3% dos surtos.

Eduardo et a.” em estudos de surtos de DTA notificados
a Divisdo de Doengas de Transmissao Hidrica e Alimentar do
Centro de Vigilancia Epidemiol dgica do Estado de S&o Paulo,
revelaram que dentre os ocasionados por bactérias (24,6%), S.
aureus, juntamente com B. cereus e C. perfringens representaram
13,2% das ocorréncias. Os ocasionados por S. aureus foram
associados a bolos, patés de carnes, massas, doces e outros
alimentos preparados com mol hos.

Em relac8o aos locais de preparo dos alimentos
envolvidos nos surtos de DTA, neste estudo observou-se a
ocorréncia de um Unico episodio em cada um dos seguintes
estabel ecimentos: pastelaria, padaria, confeitaria e lanchonete,
correspondendo a 25,0% cada.

Passos e Kuaye'® observaram o seguinte percentual em
relacdo aos locais de preparo dos alimentos envolvidos em
surtos de DTA em Campinas - SP, no periodo de 1987 a 1993:
restaurante de coletividade (52,6%); servicos de nutricdo e
dietéticahospitalares (10,5%); restaurantes comerciais (10,5%);
residéncias (15,8%) e padarias/confeitarias (10,5%).

Os estudos realizados por Fernandez et al.8revelaram a
ocorrénciade surtos, principalmente, em restaurantese similares
(34,0%), residéncias (24,5%), hospitais, creches e escolas
(18,9%), padarias e confeitarias (7,5%) e instituicoes publicas
(7,5%).

A Tabela 2 mostra o niUmero de pessoas afetadas,
hospitalizadas, bem como a mediana do periodo de incubagéo,
por surto elucidado.

De acordo com dados fornecidos por 6rgéos
responsaveis pela coleta dos alimentos, o nimero total de
afetados foi 52 pessoas (sendo 13 a média por surto) e o de
hospitalizados, 07 ( 13,5%). O percentual de hospitalizacdo, por
surto, variou de 0 a 75%. Em relacdo a mediana do periodo de
incubagdo, observou - se, na totalidade dos surtos, o rapido
aparecimento dos primeiros sintomas, variando de 30 minutos a
03 horas, provavel mente em decorréncia daingestdo de grande
quantidade de toxina estafilococica.

A Tabela 3 apresenta a frequéncia percentual dos
sintomas relatados, por surto elucidado.

Observou - se que vémito e diarréia foram os sintomas
comuns e preval entes nos 04 surtos el ucidados. A febre, apesar
de sua rara ocorréncia em surtos por essa etiologia e do baixo
percentual de acometimento entre os afetados nos surtos
elucidados, esteve presente em 03 (75%) deles. Tal fato,
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provavel mente, estarel acionado a grande quantidade de toxina
ingeridat®.

No surto 02, aindaforam relatados, no inquérito coletivo,
dois casos de desmaio, ocorridos em criancgas de 08 e 10 anos,
natural mente suscetiveis a quadros clinicos mais graves.

A andlise da sintomatol ogia e do periodo de incubagao,
associada as elevadas contagens de S. aureus nos alimentos
analisados, revelaram este microrganismo como o agente
etiol 6gico envolvido nos 04 surtos elucidados | aboratorialmente,
no periodo estudado.

CONCLUSOES

Orelato dos surtosde DTA el ucidados|aboratorialmente,
ocorridos naregido de Sdo José do Rio Preto - SPno periodo de
dezembro de 2001 aabril de 2003, mostrou o importante papel do
Laboratério de Saude Piblica em relagdo a um agravo,
considerado de grande impacto em ambito mundial, porém
subnotificado tanto em paises desenvolvidos como nos em
desenvolvimento, comprometendo assim, o estudo
epidemiol6gico dasDTA.

Os resultados obtidos contribuem com a disseminagéo
deinformagdes, gerando subsidios aos érgéos de salide puiblica
para a obtencdo de respostas adequadas, no atendimento aos
doentes e naquebradacadeiade transmissdo, paraaeliminagcdo
ou areducdo dos riscos rel acionados a essas ocorréncias e para
0 aumento da seguranca microbiol 6gica dos alimentos.
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ABSTRACT

Among foodborne diseases, salmonellosis has been considered one of the major public health problems
in many countriesworldwide. Escherichia coli O157:H7 hasbeen another important foodborne pathogen
due to its increasing incidence as a human disease agent and its association with various kinds of foods,
especially those from animal origin. Incidence of Salmonella spp. and E. coli O157:H7 in the raw meat
(bovine, swine and chicken) marketed in S&o Paulo - Brazil was determined in 253 samples. Twenty-three
samples (9.1%) were positive for Salmonella spp. Among these, 11 different serovarswereidentified, and
S. Enteritidiswasfound to be the most prevalent. All the tested sampleswere negativefor E. coli O157:H7.
Salmonella Enteritidis (the predominant serovar) and E. coli O157:H7 were also tested for their cold-
temperature sensitiveness in ground beef kept under refrigeration (4°C) for 120 days and under freezing
(-18°C) for up to 90 days. E. coli O157:H7 inoculated into ground beef was more sensibleto refrigeration
and freezing temperaturesthan S. Enteritidis, but both maintained viability under freezing condition up to
90 days.

Key Words. Salmonella spp.; Escherichia coli O157:H7; raw meat; resistance; freezing; refrigeration;
cold tolerance.

RESUMO

Mundialmente, as salmoneloses sdo consideradas um grande problema de salde publica. Escherichia
coli O157:H7 é outro importante patdgeno devido ao aumento daincidénciade doengas em humanos e sua
associacao com variostiposde dimentos, principal mente osde origem animal. Foi determinadaaincidéncia
de Salmonella spp. e E. coli O157:H7 em 253 amostras de carnes cruas (bovina, suina e de frango)
comercializadas em S&o Paulo, Brasil. Vinte e trés amostras (9,1%) foram positivas para Salmonella spp.
Entre estas 11 diferentes sorovares foram identificados e S. Enteritidis foi 0 mais prevalente. Todas as
amostrasforam negativasparak. coli O157:H7. A sobrevivénciadeS. Enteritidis (o sorovar predominante)
eE. coli O157:H7 foi avaliada em carne bovina moida mantida sob refrigeracdo (4°C) por 120 horas e
congelamento (-18°C) por até 90 dias de armazenamento. E. coli O157:H7 foi mais sensivel que a
S. Enteritidis nas temperaturas de refrigeracéo e congelamento, mas os dois patdgenos se mantiveram
vidveis até 90 dias de estocagem sob congelamento.

Palavras-Chave. Salmonella spp.; Escherichia coli O157:H7; carne crua; resisténcia; congelamento,

refrigeracéo.
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INTRODUCTION

Salmonellosis is considered a major public health
problem in many countriesworldwide. Many foods, particularly
those of animal origin, are important vehicles for Salmonella
transmission. Animal carriershaveanimportant epidemiological
role in salmonellosis, as the microorganism is continuously
discharged into the environment through animal feces.
Conditions associated with beef production, transportation to
dlaughterhouses, and meat processing may favor dissemination
of pathogenic microorganisms. Inside processing plants and
food preparation areas, several operationsmay also favor cross-
contamination*. At the food preparation area, cross-
contamination could occur if storage time and temperature
conditions are abusive®.

Nowadays, Salmonella is one of the microorganisms
most frequently involved in foodborne disease outbreaks>?,
Tavechio et a* reported that in S. Paulo, Brazil, between 1991
and 1995, S. Enteritidiswas predominant from non human source.
Thisserovar appeared in 1994 associated with foodborne disease
outbreaks®. In 2000, in S. Paulo were notified 27(13,7%)
outbreaks of foodborne diseases caused by Salmonella with
602(12,2%) cases’.

E. coli O157:H7 isanother important foodborne pathogen
because of itsincreasing incidence as ahuman disease agent and
because of its association with various kinds of food, mainly
thoseof animal origin, inmany countries. Since1982, when E. coli
0157:H7 wasfirst identified as a cause of foodborneillnessesin
the United States, many outbreaks have been reported®>*2,

This bacterium is an important pathogen in the USA,
Europe, and Japan and in some South Hemisphere countries
such as Argentina, Australia, Chile, and South Africa. In
Argentina, E. coli O157:H7 has been associated with hemolytic
uremic syndrome (HUS) patients and children presenting bloody
diarrhea®®. In S. Paulo, in 1990, onestrain of E. coli O157:H7 was
isolated from an AIDS patient presenting diarrheal disease. In
2001, two casesof E. coli O157:H7 ilinesswerereported, bothin
Campinas, S8o Paulo State, in June and July®®. However, the
isolation of the pathogen as an agent responsible for outbreaks
of foodborne diseases has not yet been reported’.

It isnow recognized that refrigeration isnot sufficient to
avoid the growth of anumber of foodborne pathogens, including
enterohemorragic E. coli.

The purpose of this study wasto verify the incidence of
Salmonella spp. and E. coli O157:H7 in the raw meat marketed
inS. Paulo city, Brazil, and to test the most frequent serovars of
Salmonella and E. coli O157:H7 for their cold resistance in
ground beef under refrigeration and freezing.

MATERIAL AND METHODS

Samples
There was atotal of 253 samples of raw meat (bovine,

swineand chicken) purchased at local supermarketsin S&o Paulo,
Brazil. Samples were placed into plastic bags, and transported
under refrigeration to the Food Microbiology Laboratory of
Ingtituto Adolfo Lutz, in S&o Paulo, Brazil.

Isolation and Identification of Salmonella.

Conventional methods were used, as recommended by
1 SO, although there was some modification in the incubation
temperature of selenite cystine broth.

Pieces of beef, pork, and chicken meat were analyzed
through homogenization technique and chicken carcasses
through rinsing.

Pre-enrichment was performed by incubating buffered
peptonewater (BPW) overnight at 35°C. Selective enrichment was
performed using selenite cystine (SC) and modified Rappaport-
Vassiliadis(RV) brothincubated at 42°C/24-48h*. Each enrichment
broth was streaked onto selective agar plates: Salmonella-Shigella
agar (SS), brilliant green agar (BGA) and bismuth sulfiteagar (BSA),
and incubated for 24h at 35°C (SSand BGA) and for 48h at 35°C
(BSA). Typical coloniesfrom each platewerebiochemically tested
using IngitutoAdolfo L utz presumptive medium (1AL ), developed
for Enterobacteri aceae characterization®, incubated for 24h a 35°C,
and serologically tested using polyvaent somatic and flagellar
antisera produced by the Bacteriology Laboratory of Instituto
Adolfo Lutz. The positive strainswere sent to that Laboratory for
complete serotyping®.

Isolation and Identification of E. coli O157:H7

Conventional methods were used, as recommended by
the American Public Health Association (APHA)®, including
the step of resuscitation?%,

M eat sampleswere homogenized with BPW and incubated
a 35°C for 6h. Each samplewas plated onto MacConkey-sorbitol
agar and incubated at 35°C for 24h. At least three colonies were
subjected to biochemical and serological tests.

Evaluation of refrigeration and freezing effects on Salmonella
Enteritidis and E. coli O157:H7 inoculated in ground beef.

Samples
Samples of ground beef were purchased at local
supermarketsin S&o Paul o, Brazil.

Strains
Salmonella Enteritidis was isolated in the Food
Microbiology Laboratory of Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo,
Brazil, from food involved in foodborne disease outbreaks.
E. coli O157:H7 |AL 1848 wasobtained fromthe Culture
Collection Laboratory at the same Institute.

Preparation of cultures/Sample contamination

S. Enteritidisand E. coli O157:H7 strain were cultivated
inBrain Heart Infusion (BHI) at 35°C for 18-24 hours, and after
incubation, serial dilutions until 10“were made in BPW, and
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4,5 mL of thisdilution wasinocul ated into 450g of ground beef.
Each pathogen was cultivated and inoculated into ground beef
separately.

Following homogenization by hand massaging of the
plastic bags, samples were separated into 10 portions of 25¢g
and placed into sterile plastic bags. One portion was analyzed
immediately and the othersheld for 24, 48, 72 and 120 hours (at
4°C) and 1, 7, 30, 60 and 90 days (at -18°C) before analytical
quantification.

Analysis of inoculated ground beef samples

Each 25¢g portion of the ground beef sample was
homogenized with 225 mL of a BPW in a stomacher 400
Laboratory Blender (Seward Medical Ltd., London, England)
and subsequent decimal dilutions were made using the same
diluent. Enumeration of S. Enteritidisand E. coli O157:H7 was
performed using Most Probable Number (MPN) procedure
according to APHAZ. | solation and identification were performed
according to the same procedures asdescribed in 2 and 3, above.

Three separate trials were performed for each strain of
S. Enteritidisand E. coli O 157:H7.

RESULTS AND DISCUSSION

From 253 samples of raw meat, 23 (9.1%) were positive
for Salmonella spp. Out of these 23 sampl es, 19.6% were swine
sausage, 8.7% were swine meat, 7.3% were bovine meat, and
4.6% were chicken (Table 1). A total of eleven serovars of
Salmonella spp. were isolated (Table 2). S. Enteritidis was
isolated from 8 samples, followed by the S. Typhimurium and
S. 1 4,5,12:i:- both isolated from three samples. According to
Tavechio et a*, during the period from 1991 t0 1995, S. Enteritidis
waslargely isolated from human sources.

Several researchers investigated the prevalence of
Salmonella spp. in raw meat and isolated various Salmonella
serovars, with findings appointing S. Enteritidis as the most
prevalent®1203L |n Sdo Paulo city, Paula et al?? detected 22.5%
Salmonella spp. in 200 samples of raw meat, and S. Enteritidis
was the most frequent serovar (28.8%).

All the samples tested in this study were negative for
E. coli O157:H7. Silveira et a*® analyzed 886 samples of
hamburguers from different slaughterhouses in the South and
Southesast regionsof Brazil, and Silvaet a* anayzed 340 samples
of meat products and the industrial environment of meat
manufacturers in the same regions. They did not find the
pathogen. In Brazil the prevalence of E. coli O157:H7 in healthy
dairy cattle has also been very low?.

Figures 1 and 2 show the results of refrigeration on
E. coli O157:H7 and Salmonella Enteritidis, respectively,
inoculated in ground beef, and Figures 3 and 4 illustrate the
freezing effects. Our findings showed that the population of
E. coli O157:H7 was sensitive to refrigeration and freezing
temperatures. In both cases, theinitial population was reduced
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in5,4 and 5,6 10g10 MPN/g respectively, and datafrom literature
indicatesthat E. coli O157:H7 populations are al so affected by
freezing®. Those researchers concluded that the death of E. coli
0157:H7 in ground beef after freezing and thawing ranged from
0.62t0 2.5210g10 CFU/g. On the other hand, Saad and Franco?,
observed that the counting of E. coli O157:H7 inoculated in
ground beef kept under refrigeration was relatively constant
throughout the 96 hours the experiment lasted, and Doyle and
Schoeni® showed that E. coli O157:H7 in ground beef can
survive up to nine monthsat —20°C. The presence of high levels
of total aerobes (>7 log,, CFU/g) in ground beef stored at 2°C
could result in unfavorable changes in the environment and it
could consequently affect the survival of E.coli O157:H7*.

A population of Salmonella Enteritidis subjected to
refrigeration wasreducedin 0,310g10 M PN/g after 120 hours of
experiment. When subjected to freezing, the initial population
wasreduced in 0,6 1og10 MPN/g. Figure 2 illustratesthe growth
of S. Enteritidisin the samplesup to 48 hours after the beginning
of theexperiment. According to Varnam and Evans®, the growth
of Salmonella strains at temperatures below 7°C depends on
strain type and serovar, and populations are reduced when
subjected to freezing temperatures. Teagasc® observed the

Table 1. Incidence of Salmonella spp. inraw mestsat retail level
in S&o Paulo city, Brazil

Samples Analyzed Positive
Samples Samples
Beef % 7
Chicken 6 3
Swine PA] 2
Raw pork sausage 5% 1
Raw chicken sausage 13 0
Total 23 23

Table 2. Serovarsof Salmonella isolated from raw meatsat retail
in S&o Paulo city, Brazil

Serovars Samples (number)

S. Enteritidis
S. Typhimurium
S.145/12::-
S. London
S. Infantis
S. Agona
S. Derby
S. Panama
S. Senftenberg
S.113.23:z-
S. Emek

NrrrRrRrRrRRRPRPNMNWW®

Total
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Figure 1. Survival of E. coli O157:H7 inoculated into ground beef stored
at 4°C for 120 hours.

Figure 2. Survival of Salmonella Enteritidis inoculated into ground beef
stored at 4°C for 120 hours.
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Figure 3. Survival of E. coli O157:H7 inoculated into ground beef stored
at -18°C for 90 days.

influence of different types of meat (minced beef, pork and lamb)
and of varied fat levelsin frozen minced beef (adding 5, 10, 20,
30, and 50% of fat to the meat) on the survival of Salmonella
Kentucky and Staphylococcus aureus subjected to freezing (-
35°C) and stored for 10 weeks. Both pathogens showed
increased survival rateswhen thelevel of fat was up to 30% for
S. Kentucky and 20%for S. aureus. A fat level of 50%, however,
caused areductionin thesurvival rates, which werethen similar
to the rates observed in lean meat. The pathogen survival rates
also varied according to the meat type, being highest on pork
and lowest on beef. These results show that, at first, fat had a
cryoprotective effect, but increased levels of it caused a
reduction in the pathogen survival rate.

Freezing sensitivity of microorganismsbelonging to the
same genera and species can vary depending on strain type,
type of freezing and freezing temperature®, cell age (i.e.
exponential or stationary phase), bacterial type, Gram negative
or positive, nature of suspending medium (i.e. fish, meat or
vegetables), storage length, and thawing conditions®. Among
genera, however, this sensitivity can differ, aswas showninthe

Figure 4. Survival of S. Enteritidis inoculated into ground beef stored at
-18°C for 90 days.

present study, with Salmonella presenting higher resistance
than E. coli O157:H7.

The survival of E. coli O157:H7 and S. Enteritidis in
ground meat stored at refrigeration and freezing temperatures
indicates that this food should be considered hazardousiif it is
contaminated with these pathogens.

CONCLUSIONS

All analyzed sampleswere negativefor E. coli O157:H7,
whichisinagreement with current literature. In Brazil, there has
been no report on the occurrence of foodborne outbreaks due
to shiga-liketoxin producing E. coli.

S. Enteritidiswasthe predominant serovar isolated from
raw meat.

Onestrain of S. Typhimurium and one of S. Emek were
lysine decarboxylase negative (LDC); this occurrence is not
frequent, but it isanimportant consideration for itsidentification,
sinceit can lead to it being misdiagnosed as Citrobacter sp.
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Results of the current study suggest that the population
of S. Enteritidisin experimentally inoculated ground beef were
not influenced by refrigeration and freezing temperatures.

E. coli O157:H7 was sengitiveto refrigeration and freezing
temperatures, but survived up to 90 days under freezing.
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RESUMO

Este trabalho objetivou levantar as parasitoses intestinais mais freqlientes nafaixa eté&riade 6 a 11 anos,
relacionando-as ao nivel sbcio-econdmico e aos habitos de vida das criancas de uma escola publica de
primeiro grau no municipio de Catanduva. Iniciou-se com palestras sobre educacdo sanitéria parapaise
alunos. Posteriormente, foi aplicado um questionario socio-econdmico e colheram-se amostrasdefezesde
250 criangas, sendo 138 do sexo masculino e 112 do sexo feminino. Foram feitos exames parasitol 6gicosde
fezes; ascriangas, que apresentaram resultados positivos, foram tratadas. Das criangas analisadas, 12,80%
estavam parasitadas, principal mente aquelas nafaixaetariade 8 a9 anos (40,62%) e 62,50% eram do sexo
masculino. As 84,37% de criangas parasitadas das criangas parasitadas e 67,88% das criangas ndo
parasitadas relataram que tinham animais de estimagdo. Os parasitas mais encontrados foram Giardia
lamblia (43,75%); Entamoeba coli (31,25%); Enterobius vermicularis (18,75%); Endolimax nana (15,62%);
ancilostomideos (3,12%); Strongyloides stercoralis (3,12%) e Entamoeba hystolitica (3,12%).Dascriancas
positivas, 81,25% eram monoparasitadas e 18,75% poliparasitadas ; e 77,27% bebiam &guadiretamente da
torneira. Concluiu-se que aincidéncia de parasitoses diminuiu no municipio de Catanduva se comparada
ados anos anteriores, mostrando ter havido melhoria na qualidade de vida e maior conhecimento das
pessoas em relacéo a educagdo sanitéria e saneamento bésico.

Palavras-Chave. enteroparasitoses, escolares, educacdo sanitaria

ABSTRACT

The aim of thisstudy wasto carry out asurvey on the most common parasitic diseasein children from 6
to 11 years old in a public elementary school in Catanduva,SP. A link among the occurrence of parasitic
diseases, the social economiclevel , and the children habit has been made. The study has been set out with
providing lectures on hygiene information to children and their parents. Afterwards, a social economic
questionnaire was applied to 250 children , and the faeces sampleswere collected from them for parasite
examination Children whose samples were positive were treated. Of analyzed samples, 12.80% were
positive, being mostly from children aged between 8 and 9 years old (40.62%), and 62. 50% were male
children. A total of 84.37% of parasited children and 67,88% of non-parasited children reported that used
to have pet animals at home. The mostly common detected parasites were Giardia lamblia (43.75%);
Entamoeba coli (31.25%); Enterobius vermicularis (18.75%); Endolimax nana (15.62%); ancylostomiasis
(3.12%); Strongyloides stercoralis (3.12%), and Entamoeba hystolitica (3.12%). Of those positives samples,
81.25% were monoparasited children , and 18.75% were polyparasited; and 77.27% of parasited children
reported the habit of drinking tap water. In conclusion, the parasitic diseases decreased in Catanduva
when compared to former years, showing the improvement in the quality of life as well as the better
awareness of the people concerning sanitary education and basic sanitation.

Key Words. parasitic diseases, student from 6 to 11 years old, sanitary education
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INTRODUCAO

Osparasitasintestinai srepresentam um problemaantigo
para o homem. S&o conhecidos desde 0stempos maisremotos.
Porém, ainda hoje, sdo importante causa de morbidade e
mortalidade, princi pal mente nos paises menos desenvol vidos?.

As helmintiases e protozooses comprometem cerca de
25% da populag8io mundial (mais de dois bilhGes de pessoas),
havendo maior concentragdo nos paises que constituem a
periferia do mundo globalizado®°. Porém, estdo também
presentes em bolsGes de pobreza que persistem nos paises
desenvolvidos®.

O ambiente quente dos paises tropicais (onde as
parasitoses sdo mais preval entes) associado adesnutricdo, falta
de assisténcia médica, contaminagdo de alimentos e fontes de
agua, condicbes sanitarias precarias e a presenca de
reservatorios e vetores parasitarios criam um cendrio ideal para
0s parasitas em geral®,

A invasdo do hospedeiro se dapelapele (contato direto
com solo contaminado) e/ou por viaoral (ingestdo de dguaou
alimentos contaminados ou perversdo do apetite)®. Algumas
das principais conseqiiéncias da infeccdo intestinal sdo a
diarréia e a desnutricdo, comprometendo o desenvolvimento
fisico eintelectual, particularmente dasfaixas etériasmaisjovens
da populagéo®¢, além de representarem importante causa de
mortalidade?.

Nos paises subdesenvolvidos, a endemicidade das
parasitoses intestinais esta relacionada com a contaminacdo
do meio ambiente e de fomites®.

No Brasil ndo haestudos globaisrecentesparaavaliar a
taxa de prevaléncia das enteroparasitoses. Os dados mais
representativos referem-se ao estudo multicéntrico realizado
no final dadécadade 80, que mostrou prevalénciaaindaelevada
com acentuadas diferencas regionais'. No gera as infeccles
parasitarias intestinais apresentam como caracteristicas o
poliparasitismo associado a desnutrigéo e anemia®*2.

No Estado de S&o Paulo observou-se diminui¢do na
prevaléncia de infecgdo por enteroparasitas nos ultimos 30
anos. No entanto, os indices ainda sdo bastante significativos®.

No Municipio de Catanduva, em estudo prévio realizado
no ano de 1991, em criangas menores de 14 anos, afrequéncia
deparasitosesfoi de51,1%, sendo os parasitas maispreval entes
Giardia lamblia (26,4%), Entamoeba coli (22,8%), Endolimax
nana (11,4%) e Entamoeba histolytica (5,7%)".

Esses valores despertam-nos o interesse de uma nova
avaliagdo do percentil de criangas parasitadas e também do
tipo de parasita mais freguente.

MATERIAL E METODOS
O publico alvo do projeto foram criancas em idade

escolar do 1° grau do ensino fundamental da Escola Estadual
de Primeiro Grau Professora Maria Aparecida Colturato
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Fernandes do Municipio de Catanduva. Foram entrevistadas e
examinadas 250 criancgas, sendo 138 do sexo masculino e 112
do sexo feminino, com idade minimade 6 anose maximade 11
anos.

O projeto teve inicio no més de Outubro de 2001 com
palestras sobre educagdo sanitaria para as criangas. Foram
abordados assuntos como: 0s agentes etiol6gicos das
principais parasitoses, seus respectivos ciclos evolutivos, os
mecanismos de transmissdo, sintomatologia e métodos
preventivos. Nestas palestras buscou-se conscientizar a
importancia da higiene navida cotidiana

Posteriormente, foi realizada palestra com os pais,
abordando-se 0 mesmo temae explicando o método e o objetivo
do projeto.

Foi aplicado um questionario sdcio-econémico e
entregue para cada crianga um recipiente para a colheita de
material parao exame parasitol 6gico defezes. Osexamesforam
realizados em umainicaamostra pel as seguintestécnicas. exame
direto afresco em fezes diarréicas, sedimentacdo espontanea
em agua, método de flutuagdo por Faust e col., método de
extracdo de larvas segundo Rugai et al. e esfregaco de fezes
coradas pela fucsina para pesquisa de coccideos intestinais.

Os casos positivos foram tratados com anti-parasitario
(Metronidazol paraprotozoérios e Mebendazol parahelmintos).

Os medicamentos foram adquiridos gratuitamente nos
Postos de Salide do M unicipio de Catanduva. Antesda entrega
das receitas médicas foi realizada palestra com os pais,
orientando sobre amaneiraadequada de seredlizar o tratamento.
Aindanestapalestrafoi esclarecidaaimportanciado tratamento
adequado das parasitoses e reafirmados os métodos
preventivos das mesmas.

O tratamento estatistico foi realizado segundo o teste Z.

RESULTADOS

Foram entrevistadas e examinadas 250 criangas, que
foram separadas em dois grupos: criancas parasitadas (32
criancas) e criangas ndo parasitadas (218 criangas), conforme
se observanaFigural.

Entre as criancas ndo parasitadas, 66 (30,37%)
encontrava-se na faixa etariade 6 a 7 anos, 114 (52,29%) na
faixaetariade 8 a9 anose 38 (17,43%) entre 10 e 11anos; onde
118 (54,12%) eram do sexo masculino e 100 (45,87%) do sexo
feminino. Ja no grupo das criangas parasitadas, 11(34,37%)
encontrava-se nafaixaetériade 6 a7 anos, 13 (40,62%) entre 8
e9anose8(25%) entre 10 e 11 anos; onde 20 (62,50%) eram do
sexo masculino e 12 (37,50%) do sexo feminino.

Durante a entrevista foi perguntado sobre as condi¢des
de moradia de cada crianga. No grupo das criangas néo
parasitadas, 126 (57,79%) moravam em casapropria, 50 (22,93%)
em casaalugada, 19 (8,71%) em casaemprestadae 23 (10,55%)
ndo souberam responder, sendo que o tipo de chdo de 171
casas(78,44%) eradepisofrio, 36 (16,51%) demadeira, 10 (4,58%)
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Figura 1. Percentual de criangas parasitadas e ndo parasitadas

Figura 2. Percentual da presenca de animais de estimagéo entre as crian-
¢as ndo parasitadas
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Figura 3. Percentual da presenca de animais de estimag&o entre as crian-
gas parasitadas

de terrae 1 (0,45%) ndo soube responder. Ja entre as criangas
parasitadas, 14 (43,75%) moravam em casa propria, 9 (28,12%)
em casaalugada, 3(9,37%) em casaemprestadae 6 (18,75%) ndo
souberam responder. Dessas casas, 20 (62,50%) tinham chéo de
piso, 5 (15,62%) de madeira, 6 (18,75%) deterrae 1 (3,12%) ndo
soube responder.

Em relacdo aestruturadacasa ( tijolo, madeiraou barro),
apenas duas criancas moram em casa de madeira. Estas ndo
apresentaram resultado positivo parao exame parasitol égico de
fezes.

Todas as criangas entrevistadas (parasitadas e néo
parasitadas) residem em domicilios com &gua encanada, luz
elétrica, sanitario ligado arede de esgoto eo destino dolixo éa
coletapiblica.

Figura 4. Habitos em relacdo aingestéo de &gua entre as criangas parasitadas

Em relacéo a presenca de animais de estimagdo, 148
criancas ndo parasitadas (67,88%) possuem agum, engquanto
70 (32,11%) ndo os possuem, conforme se verificanaFigura 2.
Ja entre as criangas parasitadas, 27 (84,37%) possuem algum
animal de estimagéo, e 5 (15,62%) ndo tém nenhum, conforme
mostraaFigura3.

Foram feitas também perguntas sobre os hébitos de
vida das criancas. Foi constatado que nao ha diferenca
significativa entre os resultados obtidos na entrevista com as
criangas parasitadas e ndo parasitadas. A grande maioriarelata
lavar asméos apdsir ao banheiro e antes das refei¢oes; cortar
as unhas; escovar 0s dentes ap0s as refei¢des; nega nadar em
rios. A maioriarelatatambém ter ido ao dentistaao menosuma
vez.
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A maioriadascriancas parasitadas (25) relatabeber &gua
diretamente datorneira, enquanto apenas 7 bebem apenas dgua
filtradaou fervida, conforme mostraaFigura4.

No grupo das criangas parasitadas, 26 (81,25%) eram
monoparasitadas e 6 (18,75%) eram poliparasitadas. Os parasitas
encontrados s&o mostrados na Figura 5.

DISCUSSAO

Com o proposito de obter parametros para subsidiar
futuras agdes de salide no municipio de Catanduva, foi avaliada
afrequiénciadas parasitosesintestinaisem alunosde umaEscola
Publica de Ensino Fundamental e a atual situagdo socio-
econdmica de seus familiares. Os dados obtidos foram
comparados com outro estudo semelhante realizado no inicio
da década de 90.

Foi constatada uma acentuada diminui¢do nafreqiéncia
geral de enteroparasitas, em escolares, que passou de 51,10%
em 1991 para 12,80% no presente estudo. A tendénciade queda
das freqiiéncias das enteroparasitoses em popul agbes urbanas,
no Estado de Sao Paulo, ja foram apontadas por outros
autores™’. Por outro lado, constata-se que os atuais indices
observados neste trabalho sGo menores se comparados com a
literatura, confirmando a existénciade diferencasregionai s**.
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Figura 5. Percentual dos parasitas encontrados
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No grupo de criangas parasitadas, afaixaetériade maior
ocorrénciafoi ade 6 a9 anos. Conforme o aumento da idade
das criancas foi observada a diminui¢do do nimero de
parasitados. No mesmo grupo, as criangas do sexo masculino
foram as mais acometidas. Estes achados s&o concordantes
com outras investigagdes e sugerem que a faixa etaria e sexo
masculino séo varidveis que poderiam estar relacionados com
maior exposi¢do ao ambiente, devido amenor higiene pessoal e
maior contato com o solo contaminado®.

Em relagdo ao nivel sbcio-econdmico houveumamelhora
guando comparado com os dados relativos a década de 90. A
maioria das criancas entrevistadas, neste estudo, mora em
residéncia propria, a estrutura da casa é de tijolo, e o chao de
grande parte das residéncias é de piso frio. Além disso, todos
os domicilios pesqui sados possuem aguaencanada, luz el étrica,
sanitério ligado arede de esgoto e o destino do lixo é a coleta
publica. No estudo anterior observamos que apenas 50,70%
das pessoas entrevistadas moravam em casa dettijolo, 50,70%
das pessoas possuiam servico de tratamento de agua, 50,10%
tinham sanitério ligado aesgoto e 51,0% tinham acol etaplblica
como destino do lixo. Provavel mente essamelhoranaqualidade
de vida contribuiu muito paraa diminui¢&o das parasitoses no
municipio.

Houveumaestreitarel agdo entre o convivio comanimais
eo encontro de parasitasintestinais. Mesmo quetal associacdo
possa tratar-se de varidvel de confusdo, umavez que animais
de estimacd@o ndo representam reservatorios naturais de
enteroparasitas, vale lembrar que estes animais tém maior
contato com o solo e assim poderia apresentar formas
infectantes de parasitas aderidos aos pél os, favorecendo, desta
forma, atransmissdo mecénica. No entanto estamodalidade de
transmiss&o necessita de maior comprovagao.

Giardia lamblia foi o parasita mais freqliente, o que
coincide com os dados da literatural®*14151  |ssp pode ser
devido ao fato de os cistos deste protozodrio serem resistentes
ao tratamento de agua e também ao hébito de ndo filtrar ou
ferver a dgua antes de bebé-la. Os dados mostram que grande
parte das criancas parasitadas bebe dgua diretamente da
torneira.

Chama a atencdo a negatividade das amostras para
Ascaris lumbricoides e Trichuris trichiura e a positividade de
3,13% das amostras tanto para Ancilostomideos quanto para
Strongyloides stercoralis. Este dado poderia sugerir 0 uso
sistematico da auto-medicagdo, que seriamais eficiente parao
primeiro grupo de geo-helmintos ou poderia estar relacionado
com o habito dessas criancas de andarem descal ¢as,
favorecendo a maior transmissdo dos geohelmintos de
aquisicao ativa. Jaforam comprovados por outros autores que
as geohel mintiases podem variar conforme afaixaetaria, sexo,
caracteristicas ambientais, area geogréafica e atividade
humana'®®.

Foi calculada curva de crescimento para cada crianca
parasitada. Os dados mostram que ndo houve prejuizo no
desenvolvimento das criangas, pois todas estdo com o peso e
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altura normais para as respectivas idades. 1sso indica
provavel mente baixaintensidade deinfeccdo e baixafrequéncia
parasitéria. Se estasfossem elevadas, poderiahaver prejuizo na
absor¢do de nutrientes, o que prejudicaria o desenvolvimento
dacrianca.

CONCLUSOES

De acordo com os dados apresentados, a conclusdo que
se chega é que a melhora na qualidade de vida, incluindo
saneamento béasi co e educagdo sanitéria, contribui muito paraa
diminuicéo das enteroparasitoses. Se esse nivel for mantido, as
parasitoses passardo a ter uma importancia menor do que tém
hoje no municipio.
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RESUMO

Um estudo comparativo sobre aacéo de diversosfixadores utilizados em mi croscopiaél etroni cade transmisséo
(MET) e microscopia de luz (ML) foi redizado, a fim de andisar a preservacdo de estruturas celulares ao
microscopio eetrénico de transmissdo (MET). Fragmentos de figado de camundongo foram fixados em 5
diferentesfixadores. ofixador de Karnovsky, glutaral deido e paraformaldeido utilizados no processamento para
MET e o formadeido comercia eliquido de Bouin utilizados no processamento paraML. Ap6s afixacdo, os
fragmentosforam pds-fixados com tetrdxido de Gsmio e contrastastados com acetato de uranila. A seguir foram
desidratados e incluidos em resina Epon. Os cortes ultrafinos mostraram que os fragmentos fixados com
Karnovsky e glutaraldeido apresentaram melhor preservacdo das estruturas celulares e menor extracdo. O
paraforma deido produziu al gunsartefatos de méafixaco e extracéo pel o fato deformar menosligagdes cruzadas
queo glutara deido. Osfixadoresformal deido comercia eoliquido de Bouin utilizadosem microscopiadeluz
mostraram que ndo sdo adequados ao uso em MET, pois sdo considerados fixadores coagulantes e produzem
extensa extracdo dos componentes celulares. Comparando-se asimagens obtidas com os fixadores utilizados,
ofixador deKarnovsky eo glutaraldeido mostraram mel hor preservacéo e maior similaridade namorfologia.
Palavras-Chave. fixador de Karnovsky, glutaraldeido, paraformaldeido, formaldeido, liquido de Bouin,
microscopia el etronica de transmissao.

ABSTRACT

A comparativestudy onseverd fixativesused for Electron Microscopy (EM) and light microscopy (LM ) procedure
wascarried outin order toinvestigatethe cellular structures preservation under Transmission Electron Microscopy.
Mouse liver fragments were fixed with diverse fixatives, three of them regularly employed for EM procedure
(Karnovsky, glutaral dehyde, and paraformal dehyde), and two other fixativesused for LM methodology (commercid
solution of formaldehyde, and Bouin solution). After primary fixation, dl tissue fragments were post- fixed with
osmium tetroxide and uranyl acetate. Then, the fragments were dehydrated, and embedded in Epon resin. Ultra-
thin sectionsfrom Karnovsky- and gl utaral dehyde- fixed tissues showed better preservation of cdll structuresand
reduced extration of cellular components. The paraformadehyde - fixed tissue presented poorer results than
glutaraldehydefixation dueto the presence of less crosslinking; however that fixative has been useful in e ectron
cytochemical technique. Commercial formal dehyde solution and Bouin solution aretheusua fixativesfor LM but
they are unsuitable for EM. Their contents present a feature of coagulating proteins and to cause an extensve
extraction that induces aloss of cell congtituents. Although all used fixatives rendered images with artifact, both
fixatives Karnovsky and glutaral dehyde showed best cell morphology preservation and similar results.,

Key Words. Karnovsky fixatives, glutaral dehyde, paraformal dehyde, Bouin solution, transmission electron
microscopy.
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INTRODUCAO

A partir de 1950, os procedimentos de preparacéo de
amostras biol 6gi cas para microscopia el etrénicade transmissdo
(MET) comegaram aser padronizados com o desenvolvimento
de fixadores adequados’!>%, agentes desidratantes
compativeis com 0 meio de inclusdo e desenvolvimento de
agentes de inclusdo como as resinas epoxi*®, que permitiram a
obtencéo de cortes ultrafinos!? que apresentaram boa
estabilidade quando submetidos ao feixe de el étrons.

A fixacdo é a primeira etapa na preparagéo de amostras
biolégicas para exame de cortes ultrafinos ao ME e tem o
propésito de estabilizar e preservar aorganizagdo celular mesmo
apo6s procedimentos subsequentes como a desidratagao,
embebi c30 e exposi G0 ao feixe de elétrons™. E inevitavel quea
morfologia celular seja alterada durante o processo de
estabilizag@o e modificacfes podem ocorrer mesmo com agueles
fixadores consideradosideais. Evidéncias experimentaisindicam
gue quantidades variadas de carboidratos, proteinas,
lipoproteinas e lipideos sdo perdidas durante afixagdo®. Dessa
forma, €inerente que asimagens obtidas ao microscopio deluz
e/ou eletronico sejam artefatuais®.

Otetréxido de 6smio, umfixador utilizado emmicroscopia
deluz desde o comego do século X X*°foi abaseinicial defixador
desenvolvido paraME por Palade'®em 1952. O 6smio protegeas
lipoproteinas naturais dos tecidos evitando sua ruptura e
coagulacdo, mas tem a desvantagem de penetrar e reagir to
vagarosamente que mudangas consideraveis naestruturacelular
podem ocorrer antes que afixacdo sgjacompleta.

A mudancano processo defixagdo surgiu com o trabalho
de Sabatini et al.'® que introduziram o glutaraldeido. Eles
procuravam por fixadores que permitissem reter a atividade
enzimatica, destruidaou inibida pelo ésmio, que erausado como
fixador primario naquel etempo. Outrosaldeidosforam utilizados
anteriormente, mas o glutaraldeido apresentou uma excelente
preservacdo em tecidos animais e vegetais, quando seguido
por uma pos-fixagdo com ésmio. O glutaraldeido sendo um
dial deido, reage com proteinas estabilizando estruturas através
de ligagBes cruzadas. No entanto, os lipideos n&o sao
preservados pelo glutaraldeido, cerca de 95% podem ser
extraidos durante a desidratacdo’®, a menos que uma segunda
fixag@o com dsmio sgjautilizada

A boafixagéo do glutaraldeido levou os pesquisadores a
reexaminarem outros aldeidos como fixadores primarios, e
encontraram no formaldeido, recém preparado a partir do
paraformal deido®>um fixador comparével ao glutaraldeido ecom
a vantagem adicional de ter uma penetragdo mais répida nas
amostras. No entanto, este fixador sendo um monoaldeido forma
menos ligagdes cruzadas que o glutaraldeido, assim, deve-se
tomar cuidado durantealavagem porque suafixacao éreversivel®,
Estefixador difere do formaldeido comercial testado noinicio da
microcopiael etronicacom resultado inferior ao do smio. Mesmo
quando utilizado como fixador primério antes do smio, ocorre
extensaextracao e precipitagdo, devido a presencaconsideravel

de metanol (11 a 16%) na solucdo comercia do formaldeido™.
Misturas de aldeidos também foram testadas, particularmente de
paraformaldeido e glutaraldeido (fixador de Karnovsky)” que
provou ser superior autilizagdo deum aldeido Unico. O principio
deste fixador € que o formaldeido penetra no tecido mais
rapidamente que o glutaraldeido e estabiliza temporariamente
estruturas que serdo subsequentemente fixadas mais
permanentemente pel o glutaral deido’.

Em anos subsequentes foi introduzido o acetato de
uranila como um terceiro fixador, seguido do glutaraldeido e
6smio. Ele € descrito como constrastante em bloco®. Sob estas
condi¢Oes o acetato de uranila atua como um fixador para
componentes lipidicos.

Estetrabalhofoi o resultado das aulas préticasrealizadas
com os alunos de P6s-Graduag&o da Disciplina“Microscopia
Eletronicano Laboratério de Salide Publica” PPG-CIP-SES/SP
eteve como objetivo comparar aagdo dos diferentes fixadores
utilizados na microscopia eletronica de transmissdo e na
microscopia de luz analisando a preservacdo de estruturas
celulares ao Microscopio Eletronico de Transmissdo.

MATERIAL E METODOS

Camundongo Balb/c, fémea de 4 meses de idade foi
sacrificadaeofigadoretirado foi dividido paraos5 grupos (G1
aGb). Cadagrupo recebeu um fixador diferente para estudo.

Osfixadores utilizados neste experimento foram:

A. Parapreparacdo em Microscopia El etrénica de Transmiss&o:
Grupo 1 : Karnovsky (paraformaldeido (Merck) a 4% e
glutaraldeido (Sigma) a 2,5% em tamp&o cacodilato de sodio
0,IM pH 7,2;

Grupo 2 : Glutaraldeido a 2,5% (Sigma) em tamp&o cacodilato
desddio0,1M pH 7,2;

Grupo 3 : Paraformaldeido (Merck) a4% em tampéo cacodilato
desddio0,1IM pH 7,2

B. Parapreparacdo em Microscopiade Luz:

Grupo 4 : Formaldeido (comercial) (Synth) a 10% aquosa pH
50;

Grupo 5 : Liquido deBouin, pH 2,5

Osfragmentos foram fixados por 2 horas atemperatura
ambiente e apds este periodo, todas as amostras seguiram o
mesmo procedimento. Osfragmentosforam lavados em solucdo
de lavagem (sacarose 7,3%, cloreto de sddio 0,6%) e
posteriormente pos-fixados em tetréxido de 6smio a 1% por 1
horaa4°C. Logo apos, osfragmentosforam lavados novamente
em solucgdo delavagem e contrastados em bloco em solugéo de
acetato de uranilaa0,5% por 2 horas. Foram ent&o desidratados
em concentragBes crescentes de acetona 50, 70, 90, 95% por
dez minutos em cada etapa e dois banhos de acetona pura por
15 minutos cada. Ap0s a desidratacdo, os fragmentos foram
embebidos em uma mistura de resina Epon : acetona na
proporcéo de 1:1 por 1 hora e a seguir em resina pura por 12
horas. O materia incluido foi colocado em estufaa60°C por 72
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horas parapolimerizag8o. Cortes semi finosforam corados com
azul detoluidinaeobservados ao microscopio deluz paraselecéo
de &reas a serem estudadas. Cortes ultrafinos foram colhidos
em telasde cobrerevestidos com formvar e corados com acetato
de uranila e citrato de chumbo®. Apos contrastagdo foram
examinados e fotografados ao Microscopio Eletrénico de
Transmiss&o Philips400T .

RESULTADOS

Os cortes de figado fixados com osfixadores utilizados
em MET apresentaram uma boa preservacdo. Tanto o tecido
fixado com o fixador de Karnovsky como aquel esfixadoscom o
glutaraldeido e paraformaldeido apresentaram resultados
similares.

Cortes de figado fixados com o Karnovsky mostraram
uma célula bastante integra. O citoplasma apresentou reticulo
endoplasmético rugoso (RER) formando cisternas estreitas,
mitocondrias, reticulo endoplasmético liso (REL) egranulosde
glicogéniolevemente extraidos. Os espagos estavam preenchidos
por um material homogéneo, finamente granular. O nicleo
mostrou cromatina com alguns pontos mais densos e nucléolo.
(Figura 1A). O reticulo endoplasmatico rugoso muitas vezes
envolviaasmitocOndrias que apresentavam cristas mitocondriais
e granulos de célcio em seu interior (Figura 1B). Observou-se
também apresencado complexo de Golgi (Figura1C).

O material fixado com o glutaral deido também apresentou
célulaintegra. Podia-se observar apresencade um grande ndmero
de mitocondrias; reticulo endoplasmatico rugoso e liso também
estavam presentes. Havia regifes apresentando um material
amorfo com aguns granulos de glicogénio. O nlicleo mostrou
grumosde cromatinaeléron densos (Figura2A). Asmitocondrias
apresentavam cristas e granulos de calcio (Figura 2B).

O materia fixado com o paraformal deido mostroureticulo
endoplasmético rugoso emitocondriasenvolvidas pelo RER. Havia
regides vazias no citoplasma, provavelmente anteriormente
ocupadas pelo glicogénio. O nlicleo mostrava cromatina
homogéneaenucléolo evidente (Figura2C). Algumasmitocondrias
apresentavam cristas mitocondriais preservadas, enquanto outras
apresentavam mitocondrias degeneradas ou sem cristas contendo
um material amorfo eétrondenso (Figura2C e2D).

Cortes de tecidos fixados com fixadores utilizados em
microscopiade luz apresentaram ma preservagdo e extragdo de
vérios componentes celulares. Cortes de figado fixado com
formal deido comercial mostrou o citoplasmade um hepatdcito
com aspecto “rendilhado” devido a presenca de numerosos
vacutolos de diferentes tamanhos, de formato ndo homogéneo
evazios. O nlcleo apresentava cromatinafinamente granular e
nucléolo. (Figura3A). A membranado reticul o endoplasmatico
rugoso mostrava algumas regides descontinuas e
fragmentadas, em outras regi6es havia auséncia de ribossomos
aderidos a membrana do reticulo. As mitocondrias pareciam
dilatadas e amembranade algumas del as estavam degeneradas;
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era possivel observar resquicios de cristas mitocondriais e a
presenca de um material granular elétron denso (Figura 3B).
Exceto pelas organel as maisfacilmente distinguiveis, eradificil
identificar outras organelas citoplasméticas.

Os cortes de tecidos fixados com o liquido de Bouin
mostraram que o citoplasma de um hepatécito apresentava
sinais de extragdo. O nucleo apresentou regides com grumos
de cromatina el étron densas. Havia grandes regides vazias. O
reticulo endoplasmatico granular apresentou membranas
formando grumos e material elétron denso aderido as mesmas,
provavelmente como resultado de uma reagdo com algum
componente do fixador com os ribossomos (Figura 3C); as
mitocOndrias ndo apresentavam cristas nem granulosde célcio,
mas apareciam como estruturas granulares e elétron densas
(Figura 3D). N&o foi possivel identificar outras estruturas
citoplasmaticas.

DISCUSSAO

Ao iniciarmos um estudo morfoldgico de um material
desconhecido normal mente é recomendado a utilizagdo de 2 ou
mais fixadores diferentes para que os resultados sejam
comparados.

Ao propormos um experimento aos alunos de pos-
graduacdo, utilizando diferentes fixadores, tinhamos este
propésito, no entanto, para que a percepcdo deste conceito
fosse agugado nos alunos e as diferencas pudessem ser
facilmente observadas ao analisar as eletromicrografias,
utilizamos também fixadores usados em microscopia de luz
(formaldeido comercial eoliquido de Bouin).

Os resultados apresentados pela fixacdo com o
glutaraldeido e com Karnovsky foram semel hantes, poisambos
apresentaram 6tima preservacao de estruturas. Organel as como
0 RER, complexo de Golgi, mitocondrias, REL foram facilmente
identificados. O nucleo também mostrou estruturas distintas
com nucléolo evidente.

O paraformaldeido embora utilizado em ME apresentou
uma preservacdo menos eficiente que o glutaraldeido e o
Karnovsky. Foi possivel observar que algumas mitocondrias
sofreram degeneracdo. Este fixador néo € t&o eficaz quanto o
glutaraldeido para a morfologia celular, embora tenha como
caracteristica a penetracdo rapida nos tecidos. No entanto, as
ligagOes cruzadas so maislentas que o glutaraldeido, inclusive,
algumas podem ser revertidas durante incubagdes com
tamp&o®®. Devido a estas caracteristicas é muito utilizado na
citoquimicaem Microscopia Eletronicade Transmissdo'’. Como
este fixador ndo reage com a maioria dos polissacarideos,
observou-se extensa extracdo de glicogénio no material fixado
com o paraformal deido?.

Embora o glutaraldeido, o paraformaldeido ou a
combinagdo dos dois (Karnovsky) seja uma escolha universal
de fixador?, eles ndo sdo adequados se usados isoladamente,
porque os adeidos ndo tem agdo sobre alguns componentes
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Figura 1A. Corte de figado de camundongo fixado com o fixador de Karnovsky. Os hepatécitos mostram-se bem preservados. As organelas
citoplasméticas apresentam-se homogeneamente dispersas, granulos de glicogénio (G) mostram-se levemente extraidos. As membranas dos hepatécitos
(seta) encontram-se justapostas. N- ndcleo. Barra: 1,0 um. Figura 1B. Eletromicrografia do mesmo material mostra mitocondrias (M) com cristas
mitocondriais (seta) e granulos de célcio (cabega de seta) em seu interior. O reticulo endoplasmético rugoso disperso entre as mitocondrias e alguns
granulos de glicogénio (G). Barra: 0,5 um. Figura 1C. Eletromicrografia de outra regiéo do citoplasma do hepatdcito fixado com Karnovsky
mostrando o complexo de Golgi (seta grossa), o reticulo endoplasmatico liso (REL) e mitocondrias (M) bem preservados. Barra: 0,5 um.
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Figura 2A. Figado de camundongo fixado com glutaraldeido apresenta numerosas mitocondrias (M) e regides com granulos de glicogénio mais
extraidos (G). N- nlcleo. Barra: 1,2 um. Figura 2B. Eletromicrografia em maior aumento do mesmo material mostra mitocondrias (M) com
presenca de cristas (seta) e granulos de célcio (cabega de seta). Observa-se reticulo endoplasmético liso (REL) e reticulo endoplasmético rugoso (seta
grossa) envolvendo as mitocdndrias. Barra: 0,5 um. Figura 2C. Corte de figado de camundongo fixado com paraformaldeido mostra mitocondrias
(M) preservadas e outras degeneradas no citoplasma do hepatécito. Observa-se regides com extragéo de glicogénio (G). N - nicleo. Barra: 1,2 um.
Figura 2D. Eletromicrografia em maior aumento do material fixado com paraformaldeido mostra RER em grande quantidade e mitocondrias com
auséncia de cristas e granulos; no canto superior direito, uma mitocondria apresenta tracos de cristas (seta). Barra: 1,0 um.
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Figura 3A. Corte de figado de camundongo fixado com formaldeido comercial mostra um grande nimero de vacuolos citoplasméticos (v) de
diferentes tamanhos e formatos. E dificil distinguir as organelas devido a grande extracéo sofrida pela célula. N- nicleo. Barra: 1,2 um. Figura 3B.
Eletromicrografia em maior aumento de material fixado com formaldeido mostra mitocdndrias (M) dilatadas e algumas degeneradas, mas pode-se
observar a presenga de resquicios de cristas mitocondriais (seta). O RER apresenta-se fragmentado em algumas regides e em outras regides ha
auséncia de ribossomos na membrana do reticulo (cabega de seta). Barra: 0,5 um. Figura 3C. Em figado de camundongo fixado com o liquido de
Bouin observa-se grandes regides vazias ( * ) e agregados de organelas que lembram mitocdndrias e reticulo endoplasmatico rugoso (seta grossa). N
- nlcleo. Barra: 1,2 um. Figura 3D. Observagdo em maior aumento do mesmo material mostra que as mitocondrias (M) ndo estdo envolvidas por
membrana e em seu interior ha um material granular. Observa-se também grumos de membranas elétron densas (seta grossa) provavelmente
originado da reacéo de algum componente do fixador com o RER. Barra: 1,0 um.
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celulares, como os lipideos, assim, no caso de uma fixagéo
primaria, oslipideos seriam extraidos durante a desi dratacéo®®.
Paradliminar este problemaumasegundafixacdo com o tetroxido
de 6smio se faz necessario®.

O tecido fixado com formaldeido comercial, norma mente
utilizado em microscopia de luz mostrou intensa extragéo e a
formag&o de vacuolos de diferentes formatos, tamanhos e de
aspecto vazio. Sabe-se que espagos vazios ndo sdo compativels
com avida?. Regides el étron transparentes de qual quer tamanho
nas eletromicrografias sdo indicativos de extragdo artefatual
do material celular eafixagdo éacausaprovavel deste problema,
porque o fixador ideal deveimobilizar einsolubilizar o material
celular?. A presenga de metanol naformulagdo do formaldeido
torna-o um fixador coagulante sobre as proteinas, precipitando
as mesmas permanentemente e alterando sua configuragéo®.
As interrupc8es na continuidade da membrana do reticulo
endoplasmético rugoso e a auséncia de ribossomos aderidos a
membrana em algumas regifes sdo provavelmente artefatos
originados pelafixacéo parcial dascélulas.

O liquido de Bouin é conhecido como fixador para
microscopia de luz, mas ndo ha relatos de sua utilizagdo em
microscopia eletronica. Devido a mistura de diferentes
compostos em sua constitui¢&o torna-se inadequado para uso
em MET. O é&cido picrico quando decomposto precipita e
aglutinaas proteinas formando picratos de proteinas. Por outro
lado, o &cido acético precipita proteinas nucleares, mas ndo as
citoplasméticas e o formaldeido alteraaestruturadas proteinas.
Além disso, o liquido de Bouin destréi o complexo de Golgi e
lipideos't. As eletromicrografias mostraram grumos de
membranas de RER e precipitados elétron densos aderidos a
essas membranas, provavel mente originados dos ribossomos.
N&o foi possivel observar outras estruturas citoplasmaticas
devido a grande extragédo sofrida no citoplasma. O nicleo
apresentou grumos de cromatina bastante el étron densa.

Além damafixacdo e grande extragéo provocada pelo
formaldeido e pelo liquido de Bouin, estes fixadores ndo foram
tamponados e seus pHs eram bastante diferentes do pH
fisioldgico do tecido (formaldeido pH 5,0 e Bouin pH 2,5).
Geralmente ostecidos apresentam um pH fisiol6gico naordem
de6,8a7,4, pequenas mudancas no pH do fixador podem trazer
grandes mudancgas dentro da célula, relacionadas a
consisténcia, seletividade damembrana e atividade enzimética
celular. Dessaforma, tamponando asolugéo fixadoraaprovéavel
acidificagdo pode ser neutralizada, minimizando os danos aos
tecidos*S. Wrigglesworth e Packer?® demonstraram que ocorrem
mudancas conformacionais de proteinas dependentes de pH
na membrana mitocondrial podendo levar a alteracBes
reversiveis na ultraestrutura da membrana. Como as proteinas
sdo responsaveis pela estrutura caracteristica de uma célulae
0 peso molecular de proteinas é fortemente dependente de pH,
aimportanciado mesmo no fixador é 6bvia.

O experimento proposto demonstrando a atuacéo de
diferentes fixadores no figado de camundongo alcangou os
objetivos desgjados. Os alunos puderam perceber as variagdes
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namorfologia e a preservagdo ou extragdo de material celular
dependendo do fixador utilizado. Este experimento mostrou que
os fixadores glutaraldeido e o Karnovsky séo os melhores
fixadores primérios e os fixadores comumente utilizados em
microscopia de luz ocasionam grandes artefatos as células
guando examinadas ao Microscopio Eletronico de Transmiss3o.
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RESUMO

A criptosporidiose é causada por protozoarios do género Cryptosporidium. A doenca se caracteriza por
diarréiaagudano homem e em outrosanimais. O diagndstico laboratorial éfeito peladeteccdo do parasito
por métodos parasitol égicos, imunol dgicos ou moleculares. Amostras fecais de 29 pacientes portadores
deHIV ecomAlDSandisadas pel osmétodos parasitol 6gico (Kinyoun) eimunol 6gico (EL1SA) foram submetidas
a0 método molecular (Nested-PCR). Destas, 15 amostras foram positivas para Cryptosporidium sp no exame
parasitol6gico e 14 negativos para Cryptosporidium, mas positivos para outras espécies parasitarias ou
bacilos d cool -acido-resi stentes. Pela Nested-PCR foram encontradas 16 amostras positivas, e destas, 11
apresentaram resultados concordantes com o exame parasitol6gico e cinco ndo. Essas cinco amostras
discordantes foram também negativas pelo ELI SA. Das 15 amostras positivas pel o exame parasitol 6gico,
duas foram negativas pelo Nested-PCR e por ELISA. Os métodos moleculares podem-se constituir em
importante ferramenta diagndstica nos casos com suspeita clinica de criptosporidiose nos estudos
epidemioldgicos, permitindo a caracterizacdo genotipica do parasito e auxiliando na investigacdo das
rotas de transmissao. As discordancias observadas entre os diferentes métodos precisam ser mais bem
investigadas.

Palavras-Chave. Cryptosporidium, diagnéstico por métodos molecular, imunol gico, parasitol 6gico

ABSTRACT

Cryptosporidium is a coccidian protozoan that causes diarrhea in human beings, domestic animals, and
other vertebrates. Although cryptosporidiosisis self-limited disease in healthy individuals, patients with
AIDS usually go through a prolonged life-threatening diarrhea. Cryptosporidiosis laboratory diagnosis
has been performed by means of parasite detection using parasitological, imunological, or molecular
methods. In the present study 29 samples were selected, being 15 positive and 14 negative for
Cryptosporidium on Kinyoun staining. All of 29 fecal samplesweretested on Nested PCR (N-PCR), and 16
out 29 sampleswere N-PCR positive. Among these 16 N-PCR positive samples, 11 werepositiveon EIA
and Kinyoun staining, and five were negative on both techniques. Kinyoun staining detected four
positive samplesthough two of them were negative on N-PCR and EIA. The use of molecular method may
improve thediagnosisas thereported sensitivity and specificity rates have been higher the conventional
techniques as morphol ogy-based methods. Besides, molecular methodshavelately been used to characterize
the different genotype of C. parvum. Based on the data observed in the present study concerning the
considerable discrepancies of results among three laboratory techniques ,-further investigations have to
be performed.

Key Words. Cryptosporidium, diagnosis methods, molecular, immunological and parasitological.
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INTRODUCAO

Cryptosporidium sp, protozodrio da sub classe
Coccidia, é agente causador de diarréia aguda no homem e
outros animais. A gravidade da criptosporidiose estaligada as
condi¢des imunol égicas do hospedeiro, podendo-se apresentar
de forma branda e autolimitada®® ou como doenca grave e
crénica, como ocorre nos pacientes imuno-comprometidos,
principalmentecomAIDS".

A criptosporidiose humana pode ser causada por
diferentes espécies de Cryptosporidium, sendo reconhecidos
dois ciclos de transmissd0: 0 antropondtico, no qual o agente
envolvido seria Cryptosporidium hominis (anteriormente
denominado Cryptosporidium parvum genétipo |), e zoonético,
no qual estariam envolvidas diferentes espécies, principalmente
Cryptosporidium parvum®%, A transmissao do parasito ocorre
principal mente por viafecal-oral, com aingest&o deaimentose
agua contaminados com fezes de humanos ou animais
infectados®*2,

O diagndstico laboratorial normalmente é feito pela
demonstrac@o de oocistos de Cryptosporidium sp nas fezes,
utilizando-se para concentrag&o, mais comumente, 0 método
de sedimentagdo em formalina-acetato de etila® e para
visualizagdo dos oocistos, diferentes técnicas de coloragao,
como Ziehl-Neel sen modificado, Kinyoun, Safranina, Auramina
e outras®®. Este método parasitolégico apresenta relativa
facilidade no preparo dos corantes e reagentes, exige
equipamentos ja existentes na maioria dos laboratérios que
realizam o diagnostico de doencgas infecciosas e parasitérias.
Entretanto, o preparo do esfregaco e a coloracéo requerem
muitas etapas, a microscopia exige a observacdo em todos 0s
campos, acarretando demora, dificultando assim suautilizagdo
em largaescala*?’.

Novos testes, baseados em principios imunol 6gicos
foram desenvolvidos para analise em amostras fecais. O teste
imunoenzimatico (EL1SA) paradeteccéo de coproantigenosnas
fezes e a reacéo de imunofluorescéncia direta (IFD),
empregando-se anti corpos monoclonais anti-Cryptosporidium
marcados com isotiocianato de fluoresceina. Estes testes
guando avaliados demonstraram alta sensibilidade e passivel
de uso para processamento em grande quantidade de amostras.
Embora alguns autores revelassem que os custos do Kit de
ELISA se apresentaram mais baratos que o de
imunofluorescéncia ou mesmo o exame parasitoldgico, é
necessario 0 emprego de alguns equipamentos como leitor de
ELISA emicroscopio paraimunofluorescéncia®*”. No Brasil
estes Kits ndo est&o disponiveis no mercado e ndo setem relato
de experiéncias ou uso dos mesmos narotinalaboratorial para
deteccdo de oocistos de Cryptosporidium em amostras fecais.

Diferentes técnicas da biol ogiamolecular para detectar
Cryptosporidium em amostras ambientaisefecais, como aPCR
(Reag8o da Polimerase em Cadeia), foram desenvolvidas ndo
s6 com o objetivo de detectar oocistos, como também para
estudos epidemiolégicos. Estas técnicas tém a vantagem de
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permitir a caracterizacdo genotipica das espécies de
Cryptosporidium responsaveis por surtos e agravos,
fornecendo subsidios para investigacéo de provaveis fontes e
vias de transmissdo, por outro lado o custo é elevado®1011:1622,

No Estado de S&o Paulo, nem todos os laboratorios
clinicos realizam exames parasitoldgico para pesquisa de
parasitos oportunistas, no caso especifico para
criptosporidiose®® demonstrando a ndo inclusdo de métodos
especificos na rotina de exame parasitolégico de fezes. Este
fato contribui para o ndo conhecimento da prevalénciareal da
criptosporidiose em nosso meio.

O objetivo do presente estudo foi comparar e avaliar os
resultados obtidos pelo método molecular (Nested-PCR), com
aqueles obtidos pelos métodos parasitoldgico (Kinyoun) e
imunolégico (ELISA) nadeteccdo de Crypstosporidium sp em
amostras fecais.

MATERIAL E METODOS

Amostras fecais

Foram utilizadas 29 amostras fecais, provenientes de
pacientes portadores de HIV e com AIDS, atendidos no
ambulatorio e clinicado Conjunto Hospitalar de Sorocaba-SP.
Estasforam divididasem 3 partes: aprimeirapartefoi utilizada
para realizar os métodos parasitol gicos, a segunda parte
congel ada para posterior realizagdo do método imunolégicoea
terceira parte paraanalise do método molecular.

Meétodo parasitologico

Todas as amostras ja haviam sido processadas
anteriomente pel os métodos parasi tol 6gicos como: Hoffmann,
Kato-Katz, Rugai e pelo método de concentragdo utilizando
formol-éter. Apés o método de concentragdo onde foram
retiradasimpurezas e gorduras o sedimento obtido foi utilizado
parapreparar esfregacosfecaisde cadaamostra, osquaisforam
corados por duas diferentes técnicas: primeiro por auramina,
utilizada como triagem; sendo os esfregacos examinados em
microscopio de fluorescéncia com objetiva de 40X e, em
segundo, utilizando-se a mesma l&mina de cada amostra, pela
coloragd@o de Kinyoun®, sendo as |aminas examinadas ao
microscopio comum em objetiva de imersdo (100X), onde os
oocistos antes fluorescentes pela auramina, passaram a
apresentar cor vermel ho brilhante apés a col oragéo de Kinyoun.

Método imunolégico

As amostras fecais foram descongel adas e submetidas
ao teste imunoenzimatico de ELISA para pesquisa de
coproantigenos. Utilizou-se o kit comercial, ProSpecT Ensaio
I munoenzimético - Cryptosporidium em microplaca(Alexoninc.
Biobras Diagnosticos). As amostras fecais foram diluidas em
tamp&o para diluicéo de amostra (TDA) conforme instrugdes
do fabricante e colocadas nos orificios da placa sensibilizada
com o anticorpo anti-CSA (Cryptosporidium soluble antigen).
Apbs incubacdo e lavagem com solugédo salina tamponada
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contendo timerosal a0,1%, foi adicionado o segundo anticorpo,
constituido por gamaglobulina total de coelho anti-CSA
marcado com a enzima peroxidase. Apds nova incubagdo e
lavagem, foi acrescentada a mistura cromdégena
tetrametilbenzidina, H,O,(TMB). A placafoi cobertae mantida
a temperatura ambiente (28°C) durante 10 minutos. A reacdo
enziméticafoi interrompida, adicionando-se solugéo de &cido
sulfarico (2%). Utilizaram-se controles positivo e negativo
fornecidos no Kit. Ostestesforam lidos visuamente eem leitor
de ELISA (Labsystems), em comprimento de ondade 450 nm. A
auséncia de cor indicou resultado negativo, ou seja, ndo
ocorrénciade complexo anti corpo-antigeno-anticorpo.

Método molecular

Paraarealizac8o daNested-PCR foi efetuadaaextracéo
de DNA das amostras fecais conforme protocolo modificado
descrito por Da Silva’, utilizando-se o sistema comercial Fast
DNAkit (BIO 101, Inc., Vista, CA). Umaaliquotade 400 uL de
cadaamostrafecal foi lavadapor duasvezes, por 5 minutos, em
PBS-EDTA (tampé&o fosfato de sodio 0,01 M, pH 7,2, contendo
0,01 M de EDTA) por centrifugagéo a 14000 rpm a 4°C. Em
seguida, em um tubo com capacidade para2 mL, contendo matriz
delise(Multi Mix 2 Matrix, Cat #6560-215), foram adicionados
300 uL decadaamostralavada, 400 uL de solucdo delisecelular
(Cdll Lysis’'DNA Solubilizing Solution for Vegetation - CLS-VF-
Cat. #6540-402), 200 uL de solugdo de preci pitacdo de proteinas
(Protein Precipitation Solution - PPS, Cat. #6540-403) e 100 uL
polivinil pirrolidona (PVP, Cat #85645-2, Aldrich Chemical
Company, Inc., Milwaukee, WWI). AssolugdesCLS-VF e PVP
foram usadas para maximizar a remocéo de carboidratos e
compostos fendlicos das fezes. Na sequiéncia, a mistura foi
homogeneizadaem agitador de tubo (Vortex) napoténciamaxima
durante 1 minuto, para promover o rompimento dos 0ocistos
presentes nas amostras e posteriormente centrifugadaa 14000
rpm por 5 minutos. O sobrenadante, que continha o DNA, foi
transferido paraum outro tubo e misturado a600 puL de matriz
de captura (Binding Matrix, Cat. #6540-408). O material foi
homogeneizado manual mente por inverséo do tubo e deixado
por 5 minutos a temperatura ambiente e, posteriormente,
centrifugado a 14000 rpm durante 1 minuto. O sobrenadantefoi
desprezado e 0 sedimento ressuspenso em 500 pL de solugéo
de cloreto de sadio diluido em etanol (SEWS-M, Cat.#6540-
405) eamatriz de capturafoi ressuspensapor meio de cuidadosas
e sucessivas micropipetagens. A suspensdo foi centrifugada a
14000 rpm por 1 minuto, sendo o sobrenadante novamente
descartado. Uma segunda centrifugacdo a 14000 rpm por 10
segundosfoi realizada paraaremocdo total dasolugdo SEWS-
M. O sedimento foi ressuspenso em 100uL de solucéo deeluicdo
deDNA (DES, Cat. #6540-406), incubado durante 3 minutosa
temperatura ambiente e centrifugado por 2 minutos a 14000
rpm. O sobrenadante contendo DNA foi transferido para um
tubo limpo.

ApOs o processo de extracdo, o DNA eluido foi
submetido aprocesso de purificagéo, utilizando-se 0 QIAquick

PCR purification kit (Qiagen Inc., Santa Clarita, CA), com a
finalidade de seremover completamente osinibidoresde PCR®.
Assim, 80 uL do DNA extraido foram misturadoscom 400 uL do
tampdo de adsor¢do (PB), aplicados na coluna QIAquick e
centrifugados a 13000 rpm por 1 minuto. Em seguida, foram
adicionados 750 puL detampdo delavagem (PE) easoluco foi
centrifugada duas vezes a 13000 rpm por 1 minuto, para que
todo o tampé&o fosse removido. Nestas trés etapas as soluctes
filtradas através da colunaforam retidas em seu tubo de suporte,
eforam descartadas. Finalmente, a colunafoi transferida para
um tubo limpo, com capacidade de 1,5 mL e, no centro dacoluna,
foram adicionados 30 uL de tamp&o de elui¢éo (EB: 10 mM
TRIS-HCI, pH 8,5) para eluir o DNA da coluna de silicagel.
Apbsrepouso por 1 minuto, o conjunto foi centrifugado a 13000
rpm por 1 minuto e o DNA recuperado no filtrado final. Todas
as solucgdes tampdo mencionadas estavam contidas no kit de
purificaggo. O DNA foi armazenado sob congelamento a—20°C.

A amplificag@o do DNA foi realizada por Nested-PCR,
empregando-se naprimeirareacdo de amplificagdo o protocolo
descrito por Pedrazza-Diaset al 2. Dessaforma, naREACAO 1,
um segmento de 769pb do gene COWP foi amplificado com os
“primers’ BCOWPF (5'-ACC GCT TCT CAA CAACAATCT
TGTTCCTC-3)eBCOWPR(5-CGCACCTGTTCCCACTCA
ATGTAAACC CC-3') e, em seguida, baseando-se em Spano®
, 0 produto obtido foi submetido aREACAO 2 com os* primers’
CRY9(5 GGACTGAAATACAGGCATTATCTTG3)eCRY 15
(5 GTA GAT AAT GGA AGA GAT TGT G3'), cujos produtos
esperados sdo de 553 pb.

As reactes de amplificacdo foram preparadas para um
volumefina de25ulL com2,5uL do DNA extraido; empregando
tamp@o enzima (20 mM detrissHCL pH 8,4; 50mM deKCL); 1,5
mM deMgCL ,; 0,25 mM de cadadesoxinucleotideo (dNTP); 10
pmol decada“primer”e1,5U deTag DNA polimerase(Invitrogen
Life Technologies, Cat. # 18038-42).

As condic¢bes de amplificacdo em termociclador
(Mastercycle Gradient-Epperdorf) foram programadas segundo
cada produto desejado como se segue:

REACAO 1: Desnaturac4o inicial —incubag&o a94°C
por 5 minutos, Amplificacéo (30 ciclos) — hibridizagdo a65°C
por 60 segundos, polimerizagéo a 72°C por 60 segundos e
desnaturacdo a 94°C por 60 segundos; Extensdo final a 72°C
por 10 minutos eresfriamento a4°C e REACAO 2: semehantea
REACAOQ 1, exceto pdaAmplificagdo (30 ciclos) - hibridizacdo
a55°C por 30 segundos, polimerizacao a72°C por 50 segundos
e desnaturacéo a 94°C por 50 segundos.

Os produtos das reacdes foram detectados por meio de
eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de
etideo, visualizados em transiluminador ultravioleta e, em
seguida, digitalizados (Kodak Digital Science 1D™).

Anélise estatistica

Oscalculosrelativos ao coeficiente Kappaparaaanalise
de concordéncia entre os resultados obtidos nos diferentes
métodos diagndsticosforam realizados pel o programa Epi-Info?.
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Parainterpretac8o dosval ores do coeficiente Kappautilizaram-
se 0s critérios apresentados por Fleis (1985)".

RESULTADOS

A Tabela 1 mostra que as quinze amostras fecais
apresentaram resultado positivo para Cryptosporidium pelo
meétodo parasitol 6gico (KINY OUN), duas mostraram resultado
negativo pelo método de ELISA (amostras4 e 9) e quatro foram
negativas pelo método N-PCR (amostrasn® 4, 9, 12 e 15). As
amostras4, 9 e 15 foram avaliadas maisde umavez pel osmétodos
parasitolégico e ELISA.

Na andlise das 14 amostras fecais negativas para
Cryptosporidium pelo método parasitol6gico (KINY OUN) mas
positivas para outras parasitoses detectadas anteriormente
pel os métodos parasitol 6gicos (Direto, Hoffmann, Kato-Katz e
Rugai) ou com presenca de Bacilos Alcool Acido Resistente
(BAAR), pode-se observar que asamostrasn® 2, 3,9, 11 e 12
apresentaram resultados positivos para Cryptosporidium pelo
método molecular (N-PCR), mas foram todas negativas no
método imunologico (ELISA). Asamostras2, 3,9, 11e12foram
avaliadas mais de umavez pelo método EL I SA (Tabela2).

A analise comparativa dos resultados obtidos nos
métodos de deteccao de Cryptosporidium (ELISA e KINY OUN)
e(N-PCR eKINYOUN) podeser observadanaTabela3. Das29
amostrastestadas no método de KINY OUN, 15 foram positivas

e 14 foram negativas. No método ELISA, 13 foram positivase
16 foram negativas. No método N-PCR, 16 foram positivase 13
foram negativas. Os indices de concordancia e discordancia
para os métodos estudados apresentaram coeficiente Kappa =
0,862 paraosmétodos (ELISA eKINY OUN) e coeficiente Kappa
= 0,378 paraos métodos ( N-PCR e KINY OUN).

DISCUSSAO E CONCLUSOES

No presente trabalho a coloragdo de auramina como
método de triagem permitiu observar os oocistos de
Cryptosporidium fluorescentes, facilitando assim um
rastreamento répido na [&mina com a objetiva de 40X. Nas
I&minas com organismos fluorescentes, foi feitaaconfirmagéo
por meio da coloragéo de Kinyoun, identificando os oocistos
de Cryptosporidium pelas suas caracteristicas morfolégicas e
pela coloragdo rosaintenso ou vermelho brilhante.

A sensibilidade do método é diminuida em amostras
contaminadas com grande quantidade de leveduras ou baixa
concentragdo de oocistos nas fezes e a correta identificagéo
dos ooci stos ao microscopio requer um profissional experiente
e bem treinado. Estas observagdes ja foram anteriormente
apontadas por outros autores®417,

Em nosso estudo os resultados obtidos no método
ELISA apresentou indice Kappa de 0,862 em relacdo ao
método parasitoldgico (Tabela 3), nivel de concordancia

Tabela 1. Resultados obtidos em amostras fecais de pacientes portadores do virus HIV e com AIDS utilizando os métodos
imunolégico (ELISA) e molecular (N-PCR) para 15 amostras positivas para Cryptosporidium pelo método parasitol 6gico
(KINYOUN), sendo algumas associadas a outras parasitoses detectadas anteriormente pel os métodos parasitol 6gicos (Direto,

Hoffmann, Kato-Katz e Rugai).

AMOSTRA

OUTROSPARASITOSASSOCIADOS

<

KINYOUN

Cryptosporidium
Cryptosporidium
Cryptosporidium
Cryptosporidium
Cryptosporidium
Entamoeba coli e Cryptosporidium

Cryptosporidium
Cryptosporidium
Cryptosporidium
Cryptosporidium
Cryptosporidium
Cryptosporidium

hFRbRkEBowo~v~oorwNrR

Cryptosporidium

Ascaris lumbricoides e Cryptosporidium

Giardia duodenalis e Cryptosporidium

B o o B o B o B o A B o e B o B o i o B v
-Q'U'U'U'U'UZX.'U'U'U'UZ*'U'U'U@
Z'U'UZ'U'UZ'U'U'U'UZ'U'U'U§

P = Positivo; N = Negativo; *

= amostras avaliadas mais de umavez

ELISA = Ensaio imunoenzimético; N-PCR = “Nested” - Reacdo de Polimerase em Cadeia; KINY OUN = coloragéo paraanalise

parasitoldgica
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aceitavel entre os métodos’. Apenas duas amostras
apresentaram resultados discordantes entre as 29 amostras
testadas, foram positivas pel o método morfol dgico e negativas
pelo ELISA (Tabelas 1 e 2). A especificidade do ELISA foi
méxima (100%), quando testadas com 14 amostras negativas
para Cryptosporidium pelo método parasitolégico (Tabela
2). Os dois resultados negativos obtidos no teste ELISA,
podem ter ocorrido por fatores deinterferénciacomo presenca
de inibidores, baixa concentracdo de oocistos, variacéo
antigénica entre espécies e outros'.

Neste trabalho, o0 método de ELISA apresentou muita
facilidade no manuseio e foi de rapida execucéo, levando em

consideragdo o nimero de testes realizados. A leitura pode ser
feita visualmente ou em leitor de ELISA, ndo tendo sido
observados resultados inconclusivos. As instrucdes contidas
no kit comercial empregado ndo contemplam informagfes quanto
a espécie ou o gendtipo de Cryptosporidium utilizado para a
produc&o de anticorpo anti-CSA. A possibilidade de ocorréncia
em nosso meio de diferentes espécies de Cryptosporidium,
apresentando configuragdes antigénicas ndo reconhecidas pelo
anticorpo anti CSA do kit, poderiajustificar os dois resultados
negativos. Doing et a.® mencionam queasensibilidade do ELISA
€ superior ao método parasitol 6gico, mas citam problemas com
relagdo aespecificidade.

Tabela 2. Resultados obtidos em amostras fecais de pacientes portadores do virus HIV e com AIDS utilizando os métodos
imunoldgico (EL1SA) emolecular (N-PCR) para14 amostras negativas paraCryptosporidium no método parasitoldgico (KINY OUN),
mas positivas para outras parasitoses detectadas anteriormente pelos métodos parasitol égicos (Direto, Hoffmann, Kato-Katz e
Rugai) ou amostras com presencade Bacilo Alcool Acido Resistente (BAAR).

AMOSTRA AGENTESPARASITARIOS ELISA N-PCR
1 Giardia duodenalis N N
2 Giardia duodenalis N* P
3 Giardia duodenalis N* P
4 Isospora belli N N
5 Entamoeba.histolytica + Entamoeba coli N N
6 Strongyloides stercoralis N N
7 Strongyloides stercoralis + Ancilostomatidae N N
8 Strongyloides stercoralis + Ancilostomatidae N N
9 Ancilostomatidae N* P
10 Ancilostomatidae N N
n Trichuris trichiura N* P
12 Endolimax nana N* P
13 BAAR N N
14 BAAR N N

P = Positivo; N = Negativo; * = amostras analisadas mais de umavez
ELISA = Ensaio imunoenzimético; N-PCR = “Nested” - Reacdo de Polimerase em Cadeia; KINY OUN = coloragéo paraanalise

parasitol dgica

Tabela 3. Resultado comparativo entre os métodos imunol 6gico (ELISA), molecular (N-PCR) e parasitol 6gico (Kinyoun), para
deteccdo de Cryptosporidium em 29 amostras fecais de pacientes portadores do virus HIV e com AIDS.

ELISA () N-PCR(2) TOTALDE
P N P N AMOSTRAS
P 3 2 I ] 5
KINYOUN
N %] 14 5 9 14
TOTAL 3 6 6 3 9

indice Kappa(1) = 0,862; indice Kappa(2) = 0,378
P = Positivo; N = Negativo; & = Zero

ELISA = Ensaio imunoenzimético; N-PCR = “Nested” - Reacdo de Polimerase em Cadeia; KINY OUN = coloragéo paraanalise

parasitoldgica
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Diferentes protocolos foram propostos para detectar
infeccdo por Cryptosporidium a partir de amostras fecais, por
meio do método molecular 2192022,

Os estudos realizados por Balatbat et al.?; Pedraza-
Diaz et al.22demonstraram que algumas variacoes da técnica
de PCR, como Nested-PCR, podem apresentar sensibilidade
100 vezes maior em relagdo atécnicade imunofluorescéncia.
No presente trabalho utilizou-se a Nested PCR (N-PCR),
realizando uma primeiraamplificacé&o gerando um fragmento
de 769 pb, do gene COWP, com os “primers’ BCOWPF e
BCOWPR, e posteriormente uma segunda amplificag&o
gerando um fragmento de 553 pb, com os“primers’ CRY9 e
CRY15.

A técnica de N-PCR possibilitou o encontro de cinco
amostras positivas, que haviam sido negativas por Kinyoun e
ELISA (Tabela 2). Entretanto, quatro amostras positivas pelo
parasitol 6gico e ELISA apresentaram resultados negativos por
N-PCR (Tabela 1). Resultados negativos obtidos por método
molecular, em amostras positivas no método morfol 6gico, foram
também observados por vérios autores, que alegam diferentes
fatoresdeinterferéncia, como abaixaconcentracéo de oocistos,
condic¢des inadequadas de armazenagem e conservacéo das
amostras, existéncia de grande quantidade de substéncias
inibidoras de PCR em material fecal, falhas na extracéo e
OutrO ,3,11,19,20,21,22_

A coloracéo feita pelo Kinyoun pode ser ainda
considerada como uma boa estratégia diagnostica pra ser
utilizado narotinalaboratorial, pois apresentaboasensibilidade
e baixo custo, embora apresente limitagbes quanto a
subjetividade na microscopia e tempo para execugdo de todas
as etapas.

O teste ELISA, devido a possibilidade de automacéo,
constitui método de escolha para estudos epidemiol 6gicos e
investigagéo de surtos de diarréia, em situages onde ha
necessidade de processar grande niimero de amostras.

A introducdo de um método molecular (PCR e N-PCR)
aplicavel ao diagnostico dacriptosporidiosetem como limitagéo
0 desenvolvimento de umatécnicade extragio do DNA, defécil
execucao e baixo custo, apartir de matériafecal, umavez que é
comum apresengadeinibidores de PCR neste tipo de material .
O método molecular (N-PCR), necessitaaindade aprimoramentos
guanto a sua praticidade de execugdo, antes de ser introduzida
como método diagndstico no nosso meio. A suautilizag&o abriu
perspectivas para se introduzir estudos de caracterizagdo
genotipica dos isolados encontrados em individuos
imunocomprometidos ou n&o, permitindo uma melhor
investigagdo quanto as fontes de infecg&o nos vérios surtos de
diarréiapor criptosporidiose que vem sendo rel atados em nosso
meio, principalmente em creches®. O desconhecimento por
parte dos clinicos e demais profissionais da salide com relacéo
a importancia de Cryptosporidium como um dos possiveis
agentes patogénicos a serem pesquisados em situacdes de
diarréia, deixam sem investigacao casos de criptosporidiose e
mesmo surtos de diarréia por este patdgeno, pois a técnica de
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concentracdo daamostrafecal pelo formol-éter e astécnicasde
coloragdo (auraminae Kinyoun) ndo so normal mente utilizadas
pel oslaboratérios clinicos que realizam o exame parasitol 6gico
de fezes, portanto ndo detectam Cryptosporidium. O método
especificodémdeauxiliar o clinico paraumacondutaterapéutica
correta, pode também, fornecer subsidios para estudos
epidemiol &gicos, e nesses casos os métodos moleculares seriam
de grande valia para a caracterizagéo genotipica dos isolados.

Os métodos moleculares aplicados e adaptados para
deteccdo e caracterizacdo de Cryptosporidium em amostras
ambientais, podem favorecer uma melhor compreenséo dos
mecanismos de transmissdo desse parasito cosmopolita e de
ampladistribuic¢éo em nosso meio.
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AW N e

RESUMO

Realizou-se umaavaliacdo da capacidade de absorcéo e distribui¢ao de sangue total em diferentestiposde
papel filtro, como meio aternativo para acoleta, o transporte e aconservagdo de amostras de sanguetotal
em estudos epidemioldgicos de diferentes patologias detectadas para métodos imunoldgicos. Foram
analisados ospapéis-filtro Whatman n° 1, Nalgon 80g, Nalgon 3550, Nalgon 3551, Nalgon 3552, Macherey-
Nagel 640d, Macherey-Nagel 640m, Macherey-Nagel 640w, Macherey-Nagel 640we, Médlitta, Jovita, Extra
e JProlab 42 os quais foram impregnados com sangue humano de um anico doador. Apds secagem dos
papéisforam confeccionados confetes de 6 mm e eluidos em tamp&o PBS pH 7,2 +/- 0,1. A capacidade de
absorcédo foi mensurada por espectrofotometria a 406,5 nm. Os papéi s estudados apresentaram absorgdo
ndo homogénea em toda a sua extensdo, emboraos papéis-filtroMN 640m, Nalgon 3551 e Nalgon 3552 e
os papéis-filtro Mn 640 w e Nalgon 80g sdo equivalentes entre si em capacidade e absor¢do média de
sangue total. Apesar de alguns papéis apresentarem similaridade de absorcéo, maiores estudos seréo
necessarios para avaliar a qualidade dos resultados dos exames realizados por diferentes técnicas
imunol égi cas, com o emprego das diferentes especificacfes de papel filtro, paraque se observe aexisténcia
ou ndo de fatores de interferéncia.

Palavras-Chave. coleta, sangue, papel-filtro.

ABSTRACT

Evaluation of thetotal blood total blood sample absorption and the blood diffusion on different types of
filter paper, was carried out. This surrogate procedure has been used as an alternative way for collection,
transporting and storing up the blood samples for epidemiological studies of different diseases detected
by means of immunol ogical methods. Filter papers Whatman n°.1,Nalgon 80 g, Nalgon 3550, Nalgon 3551,
Nalgon 3552, Macherey-Nagel 640d, Macherey-Nagel 640m, Macherey-Nagel 640w, Macherey-Nagel 640we,
Mélitta, Jovita, Extra and Jprolab 42 were analyzed. These filter papers were impregnated with human
blood sample collected from asingle donor. After the papers being dried, 6mm punches were made, and
the respective eluates were obtained adding PBS pH 7.2 +/- 0.1. The blood absorption capacity was
measured by spectrophotometry at 406.5 nm. The analyzed filter papers presented no homogeneous
blood absorption in the whole extension, although the filter papers MN 640m, Nalgon 3551 and Nalgon
3552, and filter papers MN 640w and Nalgon 80g were equivalent among themselves respectively, asto
their efficacy and average absorption of total blood. Although some filter papers showed similarity in
blood absorption, further studiesare necessary in order to assess the quality of the assaysresults carried
out by means of different immunologic techniques, using diversefilter paper specifications, asto evaluate
whether there isan occurrence of interfering factors.

Key Words. evaluation, collection, blood, filter paper
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INTRODUCAO

A maioria dos estudos epidemiolégicos, envolvendo
testes imunol 6gicos, necessita de coleta prévia de sangue e
posterior centrifugacdo para obtencéo do soro. Para executar
os procedimentos de coleta do sangue, armazenamento e
transporte sdo necessarias condi¢cbes adequadas que, em
determinadas regides, ndo existem ou sdo precérias. A
inexisténciade energiael étrica, climainadequado com variagdes
bruscas de temperatura e umidade, tém sido os principais
obstaculos na conservag@o desses materiais quando
encaminhados até o laboratdrio de destino.

Estudos realizados em campo, como osinguéritos soro-
epidemiol 6gicos relacionados com doencgas de Chagas,
toxoplasmose e leishmaniose visceral canina, tem sido motivo
da busca de métodos alternativos na solugéo dos problemas
aqui mencionados'®.

O método de coleta de sangue total por puncéo venosa
oferece risco de perda, pois as condi¢des de armazenagem e
transporte podem ocasionar, a quebra do frasco® ou
desnaturacdo da amostra, resultando em alteracdes que
prejudicam o estudo proposto. Estas dificuldades foram
apontadas por pesquisadores em todo o mundo®*® o que
incentivou pesquisas de metodologia alternativa como o uso
do papel-filtro para coleta. E umatécnicarapida, smples, barata,
permitindo “maior facilidade de conservacdo e transporte do
espécime”®. Estas caracteristicas podem ser aliadas a
praticidade das amostras poderem ser enviadas pelo correio, 0
paciente ndo precisa ser deslocado da sua cidade, podendo a
amostra também ser coletada por pessoa néo especializado,
mas treinado paratal®82:,

Embora muitos pesqguisadores tenham demonstrado
resultados similares com os obtidos utilizando soro, nadetec¢do
de anticorpos contra o virus da Dengue'® e hepatite A, HIV-I?,
contra parasitos da malaria?’, doenca de Chagas'®4,
toxoplasmose® e leishmaniose', determinagtes de PGL-I em
pacientes com hanseniane®, niveis de glicose®, dosagem de
ciclosporina®®, hemoglobinas®, entre outros, foi mencionadaa
tendéncia de titulos serem mais baixos quando €luatos eram
utilizados, principalmente nagueles proximos do limite de
positividade®™.

Os papéis-filtro, apds serem impregnados com sangue,
podem ser armazenados por um periodo de 15 a 30 dias sob
temperaturaambiente®. A pds esse periodo, € necessario manter
a temperatura entre 2 e 4°C por um periodo de 3 a 5 meses.
Segundo Walton®®, passado esse periodo, o resultado dos
exames soroldgicos ndo serdo mais confidveis.

Os papéis-filtro impregnados com sangue, para
realizacdo de exames soroldgicos quantitativos, devem ser
picotados em tamanhos e areas definidas e eluidos em volume
de solucéo salina tamponada de fosfatos (PBS) ideal para a
concentragdo desejada. Obtém-se assim o eluato!.

Apesar destatécnicaser enpregadacom maisfreqiiéncia
devido a sua praticidade, observam-se alguns erros,

relacionados a concentragdo do eluato®, ou sgja, variagéo da
guantidade de sangue absorvido por unidade de area de papel -
filtro com diferentes especificagdes e do volume de diluente
utilizado.

O objetivo deste trabalho foi o de avaliar as
caracteristicas de diferentes especificagdes de papéis-filtro
levando em consideracéo a quantidade de sangue absorvido
por unidade de area.

MATERIAL E METODO

Papel-filtro

Algumas especificagdes dos papéis-filtro utilizados
neste estudo foram as mesmas utilizadas por outros trabal hos
citados na literatura como o Melitta®, Whatman® n°1 e o
Schleicher & Schuell® (distribuido no Brasil pelaNagon®). Os
papéis-filtro estudados estéo discriminadosnaTabelal. Foram
confeccionadasfitas de 20x5cm para cadatipo de papel -filtro.

Paramedir a espessura dos papéis sem informagéo, foi
utilizado o micrémetro, Mitutoyo Sul América. Sua faixa de
medi¢cao éde 0 a25mm.

Sangue

O sangue foi coletado por pung&o venosa sem
anticoagulante segundo as Normas de Etica em Pesquisa,
resolucdo 196/96, com consentimento livre e esclarecido do
doador. A coleta de sangue e todos 0s procedimentos praticos

Tabela 1. Especificagdes dos papéis-filtro estudados.

Especificacoes

Papel-filtro Peso Espessura  Porosidade
(g/m?) (mm)

Extra™* % 014 Semreferéncia
Jovita®* 2 012 13micra
JP4® 5% 013 Semreferéncia
Melitta®* 55) 015 15micra
MN 640d®** & 017 1.5micra
MN 640m®** & 020 55micra
MN 640w®** & 020 9.5micra
MN 640we®** & 022 18.5micra

N 3550%** 5 0] 0.18 6.5micra

N 3551®** <] 0.19 75micra

N 35520%* 5] 0.16 2.0micra

N 80g®** & 0.20 3.0micra
Whatman 1&* 87 0.16 11micra

*Papéis-filtro qualitativos (sio usados em analises qualitativas
paradeterminar eidentificar elementos).

**Papéis-filtro quantitativos (sdo usados para analises
gravimétricas e preparacdo de amostras para andlise em
equipamentos especificos).
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foramrealizados no Instituto Adolfo L utz L aboratério Regional
| Sorocaba.

O sanguetotal, com o auxilio de pipeta, foi rapidamente
impregnado nos papéis até que absorvessem dos dois lados'®.
A rapidez foi necesséria, uma vez que 0 sangue ndo continha
anticoagul ante simulando, assim, uma situag&o que ocorreria
na zona rural. Posteriormente, foram secos a temperatura
ambiente'#161921 Apds a secagem foram colocados entre
peliculas de pléstico formando “caderninhos’ e colocados em
um saco pléastico®® para armazenamento em temperatura
ambiente e posteriormente em refrigerador”81019,

Paraaconfeccéo dosconfetes, foi utilizado um picotador
de uso laboratorial com um furo de 6mm de didmetro. Os
confetesforam identificados e armazenados em tubos pl asticos
em refrigerador atemperaturaentre 2 e 4°C516158,

Comprimento de onda

Foram escolhidos trés papéis-filtro mais citados na
literatura: Melitta®, Schleicher & Schuell® eWhatman® n°1. Dois
confetes de cadatipo de papel foram eluidosem 10mL detampéo
PBS, utilizando o agitador do tipo KLINE, por cerca de 40
minutos, para eluir o sangue. A varredura dos espectros dos
eluatos foi realizada entre 350 e 500 nm de forma a obter uma
varredura de 10nm/min, usando-se o espectrofotdmetro da
marcaHITACHI®, modelo Model U-2010.

O melhor comprimento de ondafoi escolhido em funcdo
do menor erro de concentragdo e do valor maximo de
absorbancia encontrado.

Curvapadrao

Cada picote de 6 mm de cada tipo de papel-filtro foi
impregnado com volumes conhecidos de sanguetotal, variando
del a6 uL, eluidosem 10 mL de PBS e homogeneizados em
agitador do tipo KLINE por 40 minutos. Tragadas as curvas
padrdes para cada tipo papel os resultados das leituras foram
langados no Programa Prisma GraphPad obtendo-se o grafico
de distribui¢&o das absorbancias minima e maximados papéis.

A curvapadréo foi construidacom arespectivaequagéo
da reta, na qual foi interpolado a média da absorbéancia,
procedimento este, realizado paracadatipo de papel estudado.

Volume de sangue absorvido nos confetes

Uma vez que a absorbancia ou transmitancia é
correl acionada com a concentracdo do analito responsavel pela
absorg&o e com o caminho 6ptico do recipiente!, o volume dos
papéis-filtro foram calculados por duas maneiras diferentes:
geometricamente utilizando-se aareado picote pelaespessura
de cada tipo de papel-filtro e por meio de curva padréo de
absorg&o, onde determinou-se 0 volume absorvido, pelamédia
das absorbancias obtidas para 10 picotes de cada tipo de
papel-filtro eluido em 10 mL de PBS, lidos nas respectivas
curvas padroes. Através das similaridades das médias de
absorbancia os diferentes papéis-filtro foram separadosem 8
grupos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A varredurado espectro de absorcéo do eluato utilizando
papéis-filtro (Whatman® n°1, Melitta® e Nalgon® 80g) apresentou
0 comprimento de ondade 406,5 nm como o de maximaabsorcao
(Figura 1), sendo este o comprimento de onda escolhido para
realizar as curvas padrdes para os diferentes papéis-filtro. A
figura2 éumexemplo de curvapadréo (pape -filtro MN 640we)
cujaequacdo daretafoi de y=0,1142x +0,0217. Ascurvaspara
os demais papes foram:

Abs Whatman n°1, Melitta, Nalgon 80g
1.1 /\\

1.0 =
0.9
0.8
0.7 1
0.6 1
0.5
0.4 1
0.3 1
0.2 1
0.1 1

! nm
350 400 450 500

O melhor comprimento de onda para os eluatos realizados a
partir da curva de absorgdo dos papéis-filtro Whatman n°.1,
Melitta, Nalgon 80g, foi de 406.5nm.

Figura 1. Curva de absorcéo dos eluatos realizados a partir dos papéis-
filtro Whatman n°.1, Melitta, Nalgon 80g.

0,8 -

0,6
0,5
04 A
0,3 A
0,2
0,1 4

Absorbancias

Volume de sangue/picote (uL/pic)

Figura 2. Curva padrao ( A = 406,5 nm) para Papel-filtro MN 640we.
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Tabela 2. Médias das absorbancias e respectivos desvios-padrdo, obtidos de 10 amostras de cada um dos diferentes tipos de
papel-filtro.

Papel-filtro 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Meédia Desvio
Padréo
Extra 0231 024 0263 026 022 0242 024 0206 0312 025 024 003
Jovita 0477 0473 0479 0524 052 0463 0483 0501 0469 0393 048 004
JP 42 031 038 032 025 0529 041 0314 042 0401 0355 038 0,07
Melitta 0313 0429 0333 0469 0441 0378 0424 0443 0501 0549 043 007

MN 640d 0503 0368 0345 0463 044 0384 0366 033 038 0443 040 0,06
MN 640m 0499 0565 0515 0435 0521 0627 0489 054 0468 0564 052 005
MN 640w 0741 0521 059 0575 05% 0619 065 0542 0649 0702 062 007
MN 640we 0691 059 0769 085 05/8 0693 0801 0684 058 0649 0,69 009

N3550 0386 0571 0504 0428 0414 058 04%5 036 0381 0475 046 008
N3551 0559 0573 0498 0598 0433 0502 03% 0612 0394 0604 052 009
N3552 059 052 0411 0515 0473 0497 04%4 0648 0551 0592 053 007
N80g 064 0712 0671 0585 0668 056 0637 055 0592 0565 062 0,06

Whatmanl 0349 0369 0468 0467 0412 0492 0514 0482 055 048 046 0,06

Tabela 3. Agrupamento por similaridade de absorcdo e Tabela 4. Volume geometricamente calculado e volume real

distribuicdo dos diferentes papéis-filtro em funcéo da calculado por meio da média das absorbancias dos 10 picotes

comparacao das médias das absorbancias. dos papéis-filtro de diferentes especificacdes e das respectivas
equacles dareta para os diferentes papéis-filtro.

Especificactes Meédia das absorbancias Grupo

Whatman 1 0461 1 Papdl-filtro Volume Médiadas Volumeobtido
Nalgon 3550 0460 geométrico(uL) Absorbéncias pelacurva
do (uL
Méllita 0428 2 padréo (uL)
MN 640d 0404 Extra 395 0,242 159
Nalgon 3551 0517 Jovita 3,39 0481 4,26
Nalgon 3552 0529 3 JP42 3,67 0376 2,97
MN 640m 0522 MN 640we 6,22 0,687 5,82
Nalgon 80g 0618 4 Meélitta 4,24 0428 3,24
MN 0618 MN 640d 4,80 0404 3,33
Jovita 0487 5 MN 640m 5,65 052 4,46
Extra 0,242 6 Nalgon 3551 5,37 0517 4,98
JP42 0,376 7 Nalgon 3552 4,52 0529 5,10
MN 640we 0687 8 Nalgon 3550 5,10 0460 4,31
OspapéisfiltroNagon 3550eWhatmanrl, ospapéisfiltroMelitta  \wharmannel 4,52 0461 4,41
eMN 640d, ospapé s-filtro MN 640w eNa gon 80g, ospapéis-iltro
Nalgon 3551, Nalgon 3552 e MN 640m, foram os papéis que MN 640w 565 0618 4,92
apresentaram areas mais homogéneas quanto a absorcao. Nalgon 80g 5,65 0,618 5,77

265



SOpep op ojuowezNY) ¢——

€8°T/1 | ¥8°CT/1 | €¥'1/1 I1°1/1 I1°1/1 0€'T/1 €1/ 1 €e1/1 0L'T/1 09T/ 1 M09 NIA|(S
1/€8°1 SST/1 | 8T1/1 1/¥9°1 1/%9°1 L/ 1¥1 1/6€1 1/8€1 1/L0°T L/¥I°1 T dr|L
1/%8°C 1/6S°T 1/00°C 1/8S°C 1/6S°C 1/02°¢C 1/91°C 1/¥1°C 1/L9°1 1/LLT enxg|9
1/€¥°1 1/8C1 | 00T/ 1 1/8C1 1/8C1 1/01°1 1/80°1 1/L0°1 0T1/1 4NTA! eJIAof |G
1/11°7 PO'T/1 | SST/1 | 8TT/1 LI'T/1 81°1/1 61°T/1 SST/1 SP1/1 308 uo3[eN
I/11°1 ¥9°T/1 | SST/1 | 8T'1/1 LI'T/ 1 81T/ 1 61°1/1 SS'1/1 SP1/1 MOr9 NIN|
1/0€°1 IP'1/1 | 0T°C/T | OT°T /1 1/LI°1 1/LT°1 1€1/1 ST1/1 7SS¢€ uog[eN
1/2€1 6ET/1 | ST'T/T | 80°T/1 1/81°T 1/81°1 0ET/1 w1/ woy9 NIN| €
1/€€1 LET/T | ST'T/T | LOT/T 1/61°1 1/61°1 01 /1 0T1/1 155¢ uo3[eN
1/0L°T LOT/T | L9'T/T | 1/0T1 1/6S°1 1/6S°1 1/1¢€°1 [/0€1 1/0€1 POY9 NIN
1/09°1 PIT/T | LL'T/T | T/TIT 1/S¥T 1/SH°1 1/STT 1/TC1 1/0T°1 ERIPN|T
1/6v°1 TTT/1 | 06T/1 | 1/%0°1 1/6S€1 1/S€1 1/ST°1 1/€1°1 1/21°1 SIT/1 LOT/ 1 05S¢€ uoS[eN
1/6%°1 CTT/1 | 06°T/1 | 1/%0°1 1/6€1 1/6¢1 1/ST1°1 1/€1°1 1/21°1 SI'T/1 LO'T/ T [ UBUIRYAN ||
oMY NIN | TP df enxy ejAof | S08 UOS[EN | MOF9 NIN | TSSEUOS[EN | WOy9 NIN | 1SSE UOS[EN | POY9 NIN | BNIPA
8 L 9 S 4 3 C sodnrn

Gomes, A. H. S. et a. Avaliagdo da capacidade de absorcéo e distribuicdo de amostras de sangue total em diferentes tipos de papel -filtro.

Rev. Inst. Adolfo Lutz, 63(2):262-8, 2004

'Sdd 023n|0S Wo Of:T 8p 0BAIN|Ip Jezi[ea.esed Se1ouUeqIosce Sep apep Le| I IS e 811U 0.1|1)-S ipded S31UB.B 1P SOP S918 JU0D 8P 0JBWINU W ogdiodold 'S ejagel

266



Gomes, A. H. S. et a. Avaliagdo da capacidade de absorcéo e distribuicdo de amostras de sangue total em diferentes tipos de papel -filtro.

Rev. Inst. Adolfo Lutz, 63(2):262-8, 2004

Especificagbes Papel-filtro Curva Padréo

Extre® y=0,0888x + 0,1009
Jovita® y=0,1114x +0,0059
P4 y=0,1221x +0,0129
Melitta® y=0,098x+0,11

MN y=0,1062x + 0,0505
MN 640m® y=0,1168x +0,0005
MN y=0,1308x +0,0261
MN 640we® y=0,1142x +0,0217
N 3550° Y =0,009x +0,0327
N 3551° y=0,0967x +0,0355
N 3552° y=0,0957x +0,0403
N y=0,1049x +0,0125
Whatman 1° Y =0,102x +0,0106

As diferentes absor¢des observadas a partir de eluatos
de um mesmo papel -filtro utilizado neste estudo demonstraram
quepode haver interferéncia, justificando atendénciadetitulos
de anticorpos em ensaios imunoldgicos mais baixos,
principal mente quando préximos do limite de positividade em
relagdo a utilizagdo de soro®.

Através do célculo das médias de absorcdo pode-se
agrupéa-los segundo a equivaléncia de absorbancia (Tabela 3)
dosdiferentes papéis-filtro. Observando aTabela4, verificamos
umavariagdo da capaci dade de absorgédo entre o volumetedrico,
calculado geometricamente e o volume real absorvido e na
Tabela5 observa-se aproporcionalidade entre os vérios papéis-
filtro.

Para utilizacdo do papel-filtro (eluato) como meio
alternativo de conservagdo e transporte de amostras de sangue
pararealizacéo de ensai osimunol 4gicos sdo necessarios alguns
critérios: ensaios quantitativos requerem papel-filtro com
especificagdes adequadas para garantir a confiabilidade das
dilui¢Bes, o volume de sangue absorvido no papel e o volume
dediluente a ser utilizado.

Este estudo demonstrou que os papéis-filtro Nalgon
3550 eWhatmann®1, MN 640w eNalgon 80g; MN 640m, Nalgon
3551 e Nalgon 3552 apresentaram certa equivalénciaentre si,
considerando a capacidade de absor¢cdo de sangue total. Foi
observado que alguns papéis ndo apresentaram nenhuma
similaridade de absorcdo entre si. Entretanto, o volume de
sangue observado nos confetes de um mesmo papel-filtro
demonstrou que ndo ha homogeneidade na distribuicdo do
sangue sobre a superficie do papel-filtro.

Fatores como tipo e disposicdo das fibras de celulose,
tratamento quimico utilizado nafabricagdo do papel eexisténcia
de residuos podem interferir nas andlises imunolgicas,
sugerindo a necessidade de maiores estudos para avaliar a
qualidade dosresultados obtidos em taisandlises, considerando
0s niveis de anticorpos ou de antigenos.

A técnica da coleta de sangue total em papel-filtro,
utilizada paradiagnéstico de varias doencas, apresentaa gumas
vantagens em relagdo ao uso de tubos de vidro convencional,
pois séo faceisde armazenar, transportar e sdo inquebraveis.

Tomimori-Yamashitaet al.*®, em 1999, mostraram que as
andlises dos eluatos do sangue total coletado em papel-filtro
poderiam substituir a tradicional sorologia, sendo Util na
investigacdo de campo, principalmente nos paises em
desenvolvimento, onde ha muitas regifes de dificil acesso e
condicdes precérias de armazenamento das amostras,
inviabilizando, assim, aadogdo de método tradicional de coleta
de sangue por puncdo venosa.

Apesar de alguns papéis apresentarem similaridade
de absorgédo, maiores estudos serdo necessarios paraavaliar
a qualidade dos resultados obtidos por diferentes técnicas
imunoldgicas, sejam quantitativas ou qualitativas,
considerando as especificacdes do papel, para poder realizar
diluicbes corretas, verificar a existéncia ou ndo de
interferéncia de medicamentos que o individuo esteja
tomando na ocasido, e de alguns compostos quimicos
utilizados na composicao do papel, além dadisponibilidade
no mercado, facilitando sua aquisic¢éo e diminuindo custos
provenientes de importacoes.

Pel os dados preliminares obtidos os papéis dos grupos
1, 2, 3e4 daTabela4 poderdo ser substituidos entre si, desde
gue observando a proporcionaidade da Tabela 5.
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RESUMO

Os autores relatam um caso de lagoquilascariase em paciente de 26 anos, com lesdo tumoral supurativa
fistulizadanaregido cervica direitadacadeiajigulo carotideamédia, com eliminacdo de vermesadultosde
ambos 0s sexos, estagioslarvarioseovosde Lagochilascaris minor. Realizado o tratamento com Albendazol
400 mg/dia por trinta dias e posteriormente com umadose de 12 mg de lIvermectina, houve regresséo do
quadro clinico, com formag&o de processo cicatricia. Ao que tudo indica, o caso relatado é o segundo
descrito no estado de S&o Paulo e o primeiro no Vale do Ribeira.

Palavras-Chave. Lagochilascaris minor; abscesso cervical; Valedo Ribeira; Brasil.

ABSTRACT

The authors report an human Lagochilascaris minor infection in a26 year-old woman who presented
tumoral supurative fistulous affecting the cervical region at right side. Worms, larvae and eggs were
eliminated through the fistula. Treatment with albendazol in 400mg/day dose for 30 days and subsequent
single dosetreatment with 12 mg of ivermectin promoted lesion healing.This has been the second case of
human Lagochilascaris minor infection so far described in state of S&o Paulo, and thefirst one reported

inVaedo Ribeira, SP- Brazil.

Key Words. Lagochilascaris minor; cervical abscess; Valedo Ribeira; Brazil

INTRODUCAO

O Género Lagochilascaris reline ascarideos parasitos
de animais silvestres, sobretudo de felideos selvagens e
marsupiaist’*, Algumas espécies foram encontradas
parasitando animais domésticos como o cédo e gato*®°. O
parasitismo humano esté relacionado com a espécie L. minor
nao sendo conhecido, paraessaespécie, o hospedeiro definitivo
natural 261314151921 F¢tydos experimentalsmostraram que 0 gato
domeéstico pode albergar os parasitos adultos, comportando-se
como hospedeiro definitivo*s. Evidéncias baseadastambém em
modelos experimentais apontam os roedores silvestres como
hospedeiros intermediérios deste parasito®.

Rev. Ingt. Adalfo Lutz, 63(2):269-72, 2004

A lagoquilascariase humanaé consi deradaumaparasitose
emergente, que tem sido registradaem éreas silvestres de paises
do Continente Americano®*4. No Brasil foram descritos, até o
momento, 88 casos que correspondem cercade 80,7% dototal de
casos publicados naliteraturamundial*. A maior parte dos casos
foi procedentedaregido Nortedo Brasil, principdmentedas areas
correspondentes aos Vales dos rios Tocantins e Araguai a**°.
Casosisoladosjaforam relatados em outras regides do paist*. O
primeiro registro nacional daparasitosefoi descrito por Artigaset
al em 1968 no estado de S&o Paulo em paciente natural do
municipio de Piracicaba?. O objetivo dessa comunicagéo é de
relatar o que parece ser 0 segundo caso da parasitose no estado
de S&o Paulo em pacientedaregido do Vale do Ribeira.
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RELATO DO CASO

M.A.S., de 26 anos de idade, sexo feminino e de cor
branca, natural do estado daBahia, residente ha 13 anosnaérea
rural do municipio de Sete Barras, estado de S&o Paulo. Os
sintomasiniciaram em 1998, com quadro clinico delinfadenite
cervical derepeticéo. Neste periodo, sem diagndstico conclusivo,
foi submetida a diversos tratamentos clinicos com antibi6ticos
e a intervencdo cirargica (linfadenectomia), sem melhora
completado quadro. Em junho de 2000, foi atendidanaUnidade
Bésicade Saide (UBS) do municipio de Juquia, pelaequipe do
Programa de Salde da Familia (PSF), apresentando
emagrecimento acentuado, astenia, febricula vespertina e
tumoragdo abscessada, com diametro de seis centimetros,
supurativa e fistulizada na regi&o cervical da cadeia jagulo
carotideamédia(FIGURA). Solicitado hemogranaeradiografia
do térax, estes se apresentaram normais. Formuladaa hip6tese
inicial de tuberculose ganglionar foi iniciado antibidticoterapia
especifica e suporte clinico, com curativos diérios da regi&o
fistulizada. Umasemanaap6s o inicio do tratamento, observou-
se intensa secre¢do necrética. Encaminhada ao Laboratério
Regiona — CONSAUDE paraaconfirmago do diagndstico de
tuberculose ganglionar foi verificado durante acol etada secregéo
purulenta a saida de pequenos vermes de aspecto filiformes e
cor esbranquicada. Descartada deimediato ahipdtese de miiase
comum. A andlise microscopica do material dalesdo revelou a
presencade ovos com caracteristicas morfol gicas semel hantes
ade ascarideos. Um novo material foi coletado e encaminhado
ao Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo, Secdo de
Enteroparasitoses, onde foram encontrados e identificados
vermes adultos de ambos os sexos, estagios larvarios
intermediarios e ovos de Lagochilascaris minor. Para o
diagndstico diferencial das espécies de Lagochilascaris foi
utilizada chave de classificagdo segundo Costa et a, 19867. A
partir do diagndstico foi iniciado o tratamento com Albendazol,
400 mg diarias por um més e, posteriormente, com umadose de
12mg delvermectina (6 mg/K g de peso de Revectine®). Realizado
acompanhamento por quatro meses, foi observado regresséo
lenta do quadro clinico, com formag&o de processo cicatricial
granuloso local. Nos Ultimos quatro anos a paciente vem sendo
acompanhada periodicamente, ndo apresentando sinais e
sintomas clinicos da parasitose neste periodo.

DISCUSSAO

A infecgdo humanapor L. minor é raraem nosso meio e
amaioriados casosfoi registradano estado do Para, Rondonia,
Tocantins, Acre e Mato Grosso'*°. No estado de S&o Paulo foi
registrado o primeiro caso da parasitose no Brasil, em paciente
do sexo feminino, de 16 anos, natural do municipio de Piracicaba
e que durante a infancia residiu nos municipios de Leme, S&o
Pedro e Botucatu?. O caso aqui relatado € de paciente natural do
estado da Bahia, cuja familia se instalou ha treze anos na area
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rural do municipio de Sete Barras-Juqui4, Valedo Ribeira, estado
de S&o Paulo, onde mantiveram residénciafixa até o momento
desterelato. Anterior ao aparecimento dos sintomas a paciente
negou ter vigado para localidades de maior prevaléncia da
parasitose.

A evolucdo clinicaocorreu em um periodo de dois anos
até a comprovacdo diagnostica. Estes dados concordam com
0s casos j 4 relatados que mostram que ainfecgdo por L. minor
evolui cronicamente, podendo apresentar periodos de menor
intensidade clinica seguido de recidivat®1415192L A |ocalizagéo
e as caracteristicas da lesao aqui relatadas mantém uma
similaridade com a maioria dos casos descritos de
Lagoquilascariase, predominando naregido cervical, seguida
daregi&o do mastoide e ouvido médio'*?°. Quanto afaixaetaria
e sexo, amaior freqiiénciatem sido observadaentre criangas e
adultosjovens com predominancia para o sexo feminino™,

O mecanismo de transmissdo nédo estd completamente
esclarecido, mas ha evidéncias, baseadas em modelos
experimentais, de que a infecgdo humana pode ocorrer pela
ingest&o de larvas do parasito encistadas na musculatura de
animais silvestres, sobretudo de roedores e marsupiais+21317,
Outro mecanismo apontado, mas ndo confirmado
experimentalmente*!? € a possibilidade de ingestdo de ovos
larvados que contaminam o ambiente!®5181° Neste caso a
paciente confirmou o hébito de se alimentar de carne de
pequenos roedores silvestres, paca, cotia, capivara e gamba e
de beber aguaderibeiréo sem qualquer tratamento. Estes habitos
s8o de ocorréncia comum entre 0s casos ja rel atados™>1°2t,

O diagndstico parasitolégico foi realizado a partir das
caracteristicas morfoldgicas dos ovos e dos vermes adultos.
Para a identificagdo do género foram consideradas as
caracteristicas da extremidade anterior dos vermes adultos’®
(Figura2). O diagndstico daespéciefoi estabelecido apartir da
caracterizacdo morfol 6gica dos ovos que apresentavam vinte e
trés escavagdes ao redor da casca externa (Figura 3) e pela
extremidade posterior do macho que apresentavaduto e aculador
maior que os espiculos’™® (Figura4).

O tratamento da L agoquilascariase é ainda controverso.
Vé&ios anti-helminticos empregados em diferentes esquemas
terapéuti cos tém mostrado ag&o parcial ou temporérial“?. Esta
dificuldade pode estar relacionada com apossibilidade de auto-
infecc@o, umavez quetem sido observadanaslesdesapresenca
de parasitos em todas as fases evolutivas'*%, O esquema
terapéutico utilizado teve como base aeficiénciado Albendazol
edalvermectinano tratamento de casos humanos e de model os
experimentai s>2* 2, Optou-se pel o dupl o tratamento como forma
de evitar recidivas que podem surgir apés periodo inicia de
curaclinicaaparente!.

Dados epidemiol 6gicosindicam que aL agoquilascariase
€ umazoonose que acomete habitantesde areasruraisflorestadas
e que retiram destas 0 seu meio de subsisténcia4>2,

Sete Barras conta com uma &rea total de 1052 Km? e
populacdo fixa de 13714 habitantes, onde 66% da populagdo
est assentada na é&rea rura™. A economia esta baseada na
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Figura 1. Aspecto da lesdo na regi&o cervical da cadeia jugulo carotidea
média.

Figura 2. Vista lateral da extremidade anterior de um verme adulto de
Lagochilascaris minor mostrando os labios. Aumento de 100X.

Figura 3. Ovo de Lagochilascaris minor. Notar casca espessa apresen-
tando vinte e trés escavages ao seu redor. Aumento de 400X.

producéo de banana, borracha e lavouratemporériade arroz*.
O municipiointegrao Vaedo Ribeira, regi&o do estado de Sdo
Paul o que preserva coberturavegetal de MataAtléantica, sendo
considerada érea de protecdo ambiental®. Por outro lado,
compreende uma das regides do estado com menores indices
de crescimento e de desenvolvimento socioeconomico®.
Considerando estas caracteristicas e com base na literatura
consultada, este é o segundo caso de Lagoquilascariase
humana descrita no estado de S&o Paulo e o primeiro no Vale
doRibeira

AGRADECIMENTO

Os autores agradecem a Agostinha Agulha Cabrinha,
técnica do Laboratério Regional — CONSAUDE, pela
colaboragéo na documentagdo fotografica do caso clinico
reportado.

Figura 4. Vista lateral da extremidade posterior de um verme macho de
Lagochilascaris minor. Notar duto ejaculador. Espiculos néo visiveis.
Aumento de 100X.
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RESUMOS DE TESES E DISSERTAGCOES

Mycobacteria research in water buffalo milk

Jord&o Junior, C. M. Mycobacteria research in water buffalo milk. Araraquara— SP. 2004. [ Dissertagio de Mestrado —Area:
CiénciadosAlimentos - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP Araragquara] Orientadora: Prof?. Dr2. Clarice Queico

FujimuraLeite.

Milk isanimportant nutritional sourceto man, but it can
also carry pathogenic mycobacteria, especially Mycobacterium
bovis. In this study, wetried to evaluate the classical technique
(culture) and molecular technigue PCR (Polymerase Chain
Reaction) and PRA (PCR - Restriction Enzyme Analysis) inthe
isolation and identification of mycobacteriafrom water buffalo’s
milk samples. First of all, it was standardized an efficient PCR
method for M. bovis identification from milk. In this sense, a
known number of M. bovis AN5 wereinoculated inthe milk that
was submitted to a serial dilution. Then, two different PCR
protocols were done to evaluate the threshold of M. bovis
detection. Two pair of primers were tested, one to detect
Mycobacterium spp (INS1 e INS2) and other to detect M. bovis
(JB21 e JB22). Dilutions were a so submitted for culture using
Stonebrink medium and incubated at 37°C/90 days, to determine

the number of bacilli in the milk. After this, 23 samples of milk
collected fromwater buffalos (Bubalus bubalis), 7 PPD + and 16
PPD-, were analyzed by PCR technique and culture (Stonebrink
medium) to detect the presence of M. bovis. |solation of other
mycobacteriawere done by culture (L owenstein-Jensen medium)
and identified by mycolic acids and PRA. The results of PCR
showed that the protocol using primer par INSL/ INS2 was
positive until 10 dilution (800 CFU/mL). The protocol with
primers JB21/JB22 was more sensitive and specific, detecting
M. bovis until 20 dilution (80 CFU/mL). M. bovis could not be
identified by PCR and isolated in culture from milk samples of
water buffalo. Other speciesof mycobacteriawereidentified as:
M. flavenscens (1 sample), M. simiae (3 samples) and M.
intracellulare (1 sample). The last two species are considered
pathogenic mycobacteria to human.

Dissertacéo esta disponivel na Biblioteca da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas— UNESPAraraquara.
e-mail: clesojunior@uol.com.br

Immunological activity evaluation of Alchornea spp in vitro on the
production of hydrogen peroxide, nitric oxide and tumor necrosis
factor-o. by murine macrophages

Lopes, F.C.M. Immunological activity evaluation of Alchornea spp in vitro on the production of hydrogen’peroxide, nitric oxide
and tumor necrosis factor-a by murine macrophages. Araraquara— SP. 2004. [ Dissertagdo de Mestrado — Area: Andlises Clinicas
- Facul dade de Ciéncias Farmacéuticas— UNESPAraraquara] Orientadora: Profe. Dr2. IracildaZeppone Carlos.

The use of natural resources as treatment and healing
for diseasesis as old as the human species. However, most of
all plant specieswere not investigated chemistry or biologically.
Many plants used in the traditional medicine modulate the
immunological response. Theimmune system isaremarkably

Rev. Inst. Adolfo Lutz, 63(2):273-4, 2004

adaptive defense system that has evolved in vertebrates to
protect them from invading pathogenic microorganisms and
cancer. Macrophages play an important role in this system
becausethey are cells capable to secrete many biological active
products such as reactive nitrogen and oxygen species and
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cytokines. In this work, methanolic extract and ethyl acetate
fraction obtained from Alchornea triplinervia and Alchornea
glandulosa were studied in the murine immune system using
peritoneal macrophages culturesfrom Swissmice. Cell viability
assays were realized to assure the experimental development.
Hydrogen peroxide (H,0,) and nitric oxide (NO) weredetermined
by espectrophotometric procedures and enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) was used to detect tumor
necrosisfactor (TNF-a)). Theability of methanolic extract and
ethyl acetate fraction to stimulate or inhibit the murineimmune
system was evaluated. These plants didn't show
immunostimulating properties, once liberation of H,O,, NO and
TNF-a were not observed. However, extracts and fractionsfrom
both plants, strongly inhibited NO and H,O, production induced
by LPSand PMA, respectively. Production of TNF-o. by LPS-
stimulated macrophages was partially inhibited. The
concentration of 15,62 ug/mL from A. triplinervia methanolic

274

extract (cellular viability > 95%) showed to inhibit 88,35% of
H.,0,, 52,54% of NO and 10,41% of TNF-o. production. The
ethyl acetate fraction of the same plant and concentration
(cellular viability > 90%), inhibited 72,25% of H,0,, 47,80% of
NO and 16,41% of TNF-a production. Regarding the
A. glandulosa methanolic extract in the concentration of
15,62ug/mL (cellular viability > 91%), there was a production
inhibition of 88,62% of H,O,, 32,40% of NO and 11,61% of TNF-
o.. Theethyl acetate fraction of the same plant and concentration
(cellular viability > 9296), inhibited 70,56% of H,0,, 21,67% of
NO and 12,21% of TNF -a. production. In the NO and TNF-o
assays, theinhibition percentage grows according to increasing
concentrations, but this fact was not noticed in H,O,
determination. According to these results, it is suggested that
methanolic extracts and ethyl acetate fractions from
A. triplinervia and A. glandulosa can present anti-inflammatory

activity, confirming their traditional use.

Dissertacéo esta disponivel na Biblioteca da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas— UNESPAraraquara.
e-mail: fcmlopes@terra.com.br
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